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1 B a c k g r o u n d

1. 1 Z i n c

M a l n u t r i t i o n a n d m i c r o n u t ri e n t d e f i c i e n c i e s a r e h i g h l y p r e v a l e n t i n d e v e l o p i n g
c o u n t r i e s a n d i t i s e s t i m a t e d th a t t h e s e d e f i c i e n c i e s a r e t h e u n d e r l y i n g c a u s e s f o r u p t o 5 0%
o f a l l d e a t h s a m o n g c h i l dr e n i n t h e s e p o p u l a t i o n s (M u U e r e t a l .

,
2 0 0 3 ) . Z i n c p l a y s

im p o r t a n t r o l e s i n g r o w th , d e v e l o p m e n t
,
s e x u a l m a t u r i t y a n d i mm u n e s y s t e m r e g u l a t i o n .

M a j o r s o u r c e s o f z i n c a r e m e a t
,
e g g s ,

n u t s , a n d w h o l e g r a i n s . T h e U n i t e d S t a t e s

r e c o m m e n d e d d a i l y a l l o w a n c e (R D A ) f o r z i n c i n t a k e i s 1 2 m g f o r w o m e n a n d 1 5 m g f o r

m e n (A m e s
,
2 0 0 1 ) .

1 . 1 . 1 C h a r a c t e r i s t i c s

O v e r a q u a r t e r o f a l l k n o w n e n z ym e s r e q u ir e m e t a l l i c c a t i o n s t o a c h i e v e f u l l

c a t a l y t i c a c t i v i t y . M e t a l l o e n z y m e s c o n t a i n f i r m l y b o u n d m e t a l i o n s (c o f a c t o r s ) a t t h e i r

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

a s i r o n , z i n c , c o p p e r , a n d c o b a l t . C o f a c t o r s a r e r e q u i r e d b y i n a c t i v e a p o e n z ym e s t o c o n v e r t

t h e m t o a c t i v e h o l o e n z ym e s (H o r t o n e t a l .

,
19 9 6 ) . Z i n c i s c o f a c t o r t h a t i s k n o w n t o

p a r t i c i p a t e i n t h e a c t i v a t i o n o f o v e r 3 0 0 e n z y m e s . So m e o f t h e s e e n z y m e s p a r t i c i p a t e i n

D N A s y n t h e s i s ,
c e l l d i v i s i o n , a n d p r o t e i n s y n t h e s i s (B a o e t a l . , 2 0 0 3 ) . Z i n c a b s o r p t i o n

t a k e s p l a c e i n t h e s m a l l i n t e s t i n e w h e r e b e tw e e n 1 5 % a n d 4 0% o f t o t a l z i n c i n t a k e i s

a b s o r b e d (S a l g u e i r o e t a l
,
2 0 0 0 ) . M o s t o f t h e a b s o r b e d z i n c r e a c h e s t h e l i v e r w h e r e i t i s

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

b i n d l a b i l e z i n c a n d t h e y a c t a s fi
^

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

( Sa l g u e i r o e t a l , 2 0 0 0 ) . M e t a l l o t h i o n e i n e s c a n a l s o b i n d c o p p e r f o r w h i c h th e y h a v e a

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

w h i c h a l l o w s i t t o b e e a s i l y d e p l e t e d b y l a c k o f c o n t i n u e d z i n c i n t a k e (T r u o n g - T r a n
,
2 0 0 0 ) .

Z i n c a b s o r p t i o n i s d e p e n d e n t o n s e r u m p r o t e i n s . A lm o s t tw o - t h i r d s o f t h e z i n c c i r c u l a t i n g
i n p l a s m a i s k n o w n t o b i n d t o a l b u m i n (C a k m a n e t a l .

,
1 9 9 6 ) . Z i n c h a s b e e n n o t e d f o r i t s

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

s t a b i l i t y t o c e l l u l a r m e m b r a n e s (H a m b i d g e , 2 0 0 2 ) .

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

p r e v e n t f i" e e r a d i c a l p r o p a g a t i o n r e a c t i o n s . Z i n c h a s o t h e r im p o r t a n t r o l e s i n c l u d i n g th e

a c t i v a t i o n o f t h e t h y m i c h o r m o n e t h y m u li n . T h j m i u l i n i s n e e d e d f o r T - c e l l m a t u r a t i o n a n d

d i f f e r e n t i a t i o n (M o c c h e g i a n i e t a l . , 2 0 0 0 ) . Z i n c h a s a s i g n i fi c a n t r o l e i n m a i n t a i n i n g t h e

h u m a n g e n o m e . Z i n c i s f o u n d i n t h e z i n c fi n g e r m o t i f f o r D N A t r a n s c r i p t i o n . A z i n c

fi n g e r i s p a r t o f p r o t e i n t h a t c a n b i n d t o D N A . Z i n c fi n g e r d o m a i n s t y p i c a l l y c o n s i s t o f

t w o jS s h e e t s ; e a c h c a r r y i n g a c y s t e i n e r e s i d u e a n d a n a lp h a h e l i x c a r r y i n g t w o h i s t i d i n e

r e s i d u e s . M a n y t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a n d r e g u l a t o r y p r o t e i n s t h a t i n t e r a c t w i t h D N A a l l

c o n t a i n z i n c fi n g e r s . T h e s e p r o t e i n s p o s s e s a m i n o a c i d s e q u e n c e s t h a t c o m b i n e w i t h a z i n c

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

D N A t h a t i s v i t a l f o r D N A t r a n s c r ip t i o n b i n d i n g a n d s e q u e n c e r e a d i n g (M o o r e , 2 0 0 3 ) .

Z i n c p l a y s a n e s s e n t i a l r o l e i n r e p r o d u c t i o n i n m a l e s a n d f em a l e s . I t i s n e c e s s a r y f o r t h e

s y n t h e s i s a n d s e c r e t i o n o f l u t e i n i z i n g a n d f o l l i c l e s t im u l a t i n g h o r m o n e s
, g o n a d a l

1
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d i f f e r e n t i a t i o n
,
t e s t i c u l a r g r o w t h

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

,
t e s t i c u l a r

s t e r o i d o g e n e s i s
,
a n d f e r t i l i z a t i o n . T h e b i o l o g i c a l e f f e c t s o f a n d r o g e n s a n d e s t r o g e n s a r e

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

r e c e p t o r s (S a l g u e i r o e t a l .

,
2 0 0 0 ) .

1 . 1 . 2 Z i n c D e f i c i e n c y

T h e fi r s t m aj o r r e c o g n i t i o n o f t h e h e a l t h e f f e c t s o f z i n c d e fi c i e n c y w a s d o c u m e n t e d

i n 1 9 6 1 w i t h t h e d i s c o v e r y o f t h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n z i n c d e fi c i e n c y a n d d w a r fi s m in m i d -

E a s t e r n c o u n t r i e s (H a m b i d g e 2 0 0 0 ) . Z i n c d e fi c i e n c y i s h i s t o r i c a l l y s e e n i n b o t h t h e e l d e r l y
a n d y o u n g c h i l d r e n d u e t o a l a c k o f i n t a k e a n d t h e a b i l i t y t o a b s o r b d i e t a r y z i n c (A m e s

,

2 0 0 4
, S a v a r i o n e t a l

,
2 0 0 1) . Z in c d e fi c i e n c y c a u s e s a r e c l a s s i fi e d i n t o t w o gr o u p s : t h e fi r s t

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

'

s

d i s e a s e
,
a l c o h o l i s m ,

l i v e r c i r r h o s i s a n d c h r o n i c r e n a l d i s e a s e ; t h e s e c o n d i s r e l a t e d t o l a c k

o f n u t ri t i o n a l i n t a k e . C l i n i c a l z i n c d e fi c i e n c y i s d o c u m e n t e d a s a p l a sm a z i n c

c o n c e n t r a t i o n o f l e s s t h e n 1 0 . 7 i x m o Vh (P e p e r s a c k e t a l .

,
2 0 0 1 ) . Z i n c d e fi c i e n c y i n h u m a n

c e l l s c a u s e s o x i d a t i v e D N A d am a g e ,
i n a c t i v a t i o n o f c o p p e r / z i n c - s u p e r o x i d e di sm u t a s e

,

i n a c t i v a t i o n o f t u m o r s u p p r e s s o r p r o t e i n (p 5 3 ) a n d i n a c t i v a t i o n o f o x i d a t i v e D N A r e p a i r

(A m e s ,
2 0 0 4 ,

R e i d (2 0 02 ) .

Z i n c i s e x t r em e l y im p o r t a n t i n t h e d e v e l o p m e n t o f c h i l dr e n . D u ri n g fi r s t m o n t h s o f

b i r t h
,
m i l k i s t h e o n l y s o u r c e o f z i n c f o r t h e n e w b o r n . L a c k o f z i n c i n t a k e c a n l e a d t o l o w

b i r t h w e i g h t s a n d s l o w d e v e l o p m e n t (S a l g u e i r o e t a l
,
2 0 0 0

,
O s e n d a r p e t a l

,
2 0 0 1) . D i e t a r y

z i n c i n t a k e h a s b e e n r e c o gn i z e d f o r i t s a b iU t y t o p r e v e n t s u d d e n i n fa n t d e a t h s y n dr o m e

(R e i d
,
2 0 0 2 ) . Z i n c d e fi c i e n c y i n c h i l dr e n c a n r e s u l t i n d i a r r h e a (a l e a d i n g k i l l e r o f c h i l d r e n

in d e v e l o p i n g c o u n t ri e s ) a n d r e s p i r a t o r y t r a c t i n f e c t i o n s (C o o v a d i a a n d B o b a t
,
2 0 0 2 ) . Z i n c

i s im p o r t a n t t o b o n e m i n e r a l i z a t i o n a n d th e l a c k o f a d e q u a t e i n t a k e h a s b e e n d i s c o v e r e d t o

i n c r e a s e t h e ri s k o f d e n t a l c a ri e s (B r o w n e t a l
, ( 19 7 9 ) . Z i n c d e fi c i e n c y d e l a y s w o u n d

h e a l i n g a s a r e s u l t o f r e d u c e d e x p r e s s i o n o f p r o i n fl a mm a t o r y c y t o k i n e s i n c l u d i n g
i n t e r l e u k i n I L - I B a n d T N F - a l ph a y i e l d i n g a d e c r e a s e i n n e u t r o p h i l i n fi l t r a t i o n d u ri n g t h e

e a r l y s t a g e o f c u t a n e o u s w o u n d h e a l i n g (L i m e t a l
,
2 0 04 ) . T h e e l d e r l y m e m b e r s o f t h e

p o p u l a t i o n a r e a t ri s k o f d e v e l o p i n g m o r e fi -

e q u e n t i n f e c t i o n s d u e t o d e c l i n i n g im m u n e

r e s p o n s e s w i t h a dv a n c i n g a g e P r e v i o u s s t u d i e s h a v e d o c u m e n t e d th e r e d u c t i o n i n t h e

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

(Ch a n dr a
,
2 0 0 3 ) .

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

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

(Ch a n dr a 2 0 0 3 ) . A l t h o u g h t h e z i n c d e fi c i e n c y i s r e c o g n i z e d a s a s i g n i f i c a n t i s s u e
,
i t i s

di f fi c u l t t o c o n c l u s i v e l y m e a s u r e l e v e l s o f z i n c i n t h e b o d y . T h e a n a l y s i s o f z i n c i n

p l a s m a
,
l e u k o c y t e s ,

a n d o t h e r t i s s u e s r e q u i r e s t h e u s e o f a t o m i c a b s o r p t i o n s p e c t r o s c o p y .

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

,
i s i n s e n s i t i v e a n d

a f f e c t e d b y c i r c a d i a n r h y t hm s , m e a l s , s t r e s s a n d o t h e r f a c t o r s (P e p e r s a c k e t a l .

