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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CAT katalaz (Catalase)

Ccl Chemokine (C-C motif) ligand

Ccer Chemokine (C-C motif) receptor

CRP C-reaktiv fehérje (C Reactive Protein)

Ct ciklus kiiszob (Cycle threshold)

Cxcl Chemokine (C-X-C motif) ligand

Cxcr Chemokine (C-X-C motif) receptor

Csf3 kolonia stimulalé faktor (Colony stimulating factor 3)

Fasl Fas-ligand

GSH glutation

GSSH oxidalt glutation

IFNy interferon-gamma

IgE immunglobulin E

IL interleukin

LETH lizoszéma-erdsitett trojai falo (Lysosome Enhanced Trojan Horse)
Lta Lymphotoxin A

MAPK mitogén-aktivalt proteinkinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)
MDA malondialdehid (Malondialdehyde)

MMP matrix metalloproteinaz (Matrix Metalloproteinase)

MT metallothionein

MPO mieloperoxidaz (Myeloperoxidase)

NF-kB nuklearis-faktor kappa-B (Nuclear Factor kB)

NOEL elvaltozast nem okozdé szint (No Observed Effect Level)

Osm onkosztatin M (Oncostatin M)

PCR polimeraz lancreakci6 (Polymerase Chain Reaction)

ROS reaktiv oxigén gyokok (Reactive Oxygen Species)

RT-PCR  kvantitativ polimeraz lancreakcid (Real Time Polymerase Chain Reaction)
SAA szérum amiloid A (Serum Amyloid A)

SOD szuperoxid-dizmutaz (Superoxid Dismutase)

TIG Tungsten Inert Gas

Tnfsf tumor nekrozis faktor csalad (Tumor necrosis factor superfamily member)
TNFa tumor nekrozis faktor-alfa

ZnO-NP cink-oxid nanorészecske



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
1.1 Jelentoség és elofordulas

Az ont6laz, hétfo reggeli 1az vagy angol nevén Metal Fume Fever (fém-fiist laz) egy
olyan hirtelen fellépd, akut betegség, amely kiilonboz6é fémek, olvadaspontjuknal magasabb
héfokra valdo hevitésekor keletkez6 fém/fém-oxid részecskéket tartalmazo flist
belélegzésekor alakul ki. Els6 leirasa az 1800-as években tortént, azonban ez a korkép mar
a fémmegmunkalas kezdete ota jelen lehet [1]. A fémek és kiilonbozé fémotvozetek
olvasztasaval és hevitésével jar6 megmunkaldsa sordan kisméretii fém-oxid részecskék
keletkeznek, melyek a levegébe jutva konnyen belélegezhetdek. Sokféle fém (példaul krom,
vas, 6lom, kadmium, szilicium, mangan), 6tvozet, illetve galvanizalt fém megmunkalasa
soran kialakulhat ez a tiinetegyiittes, de jellemzdéen cink- és réztartalma fémekkel vald
munka utan fordul eld. Cinket hasznalnak kiilonb6z6 6sszetételi 6tvozetek, példaul bronz
eldallitasara, illetve haszndljdk tobbek kozt acél bevondsdra, ezzel a korr6ziotol,
meggyengiilést6l vald védelem kialakitasara [1-7].

Tobb kutatas is foglalkozott azzal, hogy megéllapitsdk ez elvaltozast nem okozd
fiistkoncentracio szintet ennél a korképnél (NOEL — No Observed Effect Level). A kapott
eredmény azt mutatta, hogy bizonyos szintig tlineti valtozas nem volt tapasztalhatd (0,5
mg/m?3 fiistkoncentracio), viszont 1-1,5 mg/m® koncentracional mar egyes dnkéntesekben
lazas 4llapot is kialakult, 2,5 mg/m® és ennél magasabb fiistkoncentracional pedig a
kisérletben résztvevok kozel 40 %-aban jelentkeztek az 6ntdlaz tiinetei [8—10]. Azonban a
munkaegészségiigyi biztonsagi eldirasok tobb orszdgban is 5 mg/m® maximalis

fiistkoncentraciot hataroznak meg biztonsagosnak [5, 6, 11].

Az ontdlaz kialakulasdban fontos szerepet jatszik a keletkezd cink-oxid részecskék
mérete is. A hegesztési modszerek soran a frissen keletkezett cink-oxid részecskék mérete
altalaban 200 nm alatti, hegesztési modszertdl fliggden. Azonban van olyan modszer (TIG
— Tungsten Inert Gas), mely soran a keletkezd részecskék meérete nem haladja meg az 50
nm-t [8]. A 1-100 nm méretii részecskékek nanorészecskéknek nevezziik. A nanorészecskék
magasabb feliilet-tomeg arannyal rendelkeznek, mint a nagyobb részecskék, emiatt a
reaktivitasuk és a sejtekre gyakorolt toxikus hatasuk is nagyobb [12, 13]. Azok a részecskék,

melyek mérete nem éri el az 1000 nm-t, konnyebben maradnak a levegében, illetve a



légutakba jutva elérnek a egészen az alveolusokig, ahonnan kénnyebben ki tudjak fejteni

hatasukat [14].
1.2 Korfejlodés

Az ontdlaz korkép pontos korfejlddése a mai napig nem tisztazott teljes mértékben. A
betegség kialakulasanak hatterében 1év6 folyamatokat elsdként 1910-ben Lehnmann irta le.
Azt a hipotézist fogalmazta meg, miszerint a cink a Iégutak szoveteibe jutva sejtkarosodast
és pusztulast eredményez, valamint a sejtekb6l kiszabadulo egyes fehérjék a szervezetbe
jutott cinkkel komplexeket képeznek, melyeknek pirogén hatast feltételezett. A tiinetek
mindsége Szerint egy bakterialis fertézéshez hasonlitotta a folyamatot, azonban pontosan
nem tudta megmagyarazni a korfejlédést. [15] Az els6 esetleirasok az 1950-es évekbdl
szarmaznak, melyekben leirtak, hogy a betegség egy személyben tobb alkalommal is

visszatérhet. [16].

A tiinetek ¢és emelkedett markerek alapjan a betegség kialakuldsa egyértelmiien
gyulladésos folyamat alapjan zajlik. Tobb kutatds is beszamolt gyulladdsos mediatorok
mennyiségének a novekedésérdl a cink-oxid fiistnek kitett allatokban, illetve emberekben.
A kezelt egyedekben az IL-1, IL-5, IL-6, IL8, IL-13-nak, a TNFa-nak, IFNy-nak, és akut
fazis fehérjéknek, mint a C-reaktiv protein (CRP) és szérum amiloid A (SAA) mennyisége
novekedett. Ezen kiviil emelkedést mértek a matrix metalloproteinaz (MMP),
mieloperoxidaz (MPQO), katalaz (CAT), szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek, a
malondialdehid (MDA), valamint a neutrofil és eosinophil granulocitak mennyiségében, az
IgE ellenanyag szintje mellett [13, 17-23]. A TNFa, IL-1 és IL-6, mint endogén pirogének
egyértelmiien a 14z hatterében allhatnak, valamint egymas termelddésére is jelentds pozitiv

hatassal vannak [24].

