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Bevezetés: A magyarorszagi felnGtt lakossag tobb mint fele tdlsalyos vagy elhizott, amelynek hatrinyos kovetkezménye
a zsirmdj kialakuldsa lehet. Az esetek 20-30%-4ban nem alkoholos eredetd, hanem az elhizdssal, cukorbajjal vagy
metabolikus szindrémaval fiigghet 6ssze. Célkitiizés: Jelen dolgozatban az olajipari munkasok korében fellelhetd,
nem alkoholos zsirmdj eseteit hasonlitottiak Ossze a kontrollokkal a gén- és immuntoxikologiai kiarosodésok fliggvé-
nyében. Médszer: 107 olajipari munkds adatait hasonlitottik 6ssze 67 felndtt férfi kontrollal. Eredmények: Az olajipari
dolgozéknal az esetek 36%-aban volt jelen zsirmdj. A kontrollok csoportjiban sem zsirmaj, sem géntoxikologiai elté-
rés nem volt. Az expondltak korében a citogenetikai paraméterek pozitivitdsa a kontrollhoz képest szignifikinsan
emelkedett, amit a zsirm4j jelenléte tovibb fokozott. Az immunoldgiai paraméterek koziil a zsirmdjban szenvedd
exponiltakndl a CD71-pozitiv, vagyis transzferrinreceptort hordozé B-sejtek aranya nétt. Kovetkeztetések: A nem al-
koholos zsirmaj az ipari vegyi expozicioval egyiitt képes a géntoxikus és az immuntoxikus hatisok fokozisara, amit a
munkaalkalmassdg megallapitisiban és a kockdzatbecslésben a jovben figyelembe kell venni. Orv. Hetil., 2016,
157(35), 1394-1402.
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Influence of non-alcoholic fatty liver disease on geno- and immunotoxic
alterations of peripheric blood lymphocytes of oil refinery workers

Introduction: More than half of the Hungarian population is overweight or obese, therefore, non-alcoholic fatty
liver is a common problem. According to clinical experience, 20-30% of fatty liver cases is not related to alcohol, but
can be linked to diabetes, obesity or metabolic syndrome. A#m: The authors studied the correlation between geno-
toxicity, immuntoxicity and non-alcoholic fatty liver among oil refinery workers. Method: During this genotoxico-
logical monitoring study the data of 107 exposed were compared to 67 controls. Results: 36% of oil refinery workers
had non-alcoholic fatty liver, while none of the selected, non-exposed controls had this abnormality. Chromosomal
aberrations were elevated from 1.6% to 3.75% in the exposed group, immunotoxicological parameters were also
changed, and CD71 positive B-cell ratio increased especially among subjects having non-alcoholic fatty liver. Conclu-
sions: Non-alcoholic fatty liver can negatively influence the genotoxic effects of environmental hazards in workplaces.
In the future this condition should be considered during risk assessment.
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Roviditések

APOB = apolipoprotein B; CA = kromoszémaaberraciok;
CHS = kromoszéma tipust torések; CHT = kromatid tipust
torések; DIC = dicentrikus kromoszéma; FFA = szabad zsirsav;
LDL = low density lipoprotein; MTP = mikroszomilis triglice-
rid transzfer fehérje; NAFL = non-alcoholic fatty liver;
NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease; SCE = sister-chro-
matid exchange; SOD = szuperoxid dizmutiz; TG = triglice-
rid; TNF-a = tumornekrozis-faktor-alfa; UDS = UV-indukalt
DNS de novo repair szintézis; VLDL = very low density lipo-
protein