, (2 0 0 1 ) .
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1 . 1 . 2 . 1 Z i n c D e fi c i e n c y i n A i r w a y E p i t h e l i a l C e l l s

Z n - d e f i c i e n c y p r e d i sp o s e s c e l l s t o a p o p t o t i c c e l l d e a t h v i a u p r e g u l a t i o n o f c a s p a s e -

3 a c t i v i t y (C h a i e t a l .

,
19 9 9

,
C h im i e n t i e t a l . , 2 0 0 1 ) . A p o p t o s i s i s a n im p o r t a n t c o m p o n e n t

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

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

"
o l d

"
e p i t h e l i a l c e l l s i s l i k e l y t o b e b e n e fi c i a l

,
e x c e s s i v e o r i n a p p r o p r i a t e a p o p t o s i s m a y

c o n t r i b u t e t o t i s s u e i n j u r y o r r em o d e l i n g th a t i s o ft e n a s s o c i a t e d w i t h c h r o n i c i n fl a m m a t i o n

(h i t e n g a n a n d S c h i f f r i n
,
2 0 0 1 ) . E x p o s u r e t o p o l l u t a n t s , s u c h a s o z o n e c a u s e s

p r e d o m i n a n t l y n e c r o t i c c e l l d e a t h i n t h e a f f e c t e d e p i t h e l i u m (M a t s u o e t a l
,
2 0 0 3

,
P l o p p e r

e t a l .

,
1 9 9 8 ) . L a b i l e z i n c h a s b e e n f o u n d t o b e l o c a l i z e d i n e p i t h e l i a l c e l l s w h i c h a r e f o u n d

i n t h e a p i c a l a n d l u m i n a l s i d e s o f t h e e n t i r e l e n g t h o f t h e c o n d u c t i n g a i r w a y s . A 54 9 z i n c

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

N C I - H 2 92 c e l l s . T h e h i g h e r Z n c o n t e n t i n t h e u p p e r c o n d u c t i n g a i r w a y e p i t h e l i u m r e fl e c t s

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

( T r u o n g
- T r a n e t a l .

,
2 0 0 0 ) .

1 . 2 Z i n c D e f i c i e n c y C e l l u l a r In f l a m m a ti o n

Wh i l e s e v e r e a n d m o d e r a t e Z n - d e fi c i e n c y h a s s i g n i fi c a n t e f f e c t s o n im m u n e

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

p h y s i o l o g y a n d th e a b i l i t y t o d e f e n d i t s e l f a g a i n s t i n h a l e d p o l l u t a n t s . C h r o n i c Z n -

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

n u m b e r s o f i n f i l t r a t e d p o l y m o r p h o n u c l e a r i n fl a mm a t o r y c e l l s (P MN s ) i n t o t h e a l v e o l a r

r e g i o n (G o m e z e t a l .

,
2 0 0 3 ) . Si m i l a r l y ,

a c u t e e x p o s u r e s t o o z o n e c a u s e d i n fl am m a t i o n o f

t h e l o w e r a ir w a y s i s m a r k e d b y i n fi l t r a t i o n o f P M N s a s w e l l a s u p r e g u l a t e d e x p r e s s i o n o f

p r o - i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e s (A r i s e t a l .

,
1 9 9 3

,
B a l m e s e t a l .

,
19 9 7 ,

D i a z e t a l .

,
2 0 0 0 ,

H o l g a t e e t a l .

,
2 0 0 3 ) .

A l t h o u gh i n fi lt r a t i o n o f i n fl a m m a t o r y c e l l s a i d s i n c l e a r i n g c e l l s

d i r e c t l y d a m a g e d b y th e p o l l u t a n t e x p o s u r e (H y d e e t a l , 19 9 9 ) , r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s a n d

o t h e r m e d i a t o r s r e l e a s e d b y i n fi l t r a t e d P MN s c a n c o n t r i b u t e t o fi i r t h e r t i s s u e i n j u r y .

H e n c e
,
Z n - d e fi c i e n c y c o u l d fi i r t h e r e n h a n c e p o l l u t a n t - i n d u c e d i n fl a mm a t o r y r e s p o n s e s an d

i n fl am m a t i o n - a s s o c i a t e d t i s s u e i n j u r y .

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

i n fl am m a t o r y c y t o k i n e s i s l im i t e d
, p r e l i m i n a r y s t u d i e s h a v e d o c u m e n t e d t h e p r o d u c t i o n o f

c y t o k i n e s d u e t o z i n c d e fi c i e n c y (B a o e t a l .

, (2 0 0 3 ) . T h e r e a r e n u m e r o u s m a r k e r s t h a t

p a t h w a y s i n c e l l s u s e t o s i g n a l i n fl am m a t i o n . C y t o k i n e s h a v e b e e n i d e n t i fi e d f o r t h e i r

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

a n t i b o d i e s t h a t a r e s e c r e t e d b y l e u k o c y t e s a r e c o l l e c t i v e l y c a l l e d c y t o k i n e s . C y t o k i n e s

h a v e t h e a b i l i t y t o i d e n t i f y a n d a t t r a c t o t h e r l e u k o c y t e s t o t h e a r e a s o f c e l l u l a r

i n fl am m a t i o n . T h e s e l e u k o c )4 e s p r o c e e d t o r i d th e c e l l o f i n v a d i n g s u b s t a n c e s u s i n g

p h a g o c y t o s i s a n d o t h e r im m u n e r e sp o n s e p a t h w a y s (Sh e r w o o d
,
19 9 7 ) . I n t e r l e u k i n 8 (I L - 8)

h a s b e e n d o c u m e n t e d i n n u m e r o u s s t u d i e s f o r s i g n a l i n g i n fl a m m a t i o n w h e n e x p o s e d t o
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o z o n e a n d o t h e r t o x i c g a s e s . I L - 8 , m o n o c y t e c h e m o t a c t i c p r o t e i n o n e (M CP - 1 ) a n d

i n t e r l e u k i n s i x ( I L - 6 ) a r e c y t o k i n e s w h i c h a r e p r o d u c e d b y m a n y c e l l s i n c l u d i n g e p i t h e l i a l

c e l l s (H a c k e t a l .

,
1 9 9 2 ) . O n a c e l l u l a r l e v e l

,
I L - 8 f u n c t i o n s t o dr a w n e u t r o p h i l s ,

t h e

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

M C P - 1 i s a c y t o k i n e w h i c h i s p r o d u c e d b y m a n y o f t h e s a m e c e l l u l a r t y p e s a s I L - 8 . T h e

c e l l u l a r f u n c t i o n o f M C P - 1 i s t o a t t r a c t a n d t o a c t i v a t e m o n o c y t e s t o s i t e s o f i n f l am m a t i o n .

M C P - 1 h a s b e e n d o c u m e n t e d a s a n im p o r t a n t r e g u l a t o r o f m o n o c y t e a n d T l ym p h o c y t e

l e v e l s i n t h e b o d y
'

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

a t h e r o s c l e r o s i s ,
r h e u m a t o i d a r t h r i t i s

,
a n d p u l m o n a r y fi b r o s i s (H o r u k

,
1 9 9 4 ) . I L - 6 d i f f e r s

fi -

o m I L - 8 a n d M C P - 1 i n t h a t i t e l i c i t s v a r i o u s e f f e c t s o n d i f f e r e n t t y p e s o f l e u k o c y t e s . I L -

6 a f f e c t s B c e l l s t hr o u g h th e s t im u l a t i o n o f d i f f e r e n t i a t i o n a n d a n t i b o d y s e c r e t i o n (H i r a n o

e t a l . , 19 8 6 ) . 11- 6 h a s t h e a b i l i t y t o a f f e c t T c e l l s b y a c t i n g a s a c o - s t im u l a t i o n t o s t im u l a t e

o t h e r c y t o k i n e s i n c l u d i n g i n t e r l e u k i n t w o (I L - 2 ) . I L - 6 e l i c i t s h e p a t o c t y e s t o p r o d u c e

p r o t e i n s (B a u m a n e t a l .

,
1 9 8 4 ) a n d t o p r o l i f e r a t e t h e g r o w t h o f h e m a t o p o i e t i c s t e m c e l l s

(W o n g e t a l .

,
1 9 8 8 ) . T h e m a n y d i f f e r e n t a b i l i t i e s o f I L - 6 t o i n f l u e n c e t h e e n t i r e b o d i e s

l y m p h a t i c s y s t e m s u g g e s t s t h a t I L - 6 w i l l b e a n im p o r t a n t r e g u l a t o r t o fi gh t o f f d i s e a s e s a n d

th e i n v a s i o n o f f o r e i g n s u b s t a n c e s .

1 . 3 A i r T o x i c s E x p o s u r e

1 . 3 . 1 O z o n e

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

am b i e n t c o n c e n t r a t i o n s a s h i g h a s 0 . 2 0 p a r t p e r m i l l i o n (p p m ) (K o r e n e t a l .

,
1 9 9 4 ) . T h e

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

s u r f a c e o f t h e e a r t h t o a d i s t a n c e o f t h ir t y m i l e s a b o v e t h e e a r t h . So l a r r a d i a t i o n i s e m i t t e d

i n a r a n g e o f w a v e l e n g t h s a n d e n e r g i e s t h a t t r a v e l t o w a r d s t h e e a r t h . N o n - i o n i z i n g
r a d i a t i o n h a s t h e a b i l i t y t o p e n e t r a t e s e v e r a l l a y e r s o f t h e e a r t h

'

s a tm o s p h e r e . T h e o z o n e i n

t h e s t r a t o sp h e r e h a s a s t r o n g a f fi n i t y fo r a b s o r p t i o n o f u l t r a - v i o l e t (U V ) r a d i a t i o n t h a t f a l l s

i n t h e b a n d o f w a v e l e n gt h s t h a t r a n g e f r o m 10 0 t o 4 0 0 n m . O z o n e n a t u r a l l y o c c u r s

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

r a t e . H i gh e n e r g y U V r a d i a t i o n s p l i t s t h e b im o l e c u l a r o x y g e n p r o d u c i n g a fi -

e e r a d i c a l t h a t

f u r t h e r r e a c t s w i t h a n o t h e r o x y g e n g a s m o l e c u l e t o p r o d u c e o z o n e (O 3 ) . T h e o z o n e t h a t i s

p r e s e n t i n t h e s t r a t o s p h e r e a c t s a s a s h i e l d f o r t h e e a r t h a n d a b s o r b s h a r m f i i l U V r a d i a t i o n .

T h e t r o p o s p h e r i c r e g i o n o f t h e a t m o s p h e r e e x t e n d s f r o m th e e a r t h '

s s u r f a c e t o

a p p r o x im a t e l y 10 m i l e s a b o v e t h e e a r t h . I n t h i s r e g i o n
,
t h e p r e s e n c e o f o z o n e a c t s a s a

p o l l u t a n t a n d h a s d e t r im e n t a l c o n s e q u e n c e s t o t h e e n v i r o n m e n t . V e h i c l e e x h a u s t
,

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

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

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

H y d r o c a r b o n s a r e ph o t o - o x i d i z e d i n t h e p r e s e n c e o f N O
x
a n d V O C t o fo r m O 3 . O z o n e i n
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t h e t r o p o sp h e r e i s d e t r im e n t a l t o t h e e n v i r o n m e n t b e c a u s e i t i s a p o w e r f u l o x i d a n t a n d a c t s

a s a p o t e n t g r e e n h o u s e g a s b y t r a p p i n g r e fl e c t e d s o l a r r a d i a t i o n f r o m t h e e a r t h
'

s s u r f a c e .