A koérfolyamat tovabbi vizsgalata és a folyamatosan gylijtott adatok elemzésével
kialakult néhany elmélet a korfejlodés magyarazatara. Az alabbiakban a szakirodalom altal

leginkabb elfogadott hipotéziseket ismertetjiik:
o Allergias hattér

A feltevés szerint az Ont6laz tiinetegylittese egy hiperimmun reakcio tiineteit jelenti,
melynek kialakitasaért a belélegzett fémrészecskék gyulladaskeltd hatasa felelds. A betegség
Klinikai lefolyasa soran két szakaszt kiilonitenek el altalaban, a korai és a késoi fazist. A

korai fazist hirtelen kialakuld, a betegségre jellemz6 tiinetek kisérik. A kés6i fazisban pedig



jellemzden allergiahoz hasonlito tiinetek alakulnak ki, melyek stulyosabbak is lehetnek [17].
A jelenleg 1étez6 hipotézis szerint a a cink-oxid hapténként viselkedik a szervezetbe jutva
[25], mely a szervezet sajat fehérjéivel kapcsolodva képes antigénként, és igy allergénként
funkcionalni. Ez a képz6dott cink-fehérje pedig antigénként képes immunvalaszt indukalni,
elinditva a ra specifikus ellenanyag termelését. Az ellenanyag, kapcsolddva a cink-fehérje
antigénnel immunkomplexet képez, ez pedig alanya lehet a kés6i fazis reakcionak [5]. A
képz6dé immunkomplex és keletkezésének folyamata pedig megfelel a IV. tipusu
tulérzékenységi reakcionak [17]. Az allergias eredetetii patogenezist az is valoszinisiti, hogy
a cink-oxid részecskék inhalalasa utan megemelkedik a vérben az IgE tipusua ellenanyagok

mennyisége, mely az 1. tipust tulérzékenységi reakciora utalhat [17].

Az egyik legkorabbi leirast az 6nt6laz korkép immunallergologiai eredetérdl 1960-ban
publikaltak, melyben a korai szakasza a tiinetegyiittesnek, mint ,hisztamin sokk™ keriilt
megnevezésre. A feltevés szerint a szervezetbe keriilt cink-oxid, hisztamin és hisztamin-
szerll anyagok felszabadulasat eredményezi, ezzel valtja Ki a korai fazis tiineteit. A 1égutak
nyalkahartyajanak gyulladasa soran a cink-oxid kiilonb6z6 fehérjékkel kapcsolodik, emiatt
antigénként fog viselkedni, mely immunvalaszt indukal. Tovabbi cink-oxid fiistnek vald
kitettség esetén az ellenanyagok mennyisége né ¢s immunkomplexek alakulnak ki, azonban
ez az antigén-ellenanyag komplex szintén rendelkezik antigenitassal. Az elsddleges
immunkomplexre specifikus masodlagos ellenanyagot, tgynevezett anti-ellenanyagot
termel a szervezet, ami egy masodlagos immunkomplexet képez az elsddleges

immunkomplexhez kapcsolodva [7].

A betegség korlefolydsa sordn meghatarozo tényezd az elsddleges és méasodlagos
ellenanyagok mennyisége a szervezetben. Folyamatos cink-oxid fiist inhalacido soran a
szervezetben a masodlagos ellenanyagok dominalnak, tehat az elsédleges immunkomplexek
nem tudjak kifejteni karos hatasaikat, ezaltal egy tolerancia alakul ki, nem alakulnak ki
tulérzékenységi reakciok. Azonban alkalmi kitettség, vagy a folyamatos expozicid
megszakadasa utani, 0jboli kitettség esetén az elsédleges immunkomplex van nagyobb
mennyiségben a szervezetben, ki tud alakulni az allergiés reakcié. Ugyanez a jelenség fordul
el6 akkor is, ha a folyamatos, azonos dozisu Kkitettség mellett hirtelen egy nagyobb
mennyiségii cink-oxid részecske keriil a szervezetbe. Mivel a védekezé mechanizmus
tulterhelt, ezért ebben az esetben is jelentkezhetnek a tiinetek. [7, 26] Ezt a jelenséget mar
1927-ben felfedezték, mikor az elsé Ont6lazzal kapcsolatos Onkéntes kisérletek folytak.

Eszrevették, hogy a cink-oxid fiisttel kezelt emberek a kezelés napjan tiineteket mutattak,



azonban ha masnap jrakezelték Oket, a 1az hirtelen alabbhagyott, egyfajta tolerancia alakul
ki [27].

e Reaktiv oxigén gyokok altal okozott oxidativ stressz hattér

El6szor ezt a folyamatot az 1990-es években kezdték el részletesebben kutatni, mikor a
ROS mennyiségének emelkedését cink-oxid inhalaciot kovetden eldszor alveoldris
makrofagokbol, majd neutrofil granulocitakbol mutattak ki [28-30]. A cink mellett szamos
mas fémnél is kimutattak hasonlo elvaltozast, az inhalaciojuk utan, tobbek kozt vas, réz,
szilicium vagy acél esetében [31, 32]. Azonban a fémek mellett a hevités, égetés soran
keletkez6 korom, szulfatok, szén-hidrogének és akar azbeszt részecskék inhalalasa esetén is
kialakulhat ROS a szervezetben. A frissen keletkezett részecskék mérete 100 nm alatti, tehat

nanorészecskék alakitjak ki a folyamatot [33].

Egy masik hipotézis az ont6laz korfejlodésének magyarazatara a cink-oxid indukalta
reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzodésének hatasaként irja le a folyamatot [34]. A feltevés
azon alapul, hogy a cink-oxid nanorészecskék (ZnO-NP) toxikusabb hatassal rendelkeznek,
mint a nagyobb részecskék, amelyek keletkezhetnek pl. a hegesztési folyamat soran [8]. Az
inhalalt cink-oxid nanorészecske endocitozissal jut be az intracellularis térbe, ott pedig a
savas kémhatésu lizoszomakban nagymértékben képes bejutni, és a savas kémhatas miatt
feloldodni. Az oldédas miatt szabad Zn?* ionok keletkeznek és akkumulalodnak a
lizoszomakban, karositva annak membranintegritasat. A  karosodott lizoszomak
dezintegracioja sejtkarosodashoz, illetve sejthalalhoz vezet reaktiv oxigén gyokok
keletkezése mellett, ezaltal oxidativ stressz alakul ki [20, 35]. Ezt ,,lizoszéma-erdsitett trojai
falo” (LETH — Lysosome Enhanced Trojan Horse) folyamatnak nevezik, mivel a védekez6
funkcioval rendelkezé savas kémhatasu lizoszomak feladatuknak ellentmondéan nem

csokkentik, hanem novelik a cink-oxid nanorészecskék karosito hatasait [35].