A zsirm3j jol ismert patoldgiai és klinikai fogalom, ami-
nek Iényege, hogy a mijsejtek kiilonboz6 okokbdl trigli-
cerideket (TG) halmoznak fel a citoplazmajukban,
amelynek forrasa lehet a taplilék, a de novo szintézis és a
depozsir. A taplalékbdl szairmazoé zsir a bélnyalkahartyan
keresztiil felszivodik és kilomikronok segitségével a ke-
ringésbe jut, ami a lipdz enzim hatasira szabad zsirsavva
(FFA) alakul [1]. Ezt a formdt mar a periférias zsirszovet
és a m4j is fel tudja dolgozni. Allatkisérletes adatokbol
lehet tudni, hogy ennck a zsirmennyiségnek koriilbeliil
20%-a kozvetleniil a médjba keriil [2]. A TG-dtalakulds
oxidativ médon torténik a mitochondriumokban, és
apolipoprotein B (APOB) vagy very low density lipopro-
tein (VLDL) formdjaban keriil vissza a keringésbe.
Amennyiben az FFA mennyisége tallépi azt a hatart,
amit a m4j fel tud dolgozni, akkor a citoplazmaban fel-
halmozdédik. Ennek kovetkeztében a mijenzimek kapa-
citasa csokken, gyulladds és fibrosis, majd teljes szoveti
atalakulds, majcirrhosis alakulhat ki. Okai kozott leg-
gyakrabban a mértéktelen alkoholfogyasztas, elhizas, cu-
korbetegség, metabolikus X-szindréma, illetve kiilonbo-
zG anyagcserezavarok dllhatnak [3]. A xenobiotikumok
altal kivaltott vagy foglalkozasi eredeti zsirmdj nem
gyakran szerepel az irodalomban mint 6nallé entitds, ha-
nem csak Ggy, mint az akut oldészermérgezések kovet-
kezménye vagy az alkohol okozta, illetve a nem alkoho-
los eredetl zsirmdj kialakulasit fokozé artalom [4].
Ezért igen nehéz megitélni, hogy a zsirmdj kialakulasi-
ban a foglalkozasnak primer vagy csupan szekunder sze-
repe van. A zsirmdj kialakuldsianak a I[ényege a m4j rezisz-
tencidja az inzulinnal szemben, igy szoros Osszefiiggést
mutat a diabetes egyéb kockazati tényezdivel, igy az elhi-
zassal és a metabolikus X-szindromaval is. A teljes népes-
ségben az el6forduldsa igen magas, mintegy 20-30%.
Szamos tanulmdny ismertet olyan eseteket, ahol a zsir-
maj fibrosisban, illetve cirrhosisban és méjrakban végzs-
dott, igy ennek az allapotnak a klinikai jelent&sége egyre
nagyobb [5]. A m4j kdrosoddsa két 1épcs6ben alakulhat
ki. Az els6 1épésben a fenti okok miatt a majsejtek zsir-
cseppeket halmoznak fel, a masodik lépcsében a foko-
zott szabadgyok-képz6dés miatt fokozddik a citokinter-
melés és steril gyulladds jon létre, ami fibrosishoz,
cirrhosishoz, illetve daganatok kialakuldsihoz vezethet.
Mindehhez természetesen sziikséges egy fokozott gene-
tikai érzékenység, ami tobb gén mutacidjit feltételezi.
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A gének koziil elsésorban a lipidanyagcserét leginkabb
befolyasolé mikroszomalis trigliceridtranszfer fehérjének
(MTP) lehet szerepe, mivel inzulinrezisztencidban a
mijelzsirosodds mértékét elsGsorban a VLDL-szintézis
befolyasolja [6]. Ugyancsak fontos szerepe lehet az adi-
ponectin polimorfizmusanak vagy a II. fazis méregteleni-
téséért felel6s enzimeknek, igy a szuperoxid dizmutiz
(SOD) enzim polimorfizmusinak is. Az angol nyelvi
szakirodalom a betegséget nem alkoholos eredeti maj-
elzsirosodasként (non-alcoholic fatty liver disease —
NAFLD) vagy a latin kifejezéssel steatosis hepatis néven
emlegeti [7].

Hogyan kerdil a zsir a mdjba? A tdplalék szolgaltatja a
mennyiség koriilbelil 15%-at, de 60%-a a depdzsirbdl
szarmazik. A de novo liponeogenezisbdl csupin megko-
zelit6leg 5% szarmazik. A zsircseppek jelenléte 6nmaga-
ban is rontja a majsejtek mikodését, és egyben sulyos
oxidativ stresszt okoz a citoplazmdban, ami kivaltja a m4j
kotbszoveti sejtjeinek izgalmat. A fokozott citokinter-
melés gondoskodik arrdl, hogy gyulladdsos sejtelemek
vandoroljanak a mdjba a keringésbdl is, igy alakul ki a
fibrosis és a cirrhosis. A toll-like receptorok révén a tap-
lalék Osszetétele (zsirtartalma) befolyasolja az immunsta-
tuszt, csokkenti az apoptdzist és az inzulin hatékonysi-
git. A zsirmdj kialakuldsa szempontjabol a hasi elhizas
tekinthetd igazan komoly kockazati tényezének [1].