O z o n e h a s t h e a b i l i t y t o o x i d i z e h u m a n s
,
a n im a l s

,
a n d p l a n t s t i s s u e s a n d d am a g e t h e i r

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

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

n o n s p e c i f i c a i r w a y r e a c t i v i t y ,
a l v e o l a r i n f l a mm a t i o n

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

,

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

a l .

,
1 9 9 4 ) .

1 . 3 . 2 U r b a n M ix t u r e

T h e u r b a n m i x t u r e i s t h e c o m p o s i t i o n o f o v e r 5 0 c h e m i c a l s p e c i e s r e p r e s e n t a t i v e o f

t h e a m b i e n t a i r o f a n a v e r a g e c i t y i n t h e U n i t e d St a t e s . T h e u r b a n m i x t u r e i s b a s e d fr o m a

s t u d y b e g i n n i n g i n 1 9 8 4 i n w h i c h B i l l L o n n e m a n n c o l l e c t e d h y dr o c a r b o n d a t a fr o m 06 0 0

t o 0 9 0 0 A M i n 2 9 c i t i e s u s i n g c a n i s t e r s . T h e d a t a fr o m t h e o r i g i n a l s t u d y i n 19 8 4 w a s

c o m b i n e d w i th a d d i t i o n a l d a t a c o l l e c t e d b y L o n n e m a n n i n 19 8 7 t o r e p r e s en t t h e am b i e n t

h y d r o c a r b o n p r o f i l e o f 4 1 c i t i e s i n t h e U n i t e d S t a t e s . T h e u r b a n m i x t u r e i s p r o du c e d b y
c o m b i n i n g f o u r d i f f e r e n t p h a s e s o f c o m p o n e n t s i n c l u d i n g ( Se e T a b l e 5 - 1 f o r u r b a n m i x t u r e

s p e c i a t i o n ) : a g a s m i x t u r e o f 1 4 c o m p o n e n t s i n j e c t e d fr o m a c o m m e r c i a l l y p r e p a r e d

c y l i n d e r ,
a l i q u i d m i x t u r e o f 3 8 c o m p o n e n t s i n j e c t e d fr o m a b l e n d e d m i x t i u

-

e p r e p a r e d

o n s i t e , a l i q u i d i n j e c t i o n o f a c e t a l d e h y d e ,
a n d a s o l i d i n j e c t i o n (b y s u b l im a t i o n ) o f

f o r m a l d e h y d e (J e f fH e s a n d S e x t o n
,
1 9 9 5 ) . T h e c o m p o n e n t s o f t h e u r b a n m i x t u r e w i l l

p h o t o c h em i c a l l y r e a c t a n d o z o n e w i l l b e p r o du c e d . T h e p r e s e n c e o f p h o t o c h e m i c a l l y

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

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

P r e v i o u s r e s e a r c h h a s i n d i c a t e d t h a t p h o t o c h e m i c a l r e a c t i o n s o f h y d r o c a r b o n s a n d N O x

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

T h e p r o du c t i o n o f s e c o n d a r y

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

t o i l l i c i t m o r e i n f l a mm a t i o n i n h u m a n e p i t h e l i a l l u n g c e l l s (Se x t o n e t a l .

,
2 0 0 4 ) . T o b e t t e r

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

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

1 . 4 O bj e c t i v e

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

d e fi c i e n t
,
h u m a n l u n g c e l l s w h e n e x p o s e d t o o z o n e a n d th e u r b a n m i x t u r e , h i d o o r

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

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

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

2 . 1 L u n g c e l l l i n e s

A 5 4 9 c e l l s w e r e u s e d a s t h e e x p o s u r e m e d i u m i n t h e s e e x p e r im e n t s . A 54 9 c e l l s

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

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

a s t h e i n h a l e d g a s e s t r a v e l t o w a r d s t h e a l v e o l i (K o r e n e t a l .

,
1 9 9 4 ) . T h e o r i g i n o f t h e

A 5 4 9 c e l l l i n e w a s a c q u i r e d fr o m a n a d e n o c a r c i n o m a o f a h u m a n s u bj e c t
'

s l i m g s . T h e

A 5 4 9 c e l l s e x h i b i t l a r ge s u r f a c e a r e a s a n d p u lm o n a r y s u r f a c t a n t p r o d u c i n g c a p a b i l i t i e s

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

e l a s t i c i t y ,
a s c o m p a r e d t o a l v e o l a r t j ^ e I c e l l s

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

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

2 . 1 . 1 Z i n c D e f i c i e n t C e l l s (Z n - D F )
T h e A 54 9 c e l l s w e r e p a s s a g e d a n d g r o w n o n s u p p o r t m e m b r a n e s (T r a n s w e l F * *

i n s e r t s ) (a s d e s c r i b e d i n J a s p e r s , e t a l . 1 99 7 ) . T h e c e l l s w e r e a l l o w e d t o gr o w o n th e

m e mb r a n e s u n t i l c e l l s c o v e r e d th e e n t i r e s u r f a c e o f t h e m e m b r a n e , t h u s a c h i e v i n g
c o n f l u e n c y . A 54 9 c e l l s a r e n o r m a l l y g r o w n i n F 1 2K w i th t h e a d d i t i o n o f 10% f e t a l

b o v i n e s e r u m (F B S) a n d a n t ib i o t i c s (I n v i t r o g e n ,
C a r l s b a d

,
C A ) . T h e F B S i n t h e m e d i a

f o r m u l a t i o n s u p p l i e s t h e m a j o r i t y o f Z n t o t h e c e l l s d u r i n g g r o w th . Z n - D F m e d i a w a s

p r o d u c e d b y i n c u b a t i n g F B S w i t h 10 % C h e l e x (B i o - R a d
,
H e r c u l e s

,
C A ) c o u p l e d w i t h

v i g o r o u s s h a k i n g f o r a n a p p r o x im a t e l y 1 8 h o u r p e r i o d . T h i s i n c u b a t i o n r em o v e s Z n b y
c h e l a t i o n fr o m t h e F B S . T h e c h e l e x b e a d s w e r e r e m o v e d u s i n g a 0 . 2 2 }a,m p o r e s i z e fi l t e r .

T h e c h e l a t i o n p r o c e s s a l s o r e m o v e s c a l c i u m fr o m t h e F B S w h i c h m u s t b e r e p l a c e d i n

o r d e r f o r c e l l g r o w t h . T h e fi n a l f o r m u l a t i o n f o r t h e Z n - D F m e d i a i s c o m p o s e d o f 1 0 % o f
t h e c h e l e x - F B S p l u s 2 0 0 ^ M C a C 12 w h i c h i s a d d e d t o F 12 K b a s a l m e d i a . T h r o u g h o u t t h e

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

t h e A 5 4 9 c e l l s . A 5 4 9 c e l l s w e r e a l l o w e d t o g r o w i n t h e i r r e s p e c t i v e m e d i u m s f o r a

m i n im u m o f t h r e e w e e k s t o a c h i e v e t h e s h i ft e d i n t r a c e l l u l a r Z n l e v e l s . Z i n c c o n t e n t i n

t h e c e l l s a n d th e r e s p e c t i v e m e d i a w e r e a n a l y z e d (F i g u r e 3 - 1) i n b o t h th e d e fi c i e n t a n d

a d e q u a t e c e l l s u s i n g i n d u c t i v e l y c o u p l e d p l a sm a - a b s o r p t i o n e m i s s i o n s p e c t r o m e t r y (I C P -

A E S) P r i o r t o p o l l u t a n t e x p o s u r e
,
t h e m ed i a r e s i d i n g o n t h e a p i c a l l a y e r w a s a s p i r a t e d t o

a l l o w th e c e l l s t o h a v e d i r e c t e x c h a n g e w i t h p o l l u t a n t g a s e s . P o s t - e x p o s u r e
,
m e d i a w a s

r e p l a c e d o n th e a p i c a l s i d e o f t h e c e l l s .

2 .
1 . 2 Z i n c A d e q u a t e C e l l s (Z n - A D )

T h e Z n - A D c e l l s w e r e g e n e r a t e d i n a s im i l a r m a n n e r t o t h e Z n - D F c e l l s b u t t h e y

w e r e s u p p l i e d w i t h c h e l a t e d m e d i a w h i c h c o n t a i n e d Z n C l a . T h e fo r m u l a t i o n o f t h e Z n -

A D m e d i a i n c l u d e d 10% o f th e c h e l e x - FB S p l u s 2 0 0 ^ M C a C b p l u s 4 |i M Z n C b ,
w h i c h i s

a d d e d t o F 12K b a s a l m e d i a .
Z n c o n c e n t r a t i o n s i n t h e m e d i a a n d w e r e m e a s u r e d u s i n g

i n d u c t i v e l y c o u p l e d p l a sm a - a b s o r p t i o n e m i s s i o n s p e c t r o m e t r y (I C P - A E S) .
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2 . 2 E x p e r i m e n ta l D e s i g n

2 . 2 . 1 I n d o o r E x p o s u r e

T h r e e s e p a r a t e e x p o s u r e s o c c u r r i n g o n J a n u a r y 2 6
,
2 0 0 4

,
F e b r u a r y 4

,
2 0 0 4

,
a n d

M a y 14 , 2 0 0 4 w e r e c o n d u c t e d a t t h e U n i t e d St a t e s
,
E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c i e s

,

H u m a n St u d i e s R e s e a r c h B u i l d i n g l o c a t e d o n t h e U n i v e r s i t y o f N o r th C a r o l i n a c a m p u s .

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

b e t w e e n t h e Z n - A D a n d Z n - D F c e l l s c o u l d b e o b s e r v e d i n a m o r e c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y

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

h a s a t o t a l c a p a c i t y o f a p p r o x im a t e l y 1 2 ft
^

.

F o r t h e e x p o s u r e s t o o z o n e
,
A 5 4 9 c e l l s w i l l b e g r o w n o n m e m b r a n o u s s u p p o r t

w i t h m e di a i n t h e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l c o m p a r tm e n t a s d e s c r i b e d b e f o r e .
T h e t r a n s w e l l s

c o n t a i n i n g th e c e l l s a r e c o n t a i n e d w i th i n a s u b di v i d e d p l a t e c o n t a in i n g tw e l v e w e l l s . T h e

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

t h e m e m b r a n e t o h a v e d i r e c t e x c h a n g e . S e p a r a t e s e t s o f Z n - A D a n d Z n - D F c e l l s w e r e

e x p o s e d t o 2 0 0 p a r t s p e r b i l l i o n (p p b ) o f o z o n e a n d c l e a n a i r f o r a fi v e h o u r p e r i o d f o r a l l

e x p o s u r e s . U p o n c o n fl u e n c y a n d a p p r o x im a t e l y 1 h o u r b e f o r e e x p o s u r e , t h e m e d i a in t h e

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

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

t o b e s u p p h e d w i th n u t r i e n t s f r o m t h e b a s o l a t e r a l s i d e . C e l l s w e r e e x p o s e d t o a i r o r 2 0 0

p a r t s p e r b i l l i o n (p p b ) o f o z o n e f o r 5 h o u r s u s i n g th e i n v i t r o e x p o s u r e c h a m b e r s d e s i g n e d

a n d m a i n t a i n e d b y t h e H u m a n St u d i e s F a c i l i t y o f t h e U . S . E P A . Im m e d i a t e l y f o l l o w i n g

e x p o s u r e
,
m e d i a w a s a d d e d t o t h e a p i c a l c o m p a r tm e n t a n d a p p r o x im a t e l y e i gh t h o u r s

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

2 . 2 . 2 O u t d o o r S m o g C h a m b e r E x p o s u r e

T h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a - C h a p e l H i l l s m o g c h a m b e r w a s u s e d fo r t h e

o u t d o o r e x p o s u r e c o m p o n e n t o f t h i s p r o j e c t . T h e U N C d u a l c h a m b e r i s l o c a t e d i n

P i t t s b o r o
,
N o r t h C a r o l i n a

,
a p p r o x im a t e l y 2 5 m i l e s s o u t h o f t h e U N C c a m p u s . T h e s m o g

c h am b e r w a s o r i g i n a l l y b u i l t i n 1 9 7 0 b u t h a s b e e n u p d a t e d s e v e r a l t im e s w i t h t h e l a s t

u p d a t e o c c u r r i n g i n 1 9 94 . T h e c h a m b e r h a s a r i g i d o p e n A - fi ram e s t r u c t u r e w i t h a t o t a l

c a p a c i t y o f 3 0 0
,
0 0 0 l i t e r s .