A cink-oxid nanorészecskék, mint redukald hatasti molekuldk a Fenton reakcio révén

katalizaljak a folyamatot, mely soran oxigénbdl redukcio hatasara ROS keletkezik [36, 37].
Fe’* + H,O, — Fe¥* + HO- + OH"

Fe¥* + H,0, — Fe?* + HOO- + H*



Az igy képzdédott ROS felgyiilemlik a sejtekben, oxidativ stresszt okozva, ami a mitogén-
aktivalt protein kindz (MAPK) jelatvivé utakat aktivalja, ezzel elinditva egy kaszkad
folyamatot, aktivalva a nuklearis-faktor-k-B-t (NF-xB), ami a gyulladasos citokineket
segiti el6 a szervezetben [38]. Ezen kiviil a ROS mennyiségének emelkedése noveli az
antioxidans enzimek szintjét. Tobbek kozott a CAT, metallothionein (MT) és SOD mellett,
a glutation (GSH) mennyisége ndvekszik cink-oxid hatasara akut esetben, azonban kronikus,
illetve nagy dozisban torténd cink-oxid inhaldciojanal csokken a szintje, mivel az
antioxidacios folyamatok soran atalakul oxidalt glutationna (GSSH) [18, 39-41]. Valamint
a MMP-k szintje is emelkedik a betegség soran, ezt a p53 jelatviteli ut aktivaciojanak
eredményének gondoljak, mely soran ROS hatasara novekszik a MMP szint és Kialakul

apoptozis [9, 12].
1.3 Tiinetek

A betegség megjelenésekor nem specifikus, influenzaszeri tiinetek alakulnak ki. A
tiinetek a fém-fiist expozicid utan 3-10 oréval jelentkeznek, tobbnyire szdjszdrazsaggal,
fémes szajizzel ¢és szdraz kohogéssel, erds szomjusagérzéssel kezdddik, ezutan
étvagytalansag, émelygés, akar hanyas, fejfajas, izom- és iziileti fajdalom, hidegrazas és laz
jelentkezik. Erdekes, hogy a folyamatos kitettség soran, enyhe tolerancia alakul ki a
szervezetben, ami miatt nem jelentkeznek tiinetek, egészen addig, amig par nap nem telik el
munkavégzés / expozicid nélkiil. Emiatt leggyakrabban a hétvégét kovetden, hétfon szoktak
jelentkezni a tiinetek, innen is ered a betegség egyik neve, hétfé reggeli laz. A kialakult
tiinetek altaldban 24-48 ora elteltével spontan enyhiilnek vagy meg is szlinnek, de gyakran

4 nap is kell a felépiiléshez [5, 6].

A betegség diagnosztikaja nehézségekbe litkozik, mert nem specifikus tiineteket 1déz eld.
Emiatt sokszor olyan hamis diagnézisok keletkezhetnek, mint az influenza, virusos felso
1éguti megbetegedés vagy a tiidogyulladas. Elsdsorban a kérelézmény, ami alapjan meg
lehet hatarozni a betegséget valodi okat, mivel a foglalkozas, illetve munkahely feltarasa sok
hasznos informacioval szolgal az ontélaz diagnosztikajaban. Ezen kiviil, mivel legtobbszor
nem sulyosak a tiinetek és spontan enyhiilnek par nap alatt, igy nem minden érintett keres
orvosi segitséget, ezért a valds incidencia, tehat az érintettek szama sokkal nagyobb lehet,
mint a hivatalos adatok [3]. Eddigi adatok szerint a korkép el6fordulasa a kockazatnak kitett

populacioban hozzavetdleg 30 %, mivel a cink-oxid belélegzése nem okoz minden esetben



megbetegedést [5, 6, 42]. A betegségre valo érzékenységnek az oka az eddigi vizsgalatok

ellenére ismeretlen.

1.4 Terapias lehetéségek

Az ont6laz pontos korfejlodése még nem ismert, ezért célzott kezelési mod nem all
rendelkezésiinkre. Tiineti kezelésként els6sorban lazcsillapitot, illetve nem-szteroid
gyulladascsokkentoket lehet alkalmazni, illetve nyugodt koriilményeket, pihendt javasolni
az ¢rintettnek. Sulyosabb esetben horgdtagitok, illetve oxigén adagoldsa javasolt 1€gzési
nehézség esetén. Ezen kiviil hanyéscsillapitok segithetnek émelygés, hanyas esetén,
valamint intravénds folyadékterapia, a folyadékveszteség ¢és a szomjusagérzet

csOkkentésére.

Mindenekeldtt azonban fontos hangsulyt fektetni a megeldzésre, mivel célzott kezelés
egyelére nem elérhetd. A fémekkel foglalkoz6 munkasok oktatadsa a munkakorrel jard
vesz€lyekrol, a betegség tiineteirdl, egyéb jeleirdl elengedhetetlen. Ezen kiviil a biztonsagos
munkateriilet megteremtése fontos, megfeleld szelldzéssel, a keletkezd fém-fiistok mieldbbi
eltavolitasaval, illetve a munkéasok szamara biztonsagos 01t6zEk biztositasaval. Emellett a
biztonsdgi munkavédelmi eldirasok betartdsa, miszerint a keletkez6 fém-flistok

koncentracioja a levegdben a meghatarozott hatarérték alatt maradjon [4, 6].



2. CELKITUZES

A diplomamunkam soran célunk volt az 6nt6laz betegséget okozd cink-oxid (ZnO)
részecskék belélegeztetésével, a tiinetegyiittes kivaltasa egér allatmodellen, valamint a
hattérben all6 immunologiai események feltarasa, a folyamatban feltehetdleg részt vevo,
immunologiailag relevans gének expresszidjanak monitorozasa a Zn-tartalmu flisttel tobb
alkalommal kezelt allatok tiidejébdl és melliiregi nyirokcsomoibdl vett mintdkban. Célunk
volt tovabba, hogy a vizsgalt gének expresszids valtozdsai alapjan kovetkeztessiink a

korfolyamatot kialalkito immunolédgiai kaszkad egyes 1épéseire.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1  Allatmodell

A kisérlet modelljeiként BALB/C torzsbe tartozé egereket (Mus musculus)
alkalmaztunk, az allatkisérleti engedélyszam: PE/EA/1335-8/2019. Az allatok a kezeléseken
kiviil sztenderd korilmények kozott voltak elhelyezve. Szabvany méretli és anyagl
dobozokban, forgacs aljzattal, egységes ragcsalotap €s ivoviz mindségli viz ad libitum
elérhetd volt szdmukra. A helyiség hémérséklete 20-24 °C, 12 6ra kdzponti vezérlésii
megvilagitas és 12 ora sotét ciklus mellett. Az allatok vizualis megfigyelését naponta

legalabb egyszer végeztiik.

3.2  ZnO fiist elgallitasa és kezelés

A kezelésekhez felhasznalt cink-oxidot analitikai mindségii cink fémforgacsbol
allitottuk elé (Merck Group, Darmstadt, Németorszag) a fémforgacs magas homérsékleten
torténd elégetésével. A sziikséges hémérséklet eldallitasahoz TIG (Tungsten Inert Gas)
hegesztési technologiat, egy (volfram elektrodos semleges védégazas ivhegesztés)
alkalmaztunk. Védogazként a technologia szabalyainak megfeleléen 99,99 % tisztasagh
argon gazt hasznaltunk fel (Linde Magyarorszag Kft., Répcalak, Magyarorszag). A
miivelethez egy Rehm TIGER 180 AC/DC High (Rehm Gmbh., Uhingen, Németorszag)
hegesztdgépet hasznaltunk, valamint a keletkezett fiist elszivasdhoz ¢és annak az allatokat is
tartalmazé kamran vald keresztiilaramoltatasahoz egy Kemper Smart Master (Kemper

Gmbh., Vreden, Németorszag) elszivo berendezést vettiink igénybe.