Az inzulinrezisztencia gatolja a mdj cukorbont6 ké-
pességét és fokozza a gliikoneogenezist és a glikogén le-
bontdsit. Ennck kovetkeztében fokozdédik a mdjsejtek
zsirsavfelvétele és a zsirképzd enzimek stimulacidja miatt
fokozédik a lipogenezis. Zsirmdjban a leptin szintje is
megemelkedik, amit a leptinrezisztencia okoz, és elhi-
zottaknal parhuzamos jelenségnek tekinthetd az inzulin-
rezisztenciaval [8]. Ugyanakkor az adiponectinszint
csokken, pedig ennek emelkedése gatolhatna a folyamat
elérehaladdsit. A TNF-a szintje, ami els6sorban a gyulla-
désos reakciok kialakulasaban és az apoptézis fokozasa-
ban jatszik szerepet, zsirmajban emelkedik, kiilonosen a
fibroticus szakaszban. Az interleukinok kozil az IL-6
szintje zsirmajban szintén emelkedik [9].

Az oxidativ stressz kialakuldsa szorosan Osszefiigg a
miéjsejtek mitochondriumainak mtkodésével. Az oxida-
tiv stressz kovetkeztében emelkedik a majlipidek peroxi-
ddcidja, aminek megfelelGje a szérumban a thioredoxin
vagy az oxidalt-LDL-szint-mérés. A renin-angiotenzin
rendszer fokozott mikodése a fibrinogenezist is befolya-
solja, igy fokozza a thrombusképz&dést [10].

Vizsgalataink soran olajipari dolgozék kovetésére volt
lehet@ség az 1989-2014 kozotti 25 éves peribdusban
[11-13]. A vizsgalatok nem csupan a géntoxikoldgiai,
hanem az immunstatusz viltozasait is kovették a klinikai
allapot és a laboratériumi eredmények mellett. Igy a gén-
toxikologiai és az immuntoxikoldgiai valtozdsok mellett
lehet@ség nyilt az egyéb nem fert6z8 kronikus betegsé-
gek kovetésére is, és ezzel Osszefliggésben lehetett megal-
lapitasokat tenni a vizsgilt csoportok Dbetegség-
incidencidjara vonatkozéan. Jelen kozleményben sajat
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vizsgilati anyagunkra timaszkodva probaljuk azt a kérdést
megvalaszolni, hogy a zsirmdj jelenléte miként befolyd-
solja a genotoxikoldgiai és immuntoxikologiai paraméte-
reket. Az elsGsorban olajipari munkavallalok korében
végzett vizsgilatokkal kapcsolédtunk be a foglalkozasi
kockdzatbecslésbe. A klinikai allapotra vonatkoz6 adatok
is rendelkezésre alltak, és ezek feldolgozasa révén proba-
lunk kovetkeztetéseket levonni a szerves olddszerekkel,
rakkeltSkkel és kiilonb6z6 soklancti szénhidrogénekkel
exponalt dolgozék médjira gyakorolt hatdsair6l.