T h e c h a m b e r i s d i v i d e d i n t o tw o s e l f c o n t a i n e d s i d e s w h i c h a l l o w s f o r a s i d e - b y - s i d e

e x p e ri m e n t t o o c c u r
. T h e f r a m e i s c o v e r e d w i t h 5 - m i l F E P T e f l o n fi lm w h i c h a l l o w s t h e

t r a n sm i s s i o n o f s u n Ug h t (b o t h u l t r a v i o l e t a n d v i s i b l e r e gi o n s ) t o p e n e t r a t e t h e i n s i d e o f

t h e c h a m b e r a n d t o r e a c t w i t h i n j e c t e d g a s e s . T h e c h a m b e r i s m a i n t a i n e d a t a c o n s t a n t

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

t em p e r a t u r e
. T h e d e w p o i n t i s m a i n t a i n e d v i a a d e h u m i d i fi c a t i o n s y s t e m w h i c h p r e v e n t s

t h e i n j e c t e d g a s e s i n s i d e t h e c h a m b e r fi -

o m c o n d e n s i n g o n t h e w a l l s a n d e s c a p i n g th e
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c h am b e r . T h e t o t a l l o s s o f s am p l e fr o m th e c h a m b e r i s t y p i c a l l y a b o u t 10 % d i l u t i o n o f a

t e n h o u r e x p e r im e n t (J e f fr i e s a n d S e x t o n 1 9 9 5 ) .
T h e a m o u n t o f d i l u t i o n i s m e a s u r e d w i t h

a n i n j e c t e d a m o u n t o f t r a c e r c h e m i c a l (C C I4 ) .

E a c h s i d e o f t h e c h a m b e r i s d e s i g n a t e d a s a c o l o r : r e d a n d b l u e . T h e s c h e m a t i c

s h o w n i n F i g u r e 2 - 1 i l l u s t r a t e s t h e o v e r a l l s e t u p o f t h e sm o g c h a m b e r a n d l u n g c e l l

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

c e l l s v i a g l a s s m a n i f o l d s . E a c h i n c u b a t o r c o n t a i n s a n 8 - l i t e r , m o d u l a r , c e l l - e x p o s u r e

c h am b e r (B i l l u p s - R o t h e n b e r g ,
M I C - l Ol

'

^ '^ ) t h a t d i r e c t l y e n c l o s e s t h e p l a t e w i t h t h e c e l l

t r a n s w e l l s . T o m a i n t a in a m b i e n t a n d o p t im a l v i a b i l i t y c o n di t i o n s : t h e i n c u b a t o r s a r e

m a i n t a i n e d a t 3 7
°

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

m a i n t a i n h u m i d i t y ,
a n d 1 . 0 l i t e r p e r m i n u t e o f m e d i c a l -

g r a d e a i r b l e n d e d w i t h 0 . 0 5 l i t e r

p e r m i n u t e o f C O 2 i s u s e d t o v e n t i l a t e t h e c h a m b e r . T h e t r a n s w e l l s c o n t a i n i n g t h e c e l l s

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

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

h a v e d i r e c t e x c h a n g e . E a c h s u b d i v i d e d p l a t e i s p l a c e d w i th i n t h e c e l l - e x p o s u r e c h a mb e r

w h i c h r e s i d e s i n t h e i n c u b a t o r . T h e c e l l - e x p o s u r e c h am b e r h a s t w o o p e n i n g s w h i c h

a l l o w s f o r t h e s a m p l e g a s e s fr o m th e m a n i f o l d s t o b e v e n t i l a t e d t hr o u g h o u t t h e c e l l -

e x p o s u r e c h a m b e r d u r i n g e x p o s u r e . A th i r d c e l l - e x p o s u r e c h am b e r w a s u s e d a s t h e

c o n t r o l c h a m b e r . T h i s c h a m b e r w a s s u p p l i e d w i t h m e d i c a l gr a d e - a i r a n d C O 2 th r o u g h o u t

t h e e n t i r e e x p e r im e n t . T h e c o n t r o l c e l l - e x p o s u r e c h am b e r w a s u s e d t o h o l d t h e c e l l s

du r i n g p r e - a n d p o s t - e x p o s u r e p e r i o d s .

T w o s e p a r a t e e x p e r im e n t s o c c u r r i n g o n J u l y 9
,
2 0 0 4 a n d J u l y 2 0

,
2 0 0 4 w e r e

c o n d u c t e d f o l l o w i n g th e p r o t o c o l o u t l i n e d i n F i g u r e 2 - 2 . A t a p p r o x im a t e l y 1 2 :0 0 A M o n

t h e d a y o f e a c h e x p e r im e n t
,
t h e c h a m b e r s w e r e d e h u m i d i fi e d a n d p r e p a r e d f o r t h e

e x p e r im e n t . I n o r d e r t o p r e v e n t g a s l o s s fr o m t h e c h a m b e r d u e t o c o n d e n s a t i o n
,
t h e d e w

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

A l l i n s t r u m e n t a t i o n i s c h e c k e d a n d c a l i b r a t e d du r i n g c h a m b e r p r e p a r a t i o n t o e n s u r e d a t a

a c c u r a c y . A t a p p r o x i m a t e l y 1 2 : 3 0 A M 2 . 0 p p mC o f t h e u r b a n m i x t u r e a n d 0 . 3 3 p p m o f

N O x w a s i n j e c t e d i n t o b l u e s i d e o f t h e c h a m b e r . T h e u r b a n m i x t u r e w a s a l l o w e d t o

p h o t o c h e m i c a l l y r e a c t u n t i l s u n d o w n a t a p p r o x im a t e l y 7 : 0 0 PM . A t a p p r o x im a t e l y 4 : 0 0

P M
,
t h e c e l l s

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

fr a n s p o r t e d fr o m th e U i u v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a c a m p u s t o t h e c h a m b e r s i t e a n d p l a c e d

i n t h e c l e a n a i r c o n t r o l c h am b e r . T h e a m o u n t o f o z o n e p r o d u c e d i n t h e b l u e s i d e o f t h e

c h a m b e r w a s c o n t i n u o u s l y m e a s u r e d th r o u g h o u t t h e d a y u s i n g a n E PA s t a n d a r d r e fe r e n c e

m e th o d b a s e d o n p h o t o m e t r y w i t h a T h e r m o E n v i r o n m e n t a l L i s t r u m e n t s I n c .

,
M o d e l 4 9

m o n i t o r . A t a p p r o x im a t e l y 7 : 3 0 P M t h e fi n a l a m o u n t o f o z o n e i n t h e b l u e s i d e o f t h e

c h a m b e r w a s d e t e r m i n e d t o b e a p p r o x im a t e l y 2 0 0 p pb . A p p r o x i m a t e l y 2 00 p p b o f o z o n e

w a s i n j e c t e d i n t o t h e r e d s i d e o f t h e c h a m b e r . A t a p p r o x im a t e l y 8 :0 0 pm t h e c e l l p l a t e s

8
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w e r e t r a n s f e r r e d t o t h e e x p o s u r e c h a m b e r s . E a c h c e l l p l a t e c o n t a i n e d b o t h Z n - A D a n d

Z n - D F c e l l s . A t o t a l o f s i x s e t s o f c e l l s w e r e e x p o s e d t o e a c h s i d e o f t h e c h a m b e r a n d t h e

a ir c o n t r o l o v e r t he c o u r s e o f b o t h e x p e ri m e n t s . A s e t o f c e l l s w a s c o m p o s e d o f o n e Z n -

A D c e l l t r a n s w e l l a n d o n e Z n - D F c e l l t r a n s w e l l . T h e t r a n s w e l l s w e r e k e p t i n t h e

e x p o s u r e c h a m b e r s fo r a p p r o x im a t e l y 5 h o u r s a n d t h e n r e t u r n e d t o t h e c l e a n a i r c o n t r o l

c h am b e r . T h e c e l l s w e r e t r a n s p o r t e d b a c k t o t h e U N C c am p u s a p p r o x im a t e l y 8 h o u r s

a f t e r e x p o s u r e a n d fr o z e n u n t i l a n a l y s i s o c c u r r e d
.

E n v i r o n m e n t a l Ir r a d i a t i o n C h a m b e r s

U n g C e l l
"

^
"

A
' " '

E x p o s u r e w '
/

" - '
n c u b a t o r

( 3 7
= C )

L u n g C e i l

E x p o s u r e

C r i a m t >o r

o u t le t

A n a ly s i s o f
C h e m i c a l
C o n s t it u e n t s

F ig u r e 2 - 1 S c h e m a t ic f o r o u t d o o r s m o g c li a m b e r lu n g c e ll e x p o s u r e s e t u p
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B lu e S id e R e d S id e C o n tr o l

Un r e a c t e d U r ba n

M i x t u r e i n j e c t e d

U r b a n M i x t u r e a l l o w e d to

r e a c t w i th s u n l ig t i t f o r

a p p r o x i m a te ly 20 h o u r s

C le a n A i r

Un r e a c t e d O z o n e

I n j e c t e d

A f t e r s u n d o w n

C e l l s t r a n s p o r t e d f r o m

U N C c a m p u s

Z n - A D a n d Z n - D F

C e l l s a r e e x po s e d

r e a c t e d U r b a n

M ix t u re i n t h e b l u e

c h a m b e r

Z n - A D a n d Z n - D F

C e l l s a re e x p o s e d t o

O z o n e i n t h e r e d

c h a m b e r

A l l C e l ls a r e p l a c e d i n c o n t r o l

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

do w n
,
A s e t o f Z n - A D a n d Z n - D F

C e l l s w e r e k e pt i n c o n t r o l

i n c u b a to r d u r i n g e x p o s u r e

P o s t e x po s u r e
, a l l s e t s o f c e l l s w e re

h e ld i n t he c le a n a i r c o n t r o l

i n c u b a t o r f o r a p p r o x im a t e ly 7 h o u r s

C e l l s r e t u r n e d t o t h e U N C

c a m p u s fo r a n a ly s i s

F ig u r e 2 - 2 E x p e r im e n t a l d e s ig n f o r Z n - A D /Z n - D F c e l l e x p o s u r e

S h o w n h e r e i s th e e x p e r i m e n t a l d e s ig n u s e d t o e x p o s e t h e Z n - A D a n d Z n - D F c e l l s t o t h e U r b a n M i x t u r e

a n d O z o n e H e r e t h e u n r e a c t e d u r b a n m i x t u r e i s a d d e d t o th e b l u e s i d e o f t h e c h a m b e r a n d a l l o w e d t o r e a c t

w i t h s u n l i g h t P o s t s u n d o w n
,
a m a t c h e d a m o u n t o f o z o n e i s i n j e c t e d i n t o t h e r e d s i d e o f t h e c h a m b e r

S e p a r a t e s e ts o f Z n - A D a n d Z n - D F a r e t h e n e x p o s e d t o e a c h s i d e o f t h e c h a mb e r T h e s c h e m a t i c a b o v e i s a

d e s c r ip t i o n o f t h e p r o c e d u r e u s e d f o r t h e Z n - A d / Z n - D F e x p e r i m e n t s
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2 . 3 A n a l y s i s