Fustmennyiség

Elszivd
%)
ZnO flst ] i A
elballitas Allatkezelb kamra Megsz”urt
levegd

1. dbra: Az allatkezeld rendszer vazlatos felépitése. A vords nyilak a ZnO-val szennyezett levegd
aramlasat mutatjak, a kék nyilak pedig a megtisztitott és a helyiségbe visszataplalt leveg6 aramlasat



3.3 Fiistkoncentriciéo meghatirozasa

A Kkisérlethez alkalmazott cink-oxid részecskék pontos mennyiségét Aeroqual Model
500 (Aeroqual, Auckland, Uj-Zéland) levegdmindség ellenérzé miiszer segitségével
hataroztuk meg, melyet hozza tartoz6 PMio €s PMys optikai szenzorokkal szereltlink fel.
Ezen kivil a fiistkoncentracidé meghatarozadsahoz sziikségiink volt a keletkezett
nanorészecskeszam ismeretére adott térfogatban, melyet a Testo DISCmini (Testo SE,
Titisee-Neustadt, Németorszag) nanorészecske-szam mérd kézimiiszer alkalmazéasaval
hataroztunk meg. A harom mért adat koziil a rendszert a PMys értékre allitottuk be,
mégpedig ugy, hogy ez az érték hosszabb idétavon atlagosan 1,2 ppm legyen az allatok
kozelében. Ennek az értéknek a meghatarozasa a jelenleg hazankban is hatalyos
jogszabalyban el6irt, a munkahelyek levegéjének maximalis Zn szennyezettségi
hatarértékének alkalmazasaval tortént, ami 2 mg/m3. Ezt a koncentracioértéket a ZnO
molekularis tomegének segitségével atszdmolva ppm koncentraciora 1,2 ppm adodik. A fiist
kémiai Osszetételének ellendrzése érdekében a kisérletek eldtt a bedllitott koriilmények
kozott termelt ZnO fiistot ultratiszta vizben nyelettiik el, és az igy kapott szuszpenzi6 kémiai
Osszetételét induktivan csatolt plazma optikai emisszios spektroszkopiai (ICP-OES)
eljarassal hatdroztuk meg az Egyetem Allathigiéniai, Alloméany-egészségtani Tanszékén Dr.

Bartha Andrés segitségével.

3.4 Lazas allapot detektalasa h6kameras mozgasaktivitas méréssel

A kezeléseket kdvetden egy nem-invaziv megfigyelési rendszert alkalmaztunk, melynek
az alapja az allatok vizsgalata a mozgasukban bekovetkezett valtozasok alapjan. A
megfigyel6 rendszerben egy Teledyne FLIR Duo R (Teledyne-FLIR, Wilsonville, Oregon,
USA) hokamerat hasznaltunk, amellyel meghatarozott iddpillanatokban (6 percenként)
rogziteni tudtuk az allatok hdképét. A megszerzett képanyagot ezutdn R Studio statisztikai
szoftver segitségével elemeztiik, meghatdrozva a vizsgélt egérdobozokban az 4allatok
aktualis tartozkodasi helyét a legmelegebb hépontok megtalalasaval (R Core Team (2013).
R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. http://www.R-project.org/). Az allatok pozicidadatait 6 oras

id6intervallumokban Osszesitettiik.


http://www.r-project.org/

2. abra: A h6kameras mozgasmegfigyelési berendezésének elrendezése

3.5 Validalo kisérlet

A haszndlni kivant termdl kameras megfigyelési rendszer ellenérzéséhez egy
elokisérletet terveztiink meg, mely soran 4 egeret vizsgaltunk (2 him, 2 ndstény, 1-1 kezelt,
1-1 negativ kontroll). Az allatokbol lazat és gyulladasos tiineteket valtottunk ki
intraperitonealisan befecskendezett Escherichia coli (0127:B9) eredetti lipopoliszacharid
(LPS) tartalmt injekcidval. Az injekcid eldallitasahoz 1 mg/ml LPS koncentratumot (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) hasznaltunk, melybdl 50 ug mennyiséget elegyitettiink
500 pl steril foszfat-puffer oldattal (PBS), majd egyszeri alkalommal alkalmaztuk az
allatokon. Ezt kovetden az egereket 36 oran keresztiil folyamatosan megfigyeltiink és

adatokat gytijtottiink, amit elemeztiink.

3.6 Kezelés

Az éllatok kezelése soran a termikusan eléallitott cink-oxid fiist inhalacidja tortént meg.
Ehhez egy EMKA teljes test pletizmografot (EMKA Technologies, Parizs, Franciaorszag)
alkalmaztunk (3. abra), valamint a gyart6 altal a rendszerhez ajanlott IOX2 adatgyiijté- és

elemzd szoftvert.



3. abra: A cink-oxid inhalaltatasahoz hasznalt teljes test pletizmograf berendezés altalanos
Osszeallitasa.

A kezelések 4 db him egér felhasznalasaval torténtek, harom egymast kovetd napon,
naponta 4 Ora idOtartamban. Az 4llatok a kezelés alatt a teljes test pletizmograf
kezel6kamraiban foglaltak helyet, takarmanyhoz és ivovizhez szabadon hozzéafértek. A
kezelorendszer vazlatos elrendezését az 1. abra mutatja. Az allatokat ezutan a hokameras
rendszer segitségével megfigyeltiik, majd kivalogattuk azon egyedeket, melyeknek
lokomotors aktivitasa csokkenést mutatott a megfigyelési iddszakban, tehat egyedi
érzékenységet mutatott a ZnO kezelésre. Ezeket az eldkisérleteket addig folytattuk, amig a
fokisérlethez Gsszegylijtottiik az betegségre hajlamos allatokat. Ezeket az allatokat 3 hetes
kezelés nélkiili periddus utan bevontuk a fokisérletbe, mely soran az el6z6ekben ismertetett
paraméterekkel kezeltiik és 2 allatot a kezelés utani 3. 6rdban, 2 allatbdl pedig a kezelés utani

12. 6raban mintakat vettiink.
3.7 Biologiai mintak gytijtése
A kezelésen atesett és tiineteket mutato allatokon post mortem mintavételt hajtottunk

végre. A tovabbi vizsgdlatokhoz sziikséges szervmintdkat (mdj, 1ép, tiid6, melliiregi

nyirokcsomo, vér) a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.
3.8 Szérum Amiloid As (SAA) PCR

A gyulladdsos citokinek megjelenését elsd 1épésben a SAA mennyiségének
novekedésével kivantuk igazolni igy a lazkeltéses elokisérletben részt vett allatokbol mintat

vettiink és ezekbdl a mintakbol a SAA mRNS jelenlétét vizsgaltuk egy endpoint PCR



rendszerben. A allatokbol tiidd, 1ép, maj, és vér mintakat vettiink, ezeket hasznalatig -20 °C-
on taroltuk. A szervmintdkat homogenizaltuk, majd Qiagen RNAEasy Kit segitségével
RNS-t vontunk ki beldliik, ami a PCR templatjaként szolgalt. A PCR eljarast a Qiagen
OneStep RT-PCR Kit alapjan végeztiik el, melyben a reakcioelegy a kovetkezék szerint
alakult: 2,5 ul ribonukleaz-mentes viz, 10 ul Qiagen OneStep puffer, 2 ul dNTP mix, 0,5-
0,5 pl primer, 2 pl Qiagen enzim keverék, és 2,5 pl templat RNS, melynek a végtérfogata
20 ul (Qiagen, Hilden, Németorszag).

Az atirashoz sziikséges, reverz-transzkriptaz szakasz 50 °C, 30 perc, majd ezt kovetden
95 °C, 5 perc, mely soran a reverz-transzkriptdz enzim inaktivalodik és a DNS-polimeraz
enzim aktivalddik. A lancreakcié soran az egyes ciklusok hdprofiljai a kdovetkezdk szerint
alakultak, 25-40 cikluson keresztiil ismétlédve: denaturacidé 94 °C, 30-60 masodperc,
annelaci6 50-68 °C, 30-60 masodperc, elongacié 72 °C, 60 masodperc. A végsé elongacio
pedig 72 °C, 10 perc.