Citogenetikai vizsgilatok

Az olajiparban, vegyiparban, gyégyszeriparban szamos
olyan munkahely 1étezik, ahol véletlenszertien, akar bal-
eseti helyzetben, akdr karbantartds soran rikkelt6, mu-
tagén vagy teratogén anyagok keriilhetnek a légtérbe.
Ezeken a munkahelyeken dolgozok szervezetében az
esetlegesen bekovetkezett expozicid kovetkeztében kro-
moszémakirosodasok johetnek Iétre, amelyek kési
toxikus (els@sorban genotoxikus) hatdsok indikatorai
lehetnek. A genotoxikus kirosoddsok fokozzik a kréni-
kus nem fert6z6 betegségek, illetve a daganatos betegsé-
gek kialakulasinak esélyét, a nem exponilt kontroll-la-
kossighoz képest. Tehit ezeknek a betegségeknek a
megel8zésében igen fontos, hogy az expozicidé okozta
genotoxikus kovetkezményeket nyomon kovessiik. A ge-
notoxikologiai, citogenetikai és génszint{ vizsgalatok a
testi sejtek Orokité allomanyaban kialakult, kornyezeti
(beleértve a munkahelyi) eredetd, szerzett kirosoddsok
kimutatasira szolgalnak. A vizsgalatok sordn a donorok
testi sejtjeibdl (lymphocytdibdl) torténik meg az expozi-
cioval Osszefliggd DNS-karosoddsok kimutatasa: megha-
tarozzuk a kromoszomak szdmbeli és strukturalis eltéré-
seinek (amiket 6sszefoglaléan kromoszémaaberraciéknak
[CA] neveziink) gyakorisigat, meghatirozzuk a kromo-
szémdk testvér kromatiddi kicserélédésének (tgyneve-
zett sister-chromatid exchange — SCE) gyakorisagat, va-
lamint megmérjiik a proliferacié sebességét (igynevezett
proliferation rate index — RING) is. A kromoszémaaber-
raciok az ugynevezett klasztogének (kromoszématord
dgensek) hatdsdra keletkeznek, és nem specifikusak a ki-
valt6 agensre. Barmely kromoszéman kialakulhatnak, és
tobbségiikben a sejtosztodasok sordn kikiiszobolédnek
vagy kijavitédnak, illetve a stlyosan sériilt sejtek esetén a
sejt pusztuldsaval eliminalédnak. Mindebbdl kovetkezik,
hogy ezek a — nem 6rokletes, hanem szerzett — rendelle-
nességek az expozicid utani elsé sejtosztddas soran mu-
tathatok ki legnagyobb szamban. A kromoszémakat ért
genotoxikus hatdsok eloszldsa dltalaban random jellegii,
ezért nem feltétlentil fontos a kromoszémak azonositisa
(savozas) ahhoz, hogy pontos képet nyerjiink a genoto-
xikus karosodas mértékérsl. A CA jelzés a kromoszémak
aberricidinak (a gyakorlatban a toréseinek) szdzalékos
eléforduldsit jelenti (normalértéke 0-4% kozotti). Az
aberricidkon belil megkiilonboztetiink kromatid tipusa
(CHT), tehat a sejtciklus S-fazisitdl figgd, t6leg vegyi
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anyagok okozta eltéréseket, ilyenkor csak a kromoszéma
egyik kromatidaja kirosodik, illetve kromoszéma tipust
(CHS), az S-fazistdl fuggetlen aberricidkat, amikor is
mindkét kromatida sériil. Kromatid tipust aberricié a
kromatidtorés és a kromatidkicserél6dés. A kromoszéma
tipust aberraciok kozé soroljuk a termindlis, az interstiti-
alis deletiot (minute kromoszéma), az acentrikus ringet,
a centrikus ringet, az inverziét, a reciprok transzlokiciot
és kiillonb6z6 policentrikus laesidkat, valamint kiilon je-
lent&séggel birnak a dicentrikus (DIC) kromoszémak és
a gylrd (RING) kromoszémak megjelenésében. Vegyi
artalom esetében f6leg egyszerti toréssel kialakulé frag-
mentacio johet létre, ami leginkabb csak indikdtora, mint
dézismérdje a kémiai expozicidnak, mig a di- és poli-
centrikus  kromoszémdk, gytrtkromoszémak, amik
leggyakrabban radioaktiv vagy UV-sugdirzas hatasara ala-
kulnak ki, nemcsak indikatorai, hanem dézismérdi is a
sejteket ért drtalomnak. Gapnek tekintend§ az az akro-
matikus laesio, amelynek nagysiga megegyezik a kroma-
tid szélességével, de helyzete nem diszlokilt. A nemzet-
kozi megillapoddsnak megfelel6en a gapeket nem
soroljuk be az aberriciok szizalékos aranydba. A kromo-
szémdk szambeli eltéréseinél (aneuploididk) a normalis
emberi 46-0s kromoszémaszamt6l + 1 kromoszéma-
szamban eltérd sejteket regisztriljuk.