A l l c e l l f u n c t i o n s
,
w h i c h i n c l u d e c e l l i n f l a mm a t i o n a n d c e l l d e a t h

,
a r e c o n t r o l l e d

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

p r o t e i n s i n t h e c e l l . M a p p i n g th e i n t r a c e l l u l a r p r o t e i n p r o fi l e i n t h e c e l l i s a n a c c u r a t e

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

2 . 3 . 1 I n f l a m m a t o r y A n t ib o d y A r r a y

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t A 5 4 9 c e l l s w h e n e x p o s e d t o s i m i l a r

l e v e l s o f o z o n e w i l l p r o d u c e i n c r e a s e d a m o u n t s o f I L - 8 (J a s p e r s e t a l . 1 9 9 7 ) . T o

d e t e r m i n e i f t h e Z n - A D /Z n - D F c e l l s a r e e x p r e s s i n g o t h e r i n fl a mm a t o r y m a r k e r s w h e n

e x p o s e d t o o z o n e , a H u m a n I n fl a mm a t i o n A n t i b o d y A r r a y (R a y B i o t e c h , A t l a n t a , G A )
w a s p e r f o r m e d . T h e a p i c a l s u p e m a t a n t s o f Z n - A D a n d Z n - D F c e l l s t h a t w e r e e x p o s e d t o

o z o n e a n d a i r d u r i n g t h e t h i r d e x p o s u r e (M a y 2 0 ) w e r e a n a l y z e d u s i n g th e i n fl a m m a t o r y

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

t h e c e l l s a s a p p o s e d t o E L I SA t e s t s w h i c h a l l o w f o r t h e a n a l y s i s o f o n l y o n e c y t o k i n e .

2 . 3 . 2 E L IS A

T h e i n fl a m m a t o r y e v e n t s t h a t a r e i n d u c e d i n A 5 4 9 c e l l s a r e s i g n a l e d b y th e

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

E L I SA t e s t . E L I SA t e s t s a r e o n e o f t h e m o s t c o m m o n w a y s t o d e t e c t l e v e l s o f p r o t e i n

c e l l u l a r s e c r e t i o n . E L I SA t e s t s (R & D s y s t e m s
,
M i n n e a p o l i s ,

M N ; E n d o g e n ,
R o c k f o r d ,

I L ) w e r e t h e p r im a r y m e th o d o f a n a l y s i s t o d e t e r m i n e t h e r e l a t i v e l e v e l s o f i n fl am m a t i o n

i n t h e Z n - A D /Z n - D F c e l l s . S e v e r a l c y t o k i n e s w e r e a n a l y z e d fo r u s i n g E L I S A w h i c h

i n c l u d e d I L - 8 , I L - 6 , a n d M C P - 1 . B o t h t h e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l s u p e m a t a n t s o f t h e Z n -

A D a n d Z n - D F c e l l s t h a t w e r e e x p o s e d i n b o t h t h e i n d o o r a n d o u t d o o r c h a m b e r s w e r e

a n a l y z e d u s i n g E L I SA t e s t s .

2 . 3 . 3 C e l l C y t o t o x i c i t y

T h e b a s o l a t e r a l l a y e r s o f Z n - A D a n d Z n - D F c e l l s t h a t w e r e e x p o s e d i n b o t h th e i n d o o r

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

M a d i s o n
,
W I) (D o y l e ,

2 0 0 3 ) .
T h e a m o u n t o f

L D H p r o d u c t i o n i s r e p r e s e n t a t i v e o f t h e d e g r e e o f c e l l n e c r o s i s .

1 1
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3 R e s u l t s

3 . 1 Z n - D F C e l l s

T h e c h e l a t e d m e d i a a n d c e l l s g r o w n i n d e f i c i e n t m e d i a w e r e a n a l y z e d a ft e r a

p e r i o d o f t h r e e w e e k s f o r c e l l u l a r z i n c c o n t e n t . F i g u r e 3 - 1 s h o w s th e r e l a t i v e a m o u n t s o f

z i n c d e t e c t e d i n b o t h t h e d e f i c i e n t a n d a d e q u a t e m e d i a a n d c e l l s . T h e a c t i v i t y o f C u / Z n

s u p e r o x i d e d i sm u t a s e w a s m e a s u r e d (F i g u r e 3 - 1 ) t o d e t e r m i n e i f t h e a c t i v i t y o f z i n c

d e p e n d e n t e n z y m e s h a d b e e n d i s r u p t e d .

ft OTS' ^ Za JJF

K

• S a oso
a

• * ^

a
o
U
a
S I

a Q25

Z i t A D

a ooo

^ m edia fi r ebo i t Hx e e Me d s a n d ft e Z i c o n te n t d
"

c d ls a s M d l a s th e m adia w a s a n a ly zie dby K P- A ES

. S ft l S i

Z i ^ I F a > -A D

HgMre 2 : A 549 c d ls g o ra i in Z > EF o r Z t A D n B dia
v \e re a n aly ze d fo r Q i3 t SCD a :l iv it y u stn g >B r

CK idat iG n a ss ^ .

F ig u r e 3 - 1 R e la t i v e a m o u n t s o f Z n c o n t e n t in Z n - D F a n d Z n - A D m e d ia a n d c e ll s
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3 . 2 In f l a m m a t o r y A n t i b o d y A r r a y

T h e a n t i b o d y a r r a y s c r e e n e d t h e a p i c a l s e r u m s f o r t h e p r o d u c t i o n o f 4 0 d i f f e r e n t

c y t o k i n e s . T h e d e t e c t i o n l e v e l o f t h e a n t i b o d y a r r a y h a s g r e a t s e n s i t i v i t y a n d h a s t h e

c a p a b i l i t y t o d e t e c t s o m e c y t o k i n e s a t l e v e l s a s l o w a s 2 5 p g/ m L . T h e a r r a y d e t e c t e d t h e

p r o d u c t i o n o f f o u r d i f f e r e n t c y t o k i n e s i n c lu d i n g I L - 8
,
I L - 6 , M C P - 1, a n d m a c r o p h a g e

i n fl a mm a t o r y p r o t e i n (M IP - 1 /3) (F i g u r e 3 - 2 ) .

C y t o k in e P r o d u c t i o n i n Z n - A D /Z n - D F C e l l

W h e n E x p o s e d t o O z o n e a n d A i r
. 2'
■5
o

"

R I OOOOOO 1

E <"

Q . E
c <

.

0 <u

Q .
^

a >
c

o

%
u

100 0 00 -

1 0 0 00 -

10 00 -

o
<
*̂

V ^
'

i

I
- {I?

.<
*̂

v ^
^

v ^
"

I
V*

n L - 8

n n D iL - e

^ ^ M C P - 1

^ M I P - 1B

F ig u r e 3 - 2 C y t o k in e P r o d u c t io n in Z n - A D /Z n - D F C e ll s

3 . 3 In f l a mm a t o r y R e s p o n s e Q u a n t i f i c a t i o n

E L I SA t e s t s w e r e u s e d t o d e t e c t c y t o k i n e p r o du c t i o n l e v e l s p o s t - e x p o s u r e i n t h e

s u p e m a t a n t s c o l l e c t e d i n b o t h t h e c e l l s e x p o s e d a t t h e E P A B u i l d i n g a n d a t t h e o u t d o o r

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

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

1 3
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3 . 3 . 1 I n d o o r Ex p o s u r e

B o t h t h e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l s u p e r n a t a n t l a y e r s c o l l e c t e d p o s t t h e f i r s t t h r e e

i n d o o r e x p o s u r e s w e r e a n a l y z e d fo r t h r e e d i f f e r e n t c y t o k i n e s i n c l u d i n g I L - 8
,
M C P - 1 ,

a n d

I L - 6 u s i n g E L I SA t e s t s . T h e r e s u l t s o f t h e s e t e s t s a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 3 - 3 . T h e

am o u n t o f c y t o k i n e d e t e c t e d i s e x p r e s s e d p e r t o t a l v o l u m e o f s u p e r n a t a n t c o l l e c t e d .

0 4

0 3 -

0 2

O t

E f f e c t s o f Z n
- d e f i c i e n c y o n

o z o n e - i n d u c e d I L - 8 p r o d u c t io n

i n A 5 4 9 c e l ls

I

^ 3 A i r

DUni O z o n e

. [ITTl

E f f e c t s o f Z n - d e f ic i e n c y o n

o z o n e - i n d u c e d IL - 6 p r o d u c t i o n

I n A 5 4 9 c e l ls

0 . 12 -

0 1 0 -

- I

a 0 0 8 '

□ 1

^ 0 0 6 .

— 0 0 4 -

0 0 2 -

0 0 0 -

^ A i r

Dm ] O z o n e

Z n - D F T o p Z n - D F B o t Z n - A D To p Z n - A O B o t Z n - D F / To p Z n - D F / B o t Z n - A D / To p Z n - A D / B o t

E f f e c t s o f Z n - d e f i c i e n c y o n

o z o n e - i n d u c e d M C P - 1 p r o d u c t i o n

i n A 5 4 9 c e l l s

7 . 5 n

3 5 0 -

o .

o . a

1

3 A i r

1 O z o n e

. l i l Q J IIL l j S I _
Z n

- D F / T o p Z n
- D F / B o t Z n

- A D / T o p Zn
- A D / B o t

F ig u r e 3 - 3 C yt o k i n e P r o d u c t io n / In d o o r E x p o s u r e

1 4
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3 . 3 . 2 O u t d o o r S m o g C h a m b e r E x p o s u r e

B o t h th e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l s u p e r n a t a n t l a y e r s c o l l e c t e d a f te r e a c h o f t h e

o u t d o o r e x p e ri m e n t s w e r e a n a l y z e d fo r t h e s a m e t h r e e c y t o k i n e s a s t h e i n d o o r e x p o s u r e

a n a l y s i s u s i n g E L I SA t e s t s . T h e r e s u l t s o f t h e s e t e s t s a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 3- 4
.
T h e

a m o u n t o f c y t o k i n e d e t e c t e d i s e x p r e s s e d p e r t o t a l v o l u m e o f s u p e r n a t a n t c o l l e c t e d .

E f f e c t s o f Z n - d e f i c i e n c y i n

o u t d o o r c h a m b e r IL - 8 p r o d u c t i o n

i n A 5 4 9 c e l ls

3 5 -

3 0 -

_ 2 5 -

i
3 ) 2 0
Q

« ? 1 5H ^

1 0 - ^
0 5 -

0 0
s ip^

^ ^ O z o n e

n TTTTI U r b a n M ix

^ ^ C o n t r o l

s iiji i

E f f e c t s o f Z n - d e f i c i e n c y i n

o u td o o r c h a m b e r IL - 6 p r o d u c t io n

i n A 5 4 9 c e l ls

Zn - d e f /t o p Zn
- d e f / b o t Z n

-

a d / t o p Z n
-

a d / b o t

^ 3 O z o n e

n U D U r b a n M i x

^ ^ C o n tr o l

Z n
. d e f / t o p Zn - d e f / b o t Z n a d / t o p Zn a d / b o t

E f fe c t s o f Z n - d e f i c ie n c y i n

o u t d o o r c h a m b e r M C P - 1 p r o d u c t i o n

i n A 5 4 9 c e l l s

_ l 6 -

M 111

^ ^ O z o n e

n rn n u r b a n M ix

^ ^ C o n t r o l

101
Z n - d e f / t o p Z n - d e f / b o t Z n - a d / t o p Z n - a d / b o t

F ig u r e 3 - 4 C y t o k in e P r o d u c t io n /O u t d o o r C h a m b e r
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3 . 4 C e l l C y t o t o x i c i t y Q u a n t i f i c a t i o n

3 . 4 . 1 In d o o r E x p o s u r e

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

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

s e c o n d i n d o o r e x p o s u r e . T h e am o u n t o f L D H p r o d u c e d i s r e p r e s e n t a t i v e o f c e l l n e c r o s i s .