3.9 Inflammatorikus gének expresszioja
e RNS kivonas

A kezelt egerekbdl tiid6 és mellkasi nyirokcsomoé mintékat vettiink, melyeket RNAlater
stabilizal6 oldatban taroltuk felhasznalasig, -20 °C-on (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massechusetts, USA). Ezutan kovetkezett a ribonukleinsav kivonasa a mintakbol, melyhez
a Qiagen RNEasy Mini Kit-et hasznaltuk fel és a gyarto utasitasai szerint jartunk el (Qiagen,
Hilden, Németorszag). Hasznalatig a kivont RNS-t -80 °C-on taroltuk.

e Komplementer DNS atiras

A kivont RNS-t a kdvetkezé 1épésben DNS-sé irtuk at, amihez a Qiagen RT? First Strand
Kit segitségét vettiik igénybe. A gyarto elbirasainak megfelelden elvégeztiik a protokollt és
inkubaltuk a reakcioelegyet 42 °C-on 15 percig, majd 95 °C-on 5 percig, a reakcio leallitasa

érdekében.
e Kvantitativ polimeraz lancreakcio

A kezelt egerekbdl szarmazé szervmintakbol real-time PCR modszer segitségével, az
egerekre jellemz6 gyulladasos mediatorokat kodolo gének expressziojat mértiik. Ehhez egy
Qiagen RT? Profiler PCR Array: Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors (PAMM-
011ZA) nevii 96-lyuku lemezt alkalmaztunk, melyen 84 gyulladasos citokin, illetve receptor



gén expresszioja mérhetd, a lemezen gyarilag talalhato primerek segitségével, melyekrdl a
gyartd nem adott Szekvencia-adatot. A RT-PCR reakcidelegy Osszeallitasahoz felhasznaltuk
a Qiagen RT2SYBR® Green ROX FAST Mastermix-et, a gyarto utasitdsa alapjan.

A hasznalt modszeriink héprofilja a kovetkezoképpen alakult: 10 perc 95 °C kezdeti
denaturécio, ezutan 40 cikluson keresztiil, el6szér 10 masodperc 95 °C annelacio, és 60

masodperc 60 °C elongécio.

A RT-PCR reakciokat Bio-Rad CFX96 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, California, USA) késziilék segitségével hajtottuk végre, valamint a kapott Ct

(cycle threshold) értékeket a Bio-Rad CFX Maestro szoftverrel jelenitettiik meg.

A RT-PCR modszert elvégeztiik kezeletlen kontroll allatokon, valamint kezelt allatokon.
A kezelt allatokbol a mintavétel a kezelés utani 3., illetve 12. déraban tortént, hogy
figyelemmel tudjuk kisérni a génexpresszids valtozasokat cink-oxid hatasara, a kontroll

eredményekkel 6sszehasonlitva. Minden csoportban 2-2 egérbdl tértént a mintavétel.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Aimpl Bmp2 Cell Celll Cell2 Cell7 Ccllo Cel2 Cel20 Cel22 Cel24 Cel3
B Ccl4 Ccels Cclé Ccel7 Cclg Ccelo Cerl Cerl0 Cer2 Cer3 Cerd Cers
C Ceré Cer8 Cdd0lg Csfl Csf2 Csf3 Cx3ell Cxell Cxell0 Cxelll Cxcll2 Cxcll3
D Cxclls Cxcls Cxcl9 Cxcr2 Cxerd Cxer Fasl Ifng I110ra M0k I 1113
E s 1116 117a 7o 7 I1a b Iir1 Iiirn 121 127 I12rb
F I2rg 13 1133 4 Iz I15ra l16ra I16st 7 Lta Ltb Mif
G Nampt Osm Pt Sppl Tnf Tnfrsflib | Tnfsf10 Tnfsf11 Tnfsf13 Tnfsfl3b Tafsf4 Vegfa
H Actb Blm Gapdh Gusb Hsp@Qabl | MGDC RTC RTC RTC PPC PEC PPC

4. dbra: A Qiagen RT? Profuler PCR Array: Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors
(PAMM-011ZA) lemez segitségével kimutathatd gének hivatalos roviditései, a lemezen
elhelyezkedve. Kékkel a haztartasi géneket, zolddel az egér genomikus DNS kontrollt, sargaval a
rever-transzkriptaz kontrollokat és rézsaszinnel a pozitiv PCR kontrollokat lathatjuk.

1.1.1. Adatelemzés

A RT-PCR soran kapott Ct értékeket AACt analizis [43] alapjan értékeltiik, mely soran
egy haztartasi gént a hasznalt Qiagen RT? Profiler PCR Array lemezen fixalt gének koziil

kivalasztottunk referenciaként RefFinder online keres6 segitségével (RefFinder



http://blooge.cn/RefFinder/). Az online program az alabbi modszerek segitségével

valészintisiti a vizsgalatokban alkalmazott tobb haztartdsi gént koziil a legstabilabb
génexpresszidval rendelkezot:

1) RefFinder [44]

2) Genorm [45]

3) NormFinder [46]

4) BestKeeper [47]

5) The comparative delta-Ct method [48]

A lehetséges héztartasi gének koziil igy kivalasztottuk a legmegfelelobbet. Ezutan ehhez

hasonlitva szamitottuk ki a valtozas mértékét az minden vizsgalni kivant gén esetén, az

alabbi egyenletet felhasznélva:
ACt = Ct (vizsgalt gén) - Ct (haztartasi gén)

A miiveletet elvégeztiik a kontroll és a kezelt mintak esetén kapott értékekkel, a AACt érték

kiszamitasashoz a kovetkezé egyenletet alkalmaztuk:

AACt = ACt (kezelt minta) — ACt (kontroll minta)
Végiil, hogy megkapjuk a génexpresszid mértékének valtozasat, minden vizsgalt gén
esetében, az alabbi miiveletet kell végrehajtanunk:

Génexpresszi6 véltozas = 2724


http://blooge.cn/RefFinder/

4. EREDMENYEK
4.1 Hegesztés és fiistkoncentracio

Vizsgalataink soran a hegesztésbdl szarmazo egyediilalld cink-oxid nanorészecskék
mérete 10-20 nm-nek adddott, amik idével konglomeratumokat formaltak, melyek mérete
500-3000 nm volt. A keletkezett fiist spektroszkopias vizsgalatakor kideriilt, hogy a legfébb
Osszetevo a cink-oxid €s egyéb szennyezok, mint kadmium, vas, minimalis mennyiségben

voltak jelen a kisérlet szempontjabol.

10 pm EHT=2000kV IProbe= 200pA Mag= 260KX WD= 95mm

5. abra: A cink-oxid nanorészecskék, illetve konglomeratumok elektronmikroszkopos felvétele és
feltiintetett méreteik. (Dr. Kovagd Csaba felvétele)

4.2 Mozgasmegfigyelés

Az LPS adminisztraldsa utan az egereket 36 oran keresztiil megfigyeltiik, mely sordn a
kezelt egerek diszkomfortra jellemzé tlineteket mutattak, gubbasztottak, a kontroll egerek
pedig a cirkadidn ritmusuknak megfeleld aktivitdst mutattak. A kezelt egerekrdl késziilt

hékameras felvételeket 6 orads periddusokban dsszegeztiik.

125

crer

poziciokat pedig 6 6ras idGintervallumokban Osszegeztiik.