Mindezek alapjin kijelentjiik, hogy a vizsgalataink ki-
zdrolag a genetikai allomany strukturilis dllapotinak fel-
mérésére, tehat a genotoxicitias mértékénck megallapitisa-
ra szolgil, és nem ivanyul o genetikai dllomdanyban tarolt
informdciok leolvasisira. Ez utdbbiva a modszereink nem
alkalmasak.

DNS-repair-vizsgalatok

A donorok lymphocytdibdl az expozicidval 6sszefliggd
DNS-kirosodasok kimutatdsira, a kromoszémak szam-
beli és strukturalis eltéréseinek meghatarozasa mellett,
a DNS javitbmechanizmusainak épségét is vizsgaltuk.
A DNS karbantarté (hibajavitd, repair) rendszere végzi a
szerzett hibdk nagy hatékonysigu javitdsat, és az eredeti
DNS visszaallitasit, ezért allapotinak ismerete fontos a
rizikobecslés szempontjabol. A j6l miikodé DNS-repair
képes az expozicié kiros kovetkezményeinek elimindla-
sira, mig a talterhelt vagy bénult DNS-repair a hibak
szamanak emelkedéséhez vezethet. A teljes repairrend-
szer vizsgilata igen idSigényes és driga, ezért a rutin-
vizsgilatokban az egyszerd, de informativ, UV-fénnyel
indukdlhaté DNS-repair-kapacitismérést végezziik. Az
UV-indukilt DNS-repair (UV-indukilt ,unscheduled”
de novo DNS-szintézis — UDS) normélértéke 4,0-9,0
kozott van, az ennél alacsonyabb érték a DNS-repair-
kapacitas csokkenését, a magasabb talterheltségét jelzi.

Immuntoxikologini vizsgilatok

Az immuntoxikolégia feladata az immunrendszert éré
karosité tényezSk detektalasa és felmérése, elsGsorban
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abbdl a szempontbdl, hogy az emberi egészségre milyen
hatdssal vannak. Toxikus valasz johet létre akkor, ha az
immunrendszer passziv célpontja valamely kémiai 4gens-
nek, valamint akkor, ha a vegyi anyag, mint antigén, spe-
cifikus valaszt valt ki. Az immuntoxicitds eredményezhet
fert6zésekkel szembeni fokozott érzékenységet, illetve
allergids tiinetek, autoimmun betegségek és daganatok
kialakulasihoz vezethet.

A szervezet immunstituszat a periférids lymphocytik
alcsoportjainak meghatarozasaval és a lymphocytak akti-
valtsiganak meghatirozasaval jellemeztiik. A lymphocy-
tak csoportjait a felsziniikkon megjelend sejtvonalmar-
kerek segitségével kilonitettiitk el, az tdgynevezett
immunfenotipizilds médszerével. Az immunfenotipiza-
las a WHO Aaltal is javasolt, az immuntoxicitds meghata-
rozasara alkalmas modszer. A T-sejteket a CD3+, helper
T-sejteket CD4+/CD3+, a citotoxikus T-sejteket a
CD8+/CD3+, a B-sejteket a CD19+, az NK-sejteket
CD56+/CD3- fenotipus alapjin kiilonitjiik el. A sejtek
aktivaltsigi dllapotit a CD25 (IL-2R) és CD71 (transz-
ferrinreceptor) aktiviciés markerek kimutatisival mér-
tiik fel.

Korabbi kozleményiinkben [14] onkol6giai osztalyo-
kon dolgoz6 névérek pajzsmirigyeltéréseirdl szamoltunk
be a citosztatikus infuzidk alkalmazdsa kapcsin. Jelen
kozlemény célja az, hogy felhivjuk a figyelmet arra, hogy
a kordbbi definicidk szerint megillapitott zsirmajtipusok
mellett a foglalkozasi eredeti zsirm4j kialakulasinak esé-
lye a vegyiparban foglalkoztatottak korében jelentSsen
emelkedik. Ezért az ilyen munkahelyeken a majfunkcids
értékek romlisat kiilonosen szigortan kell figyelembe
venni a munkaalkalmassig megallapitasakor.