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

b a s o l a t e r a l l a y e r a n d r e l e a s e L D H . T h e a m o u n t o f L D H ab s o r p t i o n d e t e c t e d i s

r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 3 - 5 .

L D H P r o d u c t io n o f Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s

i n d o o r C h a m b e r E x p o s u r e

0 9 -
1

0 8 -

0 4 -

0 3 -

0 2 -

0 1 -

I

Z n - D F

O z o n e

m T T I A i r

I

Z n - A D

F ig u r e 3 - 5 L D H P r o d u c t io n / In d o o r C h a m b e r E x p o s u r e

3 . 4 . 2 O u t d o o r S m o g C h a m b e r E x p o s u r e

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

b a s o l a t e r a l l a y e r o f t h e c o l l e c t e d s u p e m a t a n t s fr o m t h e c e l l s e x p o s e d i n e a c h o f t h e tw o

o u t d o o r s m o g c h a m b e r e x p o s u r e s . T h e a m o u n t o f L D H a b s o r p t i o n d e t e c t e d i s

r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 3 - 6 .

L D H P r o d u c t io n o f Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s

O u t d o o r C h a m b e r E x p o s u r e

0 . 9 '

0 . 8 '

§ 0 7 '

1 0 6 -

^ 0 4 -

X 0 3 -

3 0 2 -

0 1-

0 . 0 -

A
I

^ 3 O z o n e

m m Ur b a n M ix

ĝ ^^ C o n t r o l

Z n
- D F Z n -A D

F ig u r e 3 - 6 L D H P r o d u c t io n /O u t d o o r C h a m b e r E x p o s u r e
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4 D is c u s s i o n a n d C o n c lu s i o n s

I n d i v i d u a l s w i t h i n a d e q u a t e z i n c i n t a k e a n d/ o r a b s o r p t i o n a r e m o r e s u s c e p t i b l e t o

i n f e c t i o u s a g e n t s a n d h a v e a l t e r e d i mm u n e r e s p o n s e s (D a r d e n n e
,
2 0 0 2 ) . h i t h e l u n g ,

c hr o n i c z i n c d e f i c i e n c y e n h a n c e s m a r k e r s o f i n f l am m a t i o n a n d a l t e r s m a r k e r s o f

o x i d a t i v e s t r e s s (G o m e z e t a l .

,
2 0 0 3) .

A n a l y s i s o f t h e Z n - D F m e di a u s e d f o r c e l l c u l t u r e d e t e r m i n e d t h a t t h e m e d i a

c o n t a i n s a b o u t 7 5 % l e s s z i n c t h a n t h e Z n - A D m e d i u m a n d th a t c e l l s g r o w n i n Z n - D F

m e di u m f o r t h r e e w e e k s h a v e a n i n t r a c e l l u l a r z i n c c o n t e n t t h a t i s a b o u t 3 0 % l e s s t h a n

t h e i r Z n - A D c o n t r o l s (F i g u r e 3 - 1 ) . T h e a c t i v i t y o f Z n - d e p e n d e n t a n t i o x i d a n t e n z y m e s

(F i g u r e 3 - 1 ) w a s a n a l y z e d t o d e t e r m i n e i f t h e d e p l e t i o n o f z i n c i n t h e c e l l s a f f e c t e d t h e

d e p e n d e n c e o f t h e s e e n z ym e s . I t w a s d e t e rm i n e d t h a t g r o w i n g A 54 9 c e l l s i n Z n - D F

m e d i a c h a n g e s t h e a c t i v i t y o f Z n - d e p e n d e n t a n t i o x i d a n t e n z ym e s
,
s u c h a s C u , Z n - S O D .

F i g u r e 3 - 1 s h o w s t h a t t h e C u
,
Z n - S O D a c t i v i t y i n Z n - D F c e l l s w a s a b o u t 5 0%i l e s s t h a n i n

t h e Z n - A D c o n t r o l s . T h u s
, g r o w i n g r e s p i r a t o r y e p i t h e l i a l c e l l s i n Z n - D F m e d i a d e c r e a s e s

t h e i r i n t r a c e l l u l a r Z n - c o n t e n t a n d s u p p r e s s e s t h e a c t i v i t y o f Z n - d e p e n d e n t a n t i o x i d a n t

e n z ym e s .

Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s w e r e e x p o s e d t o 2 0 0 p p b o f o z o n e a n d p u r e a i r f o r

ap p r o x im a t e l y f i v e h o u r s i n t h e i n d o o r e x p o s u r e c h am b e r s a t t h e E P A B u i l di n g . T h e

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

(F i g u r e 3 - 2 ) . F i g u r e 3 - 2 s h o w s th a t I L - 8
,
I L - 6

,
M C P - 1 a n d M IP - l jS w e r e d e t e c t e d i n t h e

s u p e m a t a n t s o f b o t h Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s w h e n e x p o s e d e i t h e r o z o n e o r p u r e a i r .

St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s n o t c o n du c t e d o n t h e r e s u l t s o f t h e a n t i b o d y a r r a y p r o c e d u r e .

T h i s t e s t h a s s e v e r a l l im i t a t i o n w h i c h m ak e s r e s u l t s d i f f i c u l t t o q u a n t i f y . T h e s e r e s u l t s

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

p r o du c t i o n fo r a l l f o u r d e t e c t e d c y t o k i n e s w a s i n c r e a s e d w h e n t h e c e l l s w e r e e x p o s e d t o

o z o n e a s c o m p a r e d t o p u r e a i r . E L I SA t e s t s w e r e e m p l o y e d t o q u a n t i f y t h e a m o u n t o f

c y t o k i n e p r o d u c t i o n o f I L - 8 , I L - 6 , a n d M C P - 1 . M I P - I B w a s e l i m i n a t e d f r o m a n a l y s i s t o

r e d u c e p r o j e c t c o s t s . F i g u r e 3 - 3 s h o w s th a t e x p o s i n g A 54 9 c e l l s t o 2 0 0 p pb e n h a n c e s t h e

p r o du c t i o n o f I L - 8
,
I L - 6

,
a n d M C P - 1 i n b o t h th e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l c o m p a r t m e n t .

M o r e in t e r e s t i n g l y , Z n - D F c e l l s r e l e a s e d m o r e I L - 8 t o w a r d s t h e a p i c a l s i d e t h a n t h e i r Z n -

A D c o n t r o l s p o s s i b l y d u e t o t h e d i r e c t e x c h a n g e o f g a s e s w i t h th e a p i c a l s i d e o f t h e c e l l s

d u r i n g e x p o s u r e . T h e i n c r e a s e d c y t o k i n e p r o d u c t i o n i n Z n - D F c e l l s w a s d e t e r m i n e d t o b e

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t fi
-

o m th e l e v e l o f c y t o k i n e p r o d u c t i o n i n Z n - A D c e l l s f o r I L - 8 a n d

11- 6 . A t r e n d a p p e a r e d i n a l l t hr e e c y t o k i n e p r o du c t i o n p r o f i l e s t h a t s u g g e s t s t h a t

i n c r e a s e d i n f l a m m a t i o n o c c u r s i n Z n - D F c e l l s a s o p p o s e d t o Z n - A D c e l l s w h e n e x p o s e d

t o o z o n e . A l l c e l l s t h a t w e r e e x p o s e d t o a i r a p p e a r t o h a v e s im i l a r c y t o k i n e p r o d u c t i o n

w i t h o u t s i g n i f i c a n t v a r i a n c e s b e tw e e n Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s . A o n e w a y A N O V A
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s t a t i s t i c a l t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e a n d c o m p a r e d t o a P - v a l u e o f

0 . 0 5 . L D H a m o u n t s w e r e d e t e c t e d i n b a s o l a t e r a l s u p e m a t a n t s o f c e l l s w h i c h w e r e

e x p o s e d t o o z o n e a n d a i r . T h e r e l a t i v e c y t o x o c i t y p r o d u c t i o n (F i g u r e 3 - 5 ) f o l l o w e d t h e

s a m e t r e n d o b s e r v e d i n t h e c y t o k i n e p r o d u c t i o n p r o fi l e . T h e Z n - D F c e l l s w h e n e x p o s e d

t o o z o n e p r o du c e d i n c r e a s e d am o u n t s o f L D H r e l a t i v e t o Z n - A D c e l l s . T h e s e d a t a

s u g g e s t t h a t Z n - d e fi c i e n c y e n h a n c e s t h e s u s c e p t i b i l i t y o f r e s p i r a t o r y e p i t h e l i a l c e l l s t o

o z o n e - i n du c e d i n f l a m m a t i o n .

4 . 1 C o m p a r i s o n o f R e s u l ts

4 . 1 . 1 O z o n e v s . U r b a n M ix t u r e

Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s w e r e e x p o s e d t o t h e ph o t o c h e m i c a l l y r e a c t e d u r b a n

m i x t u r e an d 2 0 0 p p b o f o z o n e fo r a p p r o x im a t e l y fi v e h o u r s i n t h e o u t d o o r s m o g c h am b e r .

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

P o s t s u n d o w n
,
t h e a m o u n t o f o z o n e p r o d u c e d th r o u g h o u t t h e d a y i n t h e c h am b e r

c o n t a i n i n g t h e u r b a n m i x t u r e w a s d e t e r m i n e d t o b e a p p r o x i m a t e l y 2 0 0 p p b . T h i s s a m e

a m o u n t o f p u r e o z o n e w a s i n j e c t e d i n t o t h e o t h e r s i d e o f t h e c h a m b e r . P o s t e x p o s u r e , t h e

c e l l s w e r e e x a m i n e d f o r c y t o k i n e a n d L D H p r o d u c t i o n . T h e c e l l s w h i c h w e r e e x p o s e d t o

o n l y p u r e o z o n e e x h i b i t e d th e s a m e t r e n d s o b s e r v e d i n i n d o o r e x p o s u r e s . I n c r e a s e d

r e l a t i v e a m o u n t s o f I L - 8
,
I L - 6

,
a n d M CP - 1 (F i g u r e 3- 4 ) w e r e d e t e c t e d i n t h e s u p e m a t an t s

o f Z n - D F c e l l s . I n c r e a s e d r e l a t i v e a m o u n t s o f L D H (F i g u r e 3- 6 ) w e r e d e t e c t e d i n t h e

s u p em a t a n t s o f Z n - D F c e l l s .

A l t h o u g h t h e c e l l s (b o t h Z n - A D a n d Z n - D F ) w e r e e x p o s e d t o t h e s a m e a m o u n t o f

o z o n e i n e a c h s i d e o f t h e c h a m b e r a n d t h e s a m e a m o u n t o f o z o n e u s e d i n t h e i n d o o r

e x p o s u r e s
,
a v a r i a n c e i n t h e c y t o k i n e p r o d u c t i o n p r o fi l e a n d c y t o t o x i c i t y p r o d u c t i o n w a s

o b s e r v e d . I n c r e a s e d r e l a t i v e a m o u n t s o f 11- 8
,
I L - 6

,
a n d M CP - 1 (F i gu r e 3 - 4 ) w e r e

d e t e c t e d i n t h e s u p e m a t a n t s o f t h e Z n - A D c e l l s . I n c r e a s e d r e l a t i v e a m o u n t s o f L D H

(F i g u r e 3 - 6 ) w e r e d e t e c t e d i n t h e s u p e m a t a n t s o f t h e Z n - A D c e l l s . T h e i n c r e a s e d c e l l u l a r

s t r e s s d e t e c t e d i n t h e Z n - A D c e l l s w h e n e x p o s e d t o t h e p h o t o c h e m i c a l l y r e a c t e d u r b a n

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

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

p o s s i b l e t h a t t h e o t h e r s p e c i e s i n t h e p h o t o c h e m i c a l l y r e a c t e d u r b a n m i x t u r e a r e m a s k i n g
t h e i n fl a m m a t o r y e f f e c t s i n Z n - D F c e l l s .