Ez alapjan megfigyeltiik az aktivitascsokkenésiiket a 6. 6raban kezelés utan, mikor alig
mozogtak, gubbasztottak. A kezelés utani 12. éraban kezd6dott a felépiilési szakasz, mikor
mar kisebb aktivitdsnovekedést vettiink észre €s a 24. 6raban bekdvetkezett a teljes felépiilés,

a kontroll allatokkal egyiitt mozogtak.
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7. abra: A 36 oras hokameras megfigyelés alatt késziilt felvételekbdl, 6 oras iddintervallumokban
megallapitott pozicioi az allatoknak, gyakorisagi grafikonon abrazolva; HL= him kontroll, HL=
him LPS-el kezelt, NK= néstény kontroll, NL= néstény LPS-el kezelt. Az 6. 6ras
iddintervallumban a mozgasaktivitas csokkenése lathato, a 24. 6ra periddusaban pedig annak
emelkedése figyelhetd meg.

4.3 Kezelés és SAA PCR
Az eldzetes kezelések sordn az egerek 30 %-a mutatott tiineteket a hdkamerés

megfigyelés soran. A tiineteket mutatd egerekbdl ujrakezelés utdn mintat vettiink és PCR

modszerrel végzett SAA kimutatas soran pozitiv eredményeket kaptunk.

8. abra A SAA PCR termékeivel készitett gélelektroforézis gélképe. Rozsaszinnel a marker
vonalai lathatok (1000, 500 és 250 kb méretek megjeldlve). Szamokkal jeloltiik a kontroll (1-4.
oszlop) és a kezelt (5-6. oszlop) mintakat. Pozitiv eredményt az 1-es, 5-6s (tiid6), 2-es, 6-os (1ép),
és 3-as (m4j) szammal jelolt mintak esetében kaptunk. A 4-es és 8-as (vér), illetve a 7-es (maj)
szammal jel6lt mintakbol az SAA jelenlétét nem tudtuk kimutatni.



4.4 Kvantitativ polimeraz lancreakcio és adatelemzése

A modszer soran szerzett nyers adatokbol a AACt analizis alapjan kiszamoltuk a
génexpresszid mértékét minden vizsgalt génhez, a kezelés utani 3 oras és 12 orés

mintavételnél (1. Tablazat).

A génexpresszid mértékének vizsgalata soran jelentés emelkedést mutattak a vizsgalt
kemokinek kozil, a Ccll, Ccl2, Ccl7 (chemokine C-C motif ligand), Cxcl5, Cxcl12,
valamint a Cxcl17 (chemokine C-X-C ligand), és a Fasl (Fas-ligand), mind a korai (kezelés
utani 3. 6ras) és késobbi (12. 6ras) mintavételekszol szarmazo mintakban is ( 1. Tablazatban,
piros szinnel). Ezen kiviil novekedett az expresszidja az ezen kemokinekhez tartozo
receptoroknak is, tobbek kozott a Cer2, Cer4, Cer8, Cerl, Cer3, Cer5, Cerl0 (chemokine C-
C motif receptor) és Cxcr2, Cxcr3 (chemokine C-X-C receptor) receptorok esetében (1.

Tablazatban, zold szinnel).

A vizsgalt gyulladdsos medidtorok kozott kiemelkedéen magas értékeket talaltunk a
citokineknél, mégpedig az IL3, IL4, IL5 és IL17a, IL17b esetében, a legmagasabb mért
értéket pedig az IL17f-nél taldltuk, ahol a génexpresszid csaknem a kilencvenesére
emelkedett (1. Tablazatban, piros szinnel). Erdekes eredményként tapasztaltuk, hogy az
IL21 ¢és IL27 génexpresszidjanak a szintje a kezelés utani 3. 6rds mintavételkor down-
regulalodott, azonban a 12. 6ras mintavétel esetén jelentésem megnétt (1. Tablazatban, kék

szinnel). Ezt egyetlen masik gén esetében sem tapasztaltuk ilyen mértékben.

Novekedést mutatott, azonban mérsékeltebb szinten a kemokinek koziil a Ccl4, Ccl20,
Ccl24, illetve a Cxcll, Cxclll és Cxcl9, foként a 12. oras mintavételkor szarmazd
mintakban. A citokinek kozil szintén mérsékeltebben, de novekedést mutatott az IL11 és
IL13, szintén a 12. 6éraban. Valamint hasonld dinamikat lattunk az IFNy, Lta (Lymphotoxin
A), Osm (oncostatin M), Csf3 (colony stimulating factor 3), illetve a Tnfsf4 és Tnfsfl1

(Tumor necrosis factor superfamily member) esetében (1. Tablazatban, sarga szinnel).



Gén 3.h 12. h Gén 3.h 12.h

Aimpl 1,63 1,98 1110rb 0,14 1,55
111 0,42 24,80
1113 = 26,05
1115 1,81 5,75
1116 1,69 2,04

Ccl20 2,37 18,37 Il1a 2,79 14,22
Ccl22 0,56 9,90 l1b 1,19 2,95
Ccl24 0,17 24,84 lHirl 1,36 3,53
Ccl3 - 13,70 ll1rn 1,17 5,68
Ccl4 6,46 20,32 1121 0,11 30,32
Ccl5 1,33 1,70 1127 0,05 31,33
Ccl6 0,83 0,61 112rb - 2,86
1,37
Ccl8 3,62 9,55
Ccl9 4,93 17,84
Cerl 1,15 4,32
Ccrl0 0,95 18,71
Ccr2 0,40 2,40 115ra 2,82 19,90
Ccr3 0,31 15,23 ll6ra 0,68 2,03
Ccr4 0,12 13,43 116st 0,64 0,83
Ccr5 - 11,79 17 1,08 7,74
Ccr6 3,16 6,89 Lta 0,54 17,57
Ccr8 8,37 29,55 Ltb 0,04 1,42
Cd40lg 4,27 8,04 Mif - 6,64
Csfl 1,39 1,70 Nampt 1,32 1,13
Csf2 4,87 16,77 Osm 6,36 24,96
Csf3 7,73 27,87 Pf4 0,31 0,71
Cx3cll 0,79 3,85 Sppl 3,91 0,79
Cxcll 4,88 33,79 Tnf 3,86 11,71
Cxcl10 0,94 16,96 Tnfrsfllb 3,20 12,63
Tnfsf10 0,60 1,95
Cxcl12 0,06 1,95 Tnfsfll 4,81 32,54
Cxcl13 - 5,43 Tnfsf13 0,38 1,94
Cxcl15 2,89 1,59 Tnfsf13b 0,02 4,96
Tnfsf4 0,04 22,07
Cxcl9 7,55 22,47 Vegfa - 0,73
Cxcr2 1,89 4,67 Actb 1,27 0,72
Cxcr3 1,48 3,58 B2m 1,00 1,00
Cxcr5 2,25 7,21 Gapdh 2,60 8,08
Gusb 1,39 1,78
Ifng 0,87 20,76 Hsp90ab1l 1,40 0,67
1110ra 0,60 3,39

1. Tablazat: A vizsgalt géneket és a Ct értékeikbdl atszamitott génexpressziot lathatjuk a kezelés
utani 3., illetve a 12. 6raban tortént mintavételbdl szarmazé mintakban. Piros szinnel a mintkét
mintavétel soran erételjes génexpressziot mutato ligandok, zold szinnel a hozzajuk tartozo
receptoraik lathatok. Kékkel a 3. draban csokkend és a 12. draban ndvekvd génexpresszidt mutatd
gének lathatok. Sargaval pedig a mérsékelten, de ndvekvd génexpressziot mutatd géneket latjuk.
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5. MEGBESZELES