4 . 2 F u t u r e S t u d i e s

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

s u p p l e m e n t s d e m a n d s f o r c o n t i n u e d r e s e a r c h . C u r r e n t l y t h e U n i t e d St a t e s F o o d a n d D m g

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

c o n t i n u e d r e s e a r c h a n d m o n i t o r i n g t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e s e t e c h n i q u e s .

Z i n c r e p l e t i o n s t u d i e s w i l l b e c o n du c t e d t o d e t e r m i n e i f t h e a d d i t i o n o f z i n c t o d e p l e t e d

c e l l s w i l l h a v e p o s i t i v e o u t c o m e s . Z i n c c h l o r i d e (Z n C b ) w i l l b e a d d e d i n i n c r e m e n t a l

a m o u n t s t o t h e Z n - D F m e d i u m a n d a d d e d 2 4 - 7 2 h o u r s p r i o r t o e x p o s u r e t o t h e p o l l u t a n t s .

A n a l y s i s o f Z n c o n t e n t i n Z n - D F a n d Z n - A D m e d i a h a s s h o w n t h a t t h e l e v e l s o f Z n a r e

8 . 3 n g /m l (a p p r o x im a t e l y 1 2 7 n M ) a n d 3 3n g / m l (a p p r o x im a t e l y 5 0 0 n M ) ,
r e s p e c t i v e l y .

A c u t e Z n - r e p l e t i o n w i l l b e p e r f o r m e d b y a d d i n g 1
,
5

,
o r 1 0 |a M Z n C b t o t h e Z n - D F

m e d i u m . T o a s s u r e Z n - r e p l e t i o n , Z n - r e p l e t e d (Z n - R E ) m e d i a a n d Z n - R E c e l l s w i l l b e

a n a l y z e d fo r Z n c o n t e n t . Z n - D F
, Z n - A D

,
a n d Z n - R E c e l l s w i l l b e e x p o s e d a n d a n a l y z e d

f o r i n f l a m m a t o r y c y t o k i n e p r o d u c t i o n . Sp e c i f i c a l l y ,
w e w i l l l im i t o u r a n a l y s i s o f Z n - R E

c e l l s t o e n d p o i n t s t h a t a r e s i g n i fi c a n t l y c h a n g e d i n Z n - D F c e l l s a s c o m p a r e d t o t h e i r Z n -

A D c o n t r o l . T h e c h a n g e s i n r e s p o n s i v e n e s s i n Z n - RE c e l l s a s c o m p a r e d t o Z n - D F c e l l s

w i l l b e c o r r e l a t e d t o t h e i r i n t r a c e l l u l a r Z n c o n t e n t .

4 . 3 C o n c l u s i o n s

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

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

c e l l s . Z n - D F a n d Z n - A D e p i t h e l i a l l u n g c e l l s w e r e e x p o s e d t o o z o n e a n d a

p h o t o c h e m i c a l l y r e a c t e d u r b a n m i x t u r e . T h e i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e p r o fi l e a n d r e l a t i v e

a m o u n t o f c y t o t o x i c i t y w a s d e t e r m i n e d a n d c o m p a r e d f o r Z n - D F a n d Z n - A D c e l l s . T h e

i n c r e a s e d i n fl am m a t o r y a n d c y t o t o x i c r e s p o n s e b e t w e e n t h e a p i c a l a n d b a s o l a t e r a l

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

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

a m o u n t s o f i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e s a n d c y t o t o x i c i t y r e s u l t w h e n Z n - D F c e l l s a r e e x p o s e d

t o o z o n e a s c o m p a r e d t o Z n - A D c e l l s . T h e r e a p p e a r s t o b e u n e x p e c t e d c o r r e l a t i o n fo u n d

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

i n du c e a

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

t o p u r e o z o n e . I n c r e a s e d p r o du c t i o n o f c y t o k i n e s a n d L D H w e r e d e t e c t e d i n Z n - A D c e l l s

i n s t e a d o f t h e e x p e c t e d Z n - D F c e l l s . T h i s v a r i a n c e s u g g e s t s t h a t t h e p h o t o c h e m i c a l l y
r e a c t e d u r b a n m i x t u r e h a s t h e a b iU t y t o i n du c e d i f f e r e n t c e l l u l a r r e s p o n s e s a s c o m p a r e d t o

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

p o p u l a t i o n . Z i n c d e fi c i e n c y h a s t h e p o t e n t i a l t o c a u s e a d v e r s e h e a l t h r e a c t i o n s a n d

s h o u l d b e c a r e fi i Uy m o n i t o r e d i n t h e y o u n g a n d e l d e r l y m em b e r s o f t h e p o p u l a t i o n t o

i n s u r e p r o t e c t i o n fi ro m t h e h a r m f u l p o l l u t a n t s i n t h e e n v i r o r m i e n t .
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5 A p p e n d ix

5 . 1 U r b a n M ix t u r e S p e c i a t i o n

T A B L E 5 - 1

C o m p o s i t i o n o f s y n th e t i c u r b a n m i x t u r e , p pb C in 1 p p m C t o t a l

C o m p o n e n t p p m C C o mp o n e n t p p m C C o mp o n e n t p p m C

I s o p e n ta n e 8 6 . 4

« - B u t a n e 7 3 5

P r o p a n e 4 6 1

E t h a n e 3 8 5

3 - M e th y l h e x a n e 3 5 0

I s o b u t e n e 3 2 9

n - P e n t a n e 3 1 1

4 - M e th y b i o n a n e 2 3 . 0
2 - M e t h y l p e n t a n e 2 2 0

n - D e c a n e 2 0 0

2
,
3 - D i m e t h y lp e r t a n e 17 0

« - N o n a n e 16 0

n - H e p t a n e 16 . 0

3 - M e th y l p e n t a n e 16 . 0

n - H e x a n e 14 0

2 , 2 , 4 - 13 0

T r im e t h y lp e n t a n e

« - O c t a n e 12 0

2 , 5 - D i m e t h y lh e x a n e 1 1 . 0

2
, 3 ,
4 - 10 0

T r im e t hy l p e n t a n e

2
,
3 - D i m e t h y lb u ta n e 6 0

M e th y l c y c l o p e n t a n e 1 1 . 0

C y c l o h e x a n e 10 0

M e th y l c y c l o h e x a n e 6 0

5 6 6 4

E th a n e

2
,
3

, 3 - T r im e t h y l - 1
- b u te n e

c - 2 - P e n t e n e

^ 2 - B u t e n e

P r o p e n e

1 - O c t e n e

2 - M e t h y l
- 1 -

p e n t e n e

1 - P e n t e n e

1 - N o n e n e

2 - M e th y l p r o p e n e

2 - M e t h y l
- 1 - b u te n e

2 - M e th y l
- 2 -

p e n t e n e

C y c l o h e x e n e

1 , 3 - B u t a d i e n e

I s o p r e n e

a
- P i n e n e

2 6 . 7

16 0

13 . 5

1 1 6

8 4

8 0

8 0

8 . 0

7 0

4 5

4 2

3 0

1 0

2 1

3 0

6 0

N o i e pp bC is p a r t s p e r b i l l i o n c a r b o n ; pp m C is pa r t s p e r m i l l i o n

c a r b o n

13 1 0

T o l u e n e

1
,
2

,
4 - T r i m e t h y b e r z e n e

ff j - X y l e n e

B e n z e n e

1
, 3 - D i e th y lb e n z e n e

o - X y l e n e

/ 7
- E t h y l t o l u e n e

E th y l b e n z e n e

K - P r o p y lb e n z e n e

m - E t h y l t o l u e n e

i e c - B u t y lb e n z e n e

1
,
2 , 3 , 5 - T e t r a m e t h y lb e n z e n e

a - M e t h y l s t y r e n e

F o r m a l d e h y d e

A c e t a l d e h y d e

6 9 0

5 6 0

3 7 . 0

2 2 0

18 0

16 0

15 .0

1 1 .0

1 1 0

10 0

7 0

6 0

3 0

10 .4

1 1 2

3 0 2 6

2 0
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6 R e f e r e n c e s

1 . A m e s
,
B r u c e N . A R o l e fo r S u p p l e m e n t s i n O p t im i z i n g H e a l t h : T h e

M e t a b o l i c T u n e - u p . A r c h i v e s o f B i o c h e m i s t r y a n d B i o p h y s i c s . 2 0 04 M a r 1 ;
4 2 3 ( l ) :2 2 7 - 2 3 4 .

2
.

A r i s
,
R . M . Ch r i s t i a n D . H e am e P . Q . K e r r K . F i n k b e i n e r W . E . a n d

B a l m e s J . R . A m e r i c a n R e v i e w o f R e s p i r a t o r y D i s e a s e . 19 9 3 ; 14 8 : 13 6 3 - 7 2 .

3 . B a lm e s
,
J . R

. A r i s R . M . C h e n L . L . S c a n n e l l C . T a g e r I . B . F i n k b e i n e r W .

Ch r i s t i a n D . K e l l y T
.
H e a m e P . Q . F e r r a n d o R . a n d W e l c h B . R e s e a r c h R e p o r t -

H e a l t h E ff e c ts I n s t i t u t e . 19 9 7 ; 1- 3 7 ; d i s c u s s i o n 8 1- 9 9
.

4 .
B a o , B i n ; P r a s a d , A n a n d a S . ; B e c k

,
F r a n c e s W . J .

, a n d G o dm e r e M i c h e l e .

Z i n c M o d u l a t e s m R N A L e v e l s o f C y t o k i n e s . Am e r i c a n J o u r n a l o f P h y s i o l o y -

E n d o c r i n o l o g y a n d M e t a b o l i s m . 2 0 0 3 J u n 17 ; 2 8 5 : 1 0 9 5 - 1 1 0 2 .

5 . B a u m a n
,
H . e t a l . J o u r n a l B i o l . C h e m . 1 9 8 4 ; 2 5 9 :7 3 3 1 .

6 . B r o w n
,
E l l e n D . ; C a l h o u n

,
N o a h R . ; L a r s o n

,
R a c h e l H .

,
a n d Sm i th J r .

,
J .

C e c i l . A n E f f e c t o f Z i n c D e f i c i e n c y o n D e n t a l C a r i e s . L i f e Sc i e n c e s . 1 9 7 9 M a y

2 8 ; 2 4 (2 2 ) :2 0 9 3 - 2 0 9 7 .

7 . C ak m a n ,
I r e m ; R o h w e r , J a n ; S c h u t z , R u d o l f - M . ; K i r c hn e r , H o l g e r , a n d

R i n k
,
L o t h a r . D y s r e g u l a t i o n b e t w e e n T H i a n d T H 2 T c e l l s u b p o p u l a t i o n s i n t h e

e l d e r l y . M e c h a n i s m s o f A g e i n g a n d D e v e l o p m e n t . 1 9 9 6 ; 8 7 : 19 7 - 2 0 9 .

8 . C h a i , F . T r u o n g
- T r a n A . Q .

H o L . H
. a n d Z a l e w s k i P . D . I m m u n o l C e l l

B i o l . 19 9 9 ; 77 : 2 7 2 - 8 .

9 . C h a n d r a
,
R a n j i t K u m a r . I m p a c t o f N u t r i t i o n a l S t a t u s a n d N u t r i e n t

Su p p l e m e n t s o n Im m u n e R e s p o n s e s a n d I n c i d e n c e o f I n f e c t i o n i n O l d e r

I n d i v i d u a l s . A g e i n g R e s e a r c h R e v i e w s . 2 0 0 4 Ja n ; 3 (1 ) : 9 1 - 10 4 .

1 0 . C h im i e n t i
,
F

. Se v e M . R i c h a r d S . M a t h i e u J . a n d F a v i e r A B i o c h e m

P h a r m a c o l . 2 0 0 1 ; 62 : 5 1 - 6 2 .

1 1. C o o v a d i a
,
H o o s e n M . a n d B o b a t ,

R a z i y a .
Z i n c D e f i c i e n c y a n d

Su p p l e m e n t a t i o n i n H I V / A I D S . N u t r i t i o n R e s e a r c h . 2 0 0 2 Ja n - 2 0 0 2 F e b 2 8 ; 2 2 ( 1 -

2 ) : 17 9 - 1 9 1 .

1 2 . D a r d e n n e
,
M . E u r J C l i n N u t r . 2 0 0 2 ; 5 6 Su p p l 3 : S2 0 - 3 .

2 1
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13 . D i a z - Sa n c h e z , D . Jy r a l a M . N g D . N e l A . a n d Sa x o n A . C l i n I m m u n o l .

2 0 0 0 ; 9 7 : 14 0 - 5 .

14 . D o y l e ,
M e l a n i e . E f f e c t s O f 1

,
3 - B u t a di e n e

,
I s o p r e n e

,
a n d T h e i r

Ph o t o c h e m i c a l D e g r a d a t i o n P r o d u c t s o n H u m a n L u n g C e l l s : U n i v e r s i t y o f N o r t h

C a r o l i n a - C h a p e l H i l l ; 2 0 0 3 .

1 5 . G o m e z , N . N . F e r n a n d e z M . R . Z i r u l n i k F . G i l E . S c a r d a p a n e L . Oj e d a M .

S. a n d G im e n e z M . S . E x p L u n g R e s . 2 0 0 3 ; 2 9 : 4 8 5 - 5 0 2 .

1 6 . H a c k
,
C . E . e t a l . A dv a n c e d Im m u n o l o g y . 1 9 9 7 ; 6 6 : 1 0 1 .

1 7 . H a m b i d g e ,
M i c h a e l . H u m a n Z i n c D e fi c i e n c y . J o u r n a l o f N u t r i t i o n . 2 0 0 0 ;

1 3 0 : 1 3 4 4 - 1 34 9 .

1 8 . H i r a n o
,
T . e t a l . P e p t i d e G r o w th F a c t o r s a n d th e i r R e c e p t o r s I . N e w Y o r k :

Sp r i n g e r - V e r l a g ; 19 9 0 ; p . 6 6 3 .

19 . H o l g a t e ,
S . T . ; S a n d s t r o m , T . ; F r e w , A . J . ; St e n fo r s

,
N .

,
an d N o r d e n h a l l ,

C . R e s R e p H e a l t h Eff l n s t . 2 0 0 3 ; 1- 3 0 ; d i s c u s s i o n 5 1 - 6 7 .

2 0 . H o r t o n
,
H . R o b e r t ; M o r a n

,
L a u r e n c e A . ; O c h s

,
R a y m o n d S . ; R a w n

,
J .

D a v i d
,
a n d Sc r im g e o u r

,
K . G r a y . P r i n c i p l e s o f B i o c h e m i s t r y . S e c o n d e d . U p p e r

Sa d d l e R i v e r
,
N J : P r e n t i c e H a l l ; 1 9 9 6 ; p p . 1 8 1 - 2 1 4 .

2 1. H o r u k
,
R . h n m u n o l o g y T o d a y . 19 9 4 ; 15 : 1 6 9 .

2 2 . H y d e
,
D . M . M i l l e r L . A . M c D o n a l d R . J . S t o v a l l M . Y . W o n g V .

Pi n k e r t o n K . E . W e g n e r C . D . R o t h l e i n R . a n d P l o p p e r C . G . A m e r i c a n J o u r n a l o f
P hy s i o l o g y . 19 9 9 ; 2 7 7 : L 1 19 0 - 8 .

2 3 . L i t e n g a n
,
H . D . a n d Sc h i f fr i n E . L . H y p e r t e n s i o n . 2 0 0 1 ; 3 8 : 5 8 1 - 7 .

2 4 . J a s p e r s
,
I . F l e s c h e r E . a n d Ch e n L . C . A m e r i c a n J o u r n a l o f P hy s i o l o g y .

19 9 7 ; 2 72 : L 5 0 4 - 1 1 .

2 5 . J e f fr i e s
,
H a r v e y E . a n d S e x t o n

,
K e n n e t h G . T h e R e l a t i v e O z o n e F o rm i n g

P o t e n t i a l o f M e t h a n o l - F u e l e d V e h i c l e E m m i s i o n s a n d G a s o l i n e - F u e l e d V e h i c l e

E m m i s i o n s i n O u t d o o r Sm o g Ch a mb e r s . 1 9 9 5 ; 4 - 10 .

2 6 . K o r e n
,
H i l l e l S . ; D e v l i n

,
R o b e r t B .

,
a n d B e c k e r

, S u s a i m e . O z o n e - I n d u c e d

In fl a mm a t o r y R e s p o n s e i n P u lm o n a r y C e l l s . S c h o o k
,
L a w r e n c e B . a n d L a s k i n

,

D e b r a L . X e n o b i o t i c s a n d I n fl a m m a t i o n . S a n D i e g o , C A : A c a d e m i c P r e s s ; 1 9 9 4 ;

pp . 2 4 9 - 2 7 3 .
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2 7 . L i m ,
Y u n s o o k ; L e v y ,

M a r k
,
a n d B r a y ,

T a m m y M . D i e t a r y Z i n c A l t e r s

E a r l y I n fl a mm a t o r y R e s p o n s e s d u r i n g C u t a n e o u s W o u n d H e a l i n g i n W e a n l i n g

C D - I M i c e . J o u r n a l o f N u t r i t i o n . 2 0 0 4 A p r ; 134 : 8 1 1- 8 16 .

2 8 .
M a t s u o

,
M . Sh im a d a T . U e n i s h i R . S a s a k i N . a n d Sa g a i M . B i o l P h a r m

B u l l . 2 0 0 3 ; 2 6 : 4 3 8 - 4 7 .

2 9 . M o c c h e g i a n i , E u g e n i o ; M u z z i o l i , M a r i o
,
a n d G i a c c o n i ,

R o b e r t i n a . Z i n c

a n d Im m u n o r e s i s t a n c e t o I n f e c t i o n i n A g i n g : N e w B i o l o g i c a l T o o l s . T r e n d s i n

P h a r m a c o l o g i c a l Sc i e n c e s . 2 0 0 0 Ju n 1 ; 2 1 (6 ) :2 0 5 - 2 0 8 .

3 0 . M o o r e
,
M i c h a e l a n d U l l m a n

,
C h r i s t o p h e r . R e c e n t d e v e l o pm e n t s i n t h e

e n g i n e e r i n g o f z i n c fi n g e r p r o t e i n . B r i e fi n g s i n F u n c t i o n a l G e n o m i c s a n d

Pr o t e o m i c s . 2 0 0 3 ; l (4 ) : 34 2 - 3 5 5 .

3 1 . M u U e r
,
O . ; G a r e n n e

,
M . ; R e i tm a i e r , P . ; B a l t u s s e n v a n Z w e e d e n , A . ;

K o u y a t e ,
B .

,
a n d B e c h e r

,
H . E f f e c t o f Z i n c Su p p l e m e n t a t i o n o n G r o w t h i n W e s t

A f r i c a n C h i l d r e n : A R a n d o m i z e d D o u b l e - b l i n d P l a c e b o - c o n t r o l l e d T r i a l i n R u r a l

B u r k i n a F a s o . I n t e r n a t i o n a l Jo u r n a l o f E p i d e m i o l o g y . 2 0 0 3 ; 3 2 : 1 0 9 8 - 1 10 2 .

3 2 . O s e n d a r p ,
Sa s k i a J . M . ; v a n R a a j , J o o p M . A . ; D a r m s t a d t , G a r y L . ; B a q u i ,

A b d u l l a h H . ; H a u t v a s t
,
J o s e p h G . A . J .

,
a n d F u c h s

,
G e o r g e J . Z i n c

S u pp l e m e n t a t i o n D u r i n g P r e gn a n c y a n d E f f e c t s o n G r o w th a n d M o r b i d i t y i n L o w

B i r t hw e i g h t I n f a n t s : A R a n d o m i z e d P l a c e b o C o n t r o l l e d T r i a l . T h e L a n c e t . 2 0 0 1

A p r 7 ; 3 5 7 (9 2 6 2 ) : 1 0 80 - 10 8 5 .

3 3 . P e p e r s a c k
,
T h i e r r y ; R o t s a e r t

,
P h i l i p p e ; B e n o i t

,
F l o r e n c e ; W i l l e m s

,

D o m i n i q u e ; F u s s
,
M i c h e l ; B o u r d o u x

,
P .

,
a n d D u c h a t e a u

,
J e a n . P r e v a l e n c e o f Z i n c

D e fi c i e n c y a n d I t s C l i n i c a l R e l e v a n c e A m o n g H o s p i t a l i s e d E l d e r l y . A r c h i v e s o f

G e r o n t o l o g y a n d G e r i a t r i c s . 2 0 0 1 N o v ; 3 3 (3) : 2 4 3 - 2 5 3 .

34 . P l o p p e r , C . G . H a t c h G E
. W o n g V . D u a n X . W e i r A . J . T a r k i n gt o n B . K .

D e v l i n R . B . B e c k e r S . a n d B u c k p i t t A . R . A m e r i c a n J o u r n a l of R e sp i r a t o r y C e l l

iSc M o l e c u l a r B i o l o g y . 1 9 9 8 ; 19 : 3 8 7 - 9 9 .

3 5 . R e i d , G . M . Su d d e n I n f a n t D e a t h Sy n d r o m e : I s i t a T r a n s e p i t h e U a l

T r a n s p o r t D i s o r d e r ? M e d i c a l H y p o th e s e s . 2 0 02 ; 5 8 (6 ): 5 3 1 - 5 3 4 .

3 6 . Sa l g u e i r o , M a r i a J . ; Z u b i l l a g a , M a r c e l a ; L y s i o n e k
,
A l e x i s ; Sa r a b i a ,

M a ri a

I . ; C a r o
,
R i c a r d o ; D e P a o l i , T o m a s ; H a g e r ,

A l fi -

e d o ; W e i l l , R i c a r d o
,
a n d B o c c i o

,

J o s e . Z i n c a s a n E s s e n t i a l M i c r o n u t ri e n t : A R e v i e w . N u t ri t i o n R e s e a r c h . 2 0 0 0 ;
2 0 (5 ) : 7 3 7 - 7 5 5 .

3 7 . S a v a ri n o
,
L . ; G r a n c h i

,
D . ; C i a p e t t i

, G . ; C e n n i
,
E . ; R a v a g l i a , G . ; F o r t i , P . ;

M a i o h , F .

,
a n d M a t t i o l i

,
R . Se r u m C o n c e n t r a t i o n s o f Z i n c a n d S e l e n i u m i n

2 3
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E l d e r l y P e o p l e : R e s u l t s i n H e a l t h y N o n a g e n a r i a n s / C e n t e n a r i a n s . E x p e ri m e n t a l

G e r o n t o l o g y 2 0 0 1 F e b ; 3 6 (2 ): 3 2 7 - 3 3 9 .
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