Munkénk soran igyekeztiink mesterséges koriilmények kozott kivaltani kisérleti
egerekben az 6ntélaz néven ismert human tiinetegytittest toxikus adagnal kisebb ddzisu cink-
oxid tartalmu fiist tobb alkalommal torténd belélegeztetésével. Eldzetes vizsgalatokban
kivalogattuk azokat az egyedeket, amelyek érzékenynek bizonyultak az emlitett betegségre.
Ennek érdekében az allatkezeléses kisérlet utdn megfigyelt allatokban mértik a
mozgasaktivitast, amelynek csokkenése a szakirodalom szerint indikatora lehet a
héemelkedéssel vagy lazzal jard allapotnak [49]. Ezt a mérérendszert el6zetesen teszteltiik
LPS-sel kezelt ¢és kezeletlen kontrol allatok alkalmazaséaval, és ekkor jol elkiilonithetéek
voltak a pirogén kezelés miatt lazas és gubbasztd egyedek a tlinetmentes, igy normal
mozgasaktivitast mutatd tarsaiktol. Igy, az elékisérlet alapjan tgy itéltik meg, hogy a
rendszer alkalmas a ldzas és tlinetmentes 4llatok elkiilonitésére. A modszerrel a
rendelkezésiinkre allo egérpopulacid sziirévizsgalatakor a vizsgalt egyedek ~40%-a
bizonyult mérheten érzékenynek az alkalmazott ZnO fiistkoncentracié hatdséara kialakulo
lazas allapotra. Ez az arany nagyon kozel esik a human populacioban kimutatott 38%-0S
érzékenységre [9]. Igy levonhatjuk azt a kovetkeztetés, hogy az altalunk valasztott biologiai

modell alkalmas relevans adatok gytijtésére.

A termikusan felszabaditott ZnO tartalmu fiist eldzetes elektronmikroszkdpos
vizsgélatakor kideriilt, hogy a részecskék kozott jelentds szamban fordulnak elé 3 pm és
ennél kisebb atmérdjli szemcsék, illetve az emlitett ICP-OES moddszerrel végzett kémiai
analizif kimutatta, hogy a cinken kiviil egyéb kisérd illetve szennyezd fématomok csak
elhanyagolhaté mennyiségben voltak jelen. igy, a tervezett kezelési osszellitasban vald

alkalmazasara az eldallitott ZnO fiist alkalmasnak bizonyult.

Immungenetikai vizsgéalatainkban jelentds szamu, gyulladés kialakitasaban részt vevo
citokin, interleukin és ezek receptorait kddol6 mRNS mennyiségét mértiik az allatok
tiidejében és melliiregi nyirokcsomo6ibol 3- és 12 oraval a legutolsé kezelés utan vett

mintdkban. A génexpresszios értékeket kezeletlen kontrol allatok adataihoz hasonlitottuk.

Eredményeink ismeretében altaldnosan elmondhatd, hogy a belélegeztetett ZnO
részecskék gyulladasos reakciot indukaltak a kisérleti allatokban. Ezt j6l mutatja, hogy a
génexpresszids valtozasok a vizsgalt gének elsdprd tobbségének esetében a 3- és 12 6rés

mintakban monoton up-reguldcié mutattak. Jelen munka kereteit messze meghaladna az



Osszes ilyen gén funkcidjanak elemzése, igy csak a legkiemelkeddbb eltérés mutatd génekre

koncentralunk.

A kontroll adatoktol valé legnagyobb eltérést a kezelt allatokban az IL-17f up-regulacidja a
12-6ras mintaban (tobb, mint 90-szerese a kontrol értéknek) mutatta, de az IL-17 csalad tobbi
vizsgalt tagja is (IL-17a; IL-17b) is jelentds up-regulaciot mutatott ugyanebben az idében.
Ezeknek az interleukin géneknek az aktivacioja a 3-6rads mintakban is megfigyelhetd, de
akkor még csak kisebb (5 és 10-szeres génexpresszid a kontrolhoz képest). Mivel irodalmi
adatokokbol ismert, hogy az IL-17 a gyulladdsos folyamatokban kulcsszerepet tolt be,
extracellularis pathogének megjelenésekor aktivalja a cellularis immunvalaszt, és a Th17-es

crer

megerdsiti azt, hogy a tlidében és a regionalis nyirokcsomdkban akut gyulladésos folyamat

alakult ki [50].

Az IL-3, IL-4 és IL-5 interleukinok mind korai, mind pedig a 12-6ras mintakban
lathatd upreglacioja jelentds. Ezek a citokinek részben a velesziiletett immunrendszer
sejtjeinek (dendritikus sejtek, monocitak, és granulocitak) érését és aktivalasat segitik elo,
masrészt az eozinofil granulocitdk aktivalasa révén hozzajarulnak bizonyos
hiperszenzitivitasi reakciok kialakulasahoz. Az IL-4 tovabbi hatasai, hogy a leukotrién-
szintetaz aktivitdsdnak novelésével emeli a gyulladaskelté anyagok mennyiségét az adott
teriileten, illetve a hizosejtek feliileti IgE receptorainak szambeli novekedését is eredményezi
[51]. Ezekl a valtozasok nagyban hasonlitanak az I-es tipust hiperszenzitivitasi reakcio
érzékenyitési fazisaban lezajlo eseményekhez, igy arra kovetkeztetiink, hogy a ZnO Aaltal
kivaltott bioldgiai hatds az allergias folyamatok mitkdését kovetheti, ez alatdmasztja az
ont6laz pathomechanikajaban sejtett immuno-allergias folyamatot. Ezt tovabb erdsiti az a
tény, hogy a hiperszenzitivitasi reakcioban szerepet jatsz6 IL-13 gén expresszidja a 12-0rara
szintén jelentdésen megemelkedik. Jelen tudasunk szerint, az emlitett interleukinok

génexpresszios valtozasait eddig még nem irtak le az ontélaz kapcsan.

Az alfa-kemokinek, mas néven a C-X-C motivum kemokinek funkcidja elsésorban
az immunvalaszban részt vevo sejtek mozgasanak szabdlyozasa. Ezek koziil méréseink
alapjan a 3-6ras mintakban a legnagyobb up-regulaciot (a kontrolhoz képest 20-szoros) a
CXCLS mutatta, amelyet foként az eozinofil granulocitdk termelik akut gyulladasos
folyamatokban. Ez a kemokin kemotaktikus faktorként miikddik, melyet a neutrofil

granulocitdk a feliiletiikon megtaldlhatd CXCR2 receptoron keresztiil kotnek meg. A



CXCL5 hatasara a neutrofil granulocitdk a helyszinre gyiilekeznek, és aktivalodnak. Ennek
a citokinnek a folyamatban jatszott fontos szerepére utal az, hogy a 12-6rds mintdkban
kiemelkedé (a kontrolt mintegy 60-szor meghaladd) up-regulacioja tapasztalhato, illetve a
CXCR2, azaz a receptor génjének bizonyos foku upregulacioja is megfigyelhetd a 12-6rés
mintakban. Ezek az eredmények ismét aldtdmasztjadk az eozinofil granulocitdk szerepét a
folyamatban, A kemotaxis révén a helyszinre gy(ijtott neutrofil granulocitadknak pedig

valoszintlileg az exogén ZnO részecskek elsddleges eltavolitdsaban lehet szerepe.

Az eddig bemutatott eredményektdl néhany vizsgalt gén eltéré modon viselkedett.
Ezeknél éltaldban az volt tapasztalhatd, hogy a 3-6ras mintakban génexpresszidjuk down-
regulalodott, majd a 12-6ras iddszakra up-regulaciot mutattak. Kiemelkedd ezek koziil a
gének koziil az IL-21 és IL-27 gén viselkedése. Ezek a 3-6ras mintavétel idejében nagyon
jelentés mértéklt downregulaciot szenvedtek (IL-21 0,11-szerese, mig az [L-27 0,05-sz6rose
a kontroll génexpresszio értékéhez képest). A kés6bbi mintakban viszont az up-regulaciojuk
jelent6s, 30-31-szerese a kontrollnak. Az IL-21 részben a Th17 autokrin faktora, azaz a Th17
sejt altal termelt citokin sajat magdra hat vissza. Masrészt a regulator T sejtek
differencialodasat és aktivitasat gatolja, ezaltal az IL-21 hatasa fenntartja a gyulladasos
folyamatot. Ennek a citokinnek az up-regulalodasa a 12-6ras mintakban megerdsiti a Th17-
es sejtek szerepét, illetve a folyamat gyulladasos jellegét is alatamasztja. Ellenben az az
eredmény, mely szerint a 3-6ras mintakban az IL-21 génexpresszidja a kontroll toredékére
esik vissza, a folyamat tiikrében nehezen értelmezhetd. Ez a folyamat gatolna az eddig vazolt
gyulladasos-hiperszenzitivitasi reakciot, de a mért citokin gének nagy tobbségében nem ez
latszik. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritésére, hogy ennek a korai down-
regulacios folyamatnak koze lehet-e ahoz a megfigyeléshez, miszerint az aktiv, tiinetekben
mutatkozd ontélazban szenvedd emberek esetén az Gjabb ZnO expozicio a tlinetek gyors

megsziinését, egyfajta tolerancia kialakulasat idézte el6 [15].

Kutatasunkban a ZnO belélegzést kovetd immunologiailag fontos gének széles
korének vizsgaltuk az expressziojat. Osszefoglalva az eddigi eredményeket azt mondhatjuk,
hogy ezek alapjan az 6nt6laz néven ismert betegség korfejlédésének immunologiai-allergias
utjat latjuk alatdmasztottnak, illetve meg tudjuk erdsiteni azokat az irodalmi adatokat,
melyek bizonyos fémek, mint pl. a cink és réz immunrendszerre valé komolyabb hatdsat
irtdk le. A jelens€ég megértéséhez természetesen még tovabbi, mélyre hatd kutatdsok

sziikségesek.



6. OSSZEFOGLALAS

A cink-oxid tartalmt fiist vagy por hosszabb expozicidja utan emberekben régota ismert
foglalkozasi megbetegedés alakul ki, melyet Ont6laznak is neveznek. A tiinetek a
oxid belélegzése utan is kialakulnak. A korabbi kutatdsok ellenére a pontos
patomechanizmus nem tisztdzott, a hattérben immunrendszerrel 0sszefliggd folyamatokat

feltételeznek.

Vizsgalatunk célja ez volt, hogy felmérjilk, a ZnO inhalacids expozicidja ilyen
génexpresszids valtozasokat indit el a tiidoben és a mediasztinalis nyirokcsomokban,

amelyek kapcsolatban allhatnak immunoldgiai folyamatokkal.

Vizsgalataink soran el0szor meggydzodtiink az altalunk hasznalni tervezett kisérleti
anyag, kisérleti elrendezés, ¢és bioldgiai tesztrendszer alkalmazhatosagarol. Ezutan
kialakitottuk a vizsgalati csoportokat, melyben egy kezelés alkalméaval 4 him BALB-C egér,
atlagosan 1,2 ppm PM2 5 ZnO tartalmu levegével, mely megfelel a hazankban is érvényes 2
mg/m?® Zn levegétisztasagi hatarértéknek. A kezelés utan 3- és 12-6raval 2-2 allatbd] vettiink
szervmintakat, tiidoket és melliiregi nyirokcsomokat, és felhasznaltuk a génexpresszios
vizsgalat elvégzésére. Ennek sordn a mintakbol 84, a gyulladasos folyamatokban szerepet

jatsz6 mediatorok és receptorok génexpressziojat mértiik, kezeletlen kontrollhoz képest.

A kapott eredmények akut gyulladasos folyamat képét mutatjak, mivel a legtobb citokin
gén expresszios rataja mind a 3-, mind pedig a 12-6ras mintakban emelkedett. Kiemelked6
ebben az IL-17f, IL-3, IL-4, és IL-5, valamint a CXCLS5 gének up-regulacidja a 12-6ras
mintakban. Néhany gén esetében ettdl eltérd viselkedést lattunk, a korai mintakban down-
regulaciot mutattak, majd késébb ezek is up-regulalodtak. Ezek koziil a gének koziil

megemlitendd az [L-21és IL-27.

Eredményeink megerdsitik azt a megfigyelést, hogy belégzés utdn a Zn gyulladaskeltd
hatasu. A génexpresszids mintdzat arra is kovetkeztetni enged, hogy a folyamatban jelentds
szerepe lehet az eozinofil granulocitdknak, ebbdl pedig arra kovetkeztethetiink, hogy az
emlitett human betegség korfolyamatardl eddig felallitott hipotézisek koziil adataink az

immunologiai-allergias elgondolést tdimasztjak ala.



7. SUMMARY

After prolonged exposure to smoke or dust containing zinc-oxide, people develop a long-
known occupational disease, which is also called metal fume fever. Symptoms also develop
after inhalation of subtoxic concentrations of zinc-oxide in the range below the permissible
occupational limit. Despite previous research, the exact pathomechanism is not clear, the

underlying processes are assumed to be related to the immune system.

The aim of our study was to assess whether inhalation exposure to ZnO triggers such
gene expression changes in the lungs and mediastinal lymph nodes, which may be related to

immunological processes.

In the course of our investigations, we first inspected the applicability of the experimental
material, experimental arrangement, and biological test system we planned to use. We then
formed the study groups, in which 4 male BALB-C mice were repeatedly exposed to ZnO
smoke for 4 hours, over consecutive 3 days, with air containing an average of 1.2 ppm PM2s
Zn0O, which corresponds to the 2 mg/m3 Zn as air purity limit value in Hungary. Organ
samples, lungs and thoracic lymph nodes were taken from 2 animals, 3 and 12 hours after
the treatment and used for gene expression analysis. During this, we measured the gene
expression of 84 different mediators and receptors involved in inflammatory processes, and

we compared the results to an untreated control.

The results show the process of an acute inflammation, as the expression rate of most
cytokine genes increased in both the 3- and 12-hour samples. the up-regulation of IL-17f,
IL-3, IL-4, and IL-5, as well as CXCL5 genes in the 12-hour samples is prominent. In some
cases genes showed a different behavior, in the early samples they showed down-regulation,
and later they were also up-regulated. Among these genes, IL-21 and IL-27 should be

mentioned.

Our results confirm the observation that Zn has an inflammatory effect after inhalation.
The gene expression pattern also allows us to conclude that eosinophil granulocytes may
play a significant role in the process, and from this we can conclude that our data support
the immunological-allergic theory among the hypotheses set up so far about the pathogenesis

of this disease.
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