Moébdszer

Vizsgilt csoportok

A vizsgalatainkban szerepld, 6sszesen 107 olajipari dol-
20z0 (319 vizsgalat, csak férfiak) monitorozasit a foglal-
kozasegészségligyi orvosi idGszakos alkalmassagi vizsga-
lat keretében végeztilk el. Vizsgilataink elvégzését
minden esetben megelSzte egy részletes anamnézisfelvé-
tel, amely alapjan megallapitottuk a legfontosabb de-
mografiai adatokat, tisztiztuk az életmoddal osszefiiggd
(taplalkozas, dohdnyzis, alkohol) szokasokat, a gyogy-
szerek szedését, az elszenvedett betegségeket, mitéte-
ket, baleseteket stb. Az adatokat korban, nemben egyez-
tetett, ismert kornyezeti vagy munkahelyi genotoxikus
agensekkel nem exponalt kontrollok csoportjidhoz (67
t6, 126 vizsgilat, csak férfiak) viszonyitottuk. A kontrol-
lok csoportjabél a citogenetikai eltéréseket vagy koros
laborértékeket mutaté donorokat kihagytuk. Az anam-
nézis felvétele soran kiilon gondot forditottunk arra,
hogy részletesen megismerjiikk a donorok munkakoriil-
ményeit, a munkavégzés sorin dltaluk hasznilt vegyi
anyagokat és azt, hogy milyen munkavédelmi felszerelé-

EREDETI KOZLEMENY

sek dllnak rendelkezésiikre, illetve azokat milyen mérték-
ben hasznaljak. Minden donorral ismertettiik a vizsgalat
céljat, ezek 6nkéntesen, a donorok irdsbeli beleegyezésé-
vel torténtek. A klinikai laboratériumi eredmények és az
egészségi allapot alapjan az olajipari dolgozék két cso-
portjit kiilonitettiik el: az tgynevezett exponalt egészsé-
ges (69 16, 201 vizsgilat) és az expondlt zsirmajas (38 {6,
118 vizsgalat) csoportokat. Az expondlt zsirmajas cso-
portban 23 {8 (74 vizsgilat) szerepelt diagnosztizalt
zsirmdjbetegséggel, 9 f6nél (29 vizsgalat) metabolikus-
x-szindréoma és 6 f6nél (15 vizsgalat) diabetes szerepelt
az anamnézisben. Csak az aktiv dohdnyzokat tekintettiik
’dohanyz6’-nak. A donorok kéziil egy sem volt alkohol-
fiiggd, az alkalomszertien alkoholt fogyasztok 80 g/nap
alkoholekvivalensnél kevesebbet fogyasztottak. Vizsgala-
taink sordn a donorok adatait titkosan, a betegjogok tisz-
teletben tartasaval kezeltiik. A donoroktél éhgyomri
vérvétel keretében, steril koriilmények kozott, il6 pozi-
cidban, koényokhajlatbdl egyenként 18 ml vért vettiink
két 1 ml 0,109 mol/1 tri-Na-citrittal toltott Vacuette®
(Greiner Bio-One Ref. No. 455322) cs@ben az UDS-
vizsgalatokhoz, valamint 9 ml vért vettliink heparinnal
alvaddsgitolt Vacuette® (Greiner Bio-One Ref. No.
455051) csovekbe a CA-vizsgilatokhoz. A levett vér-
mintdkbol a gén- és immuntoxikolodgiai vizsgilatok mel-
lett részletes klinikai laboratériumi vizsgalatok is tortén-
tek, amelyek a hematologiai, mdj- és vesefunkcios
paraméterck mellett, az életmoédbeli kockazatok jellem-
zésére (vizeletrodanid, szérumgliikéz, szérum-6sszko-
leszterin, HDL- és LDL-koleszterin, valamint szérum-
triglicerid-szint) is kiterjedtek.

Klintkai laboratioviumi
vizsgalatok

Hematolégia:
— vorosvérsejt-siillyedés;
— vorosvérsejtszam, MCV, Htk, Hb, ZP, esetenként
Fe, TVK;
— fehérvérsejtszam, kvalitativ vérkép;
— thrombocytaszdm.
Majpanel:
— szérum-0sszbilirubin, esetenként direkt bilirubin;
- SGOT;
- SGPT;
—v-GT.
Vesepanel:
— dltaldnos vizelet;
— szérum karbamid-nitrogén;
— szérumkreatinin;
— szérumhugysav.
Rizikétaktorok:
— szérumgliikéz;
— szérum-0sszkoleszterin (HDL, LDL);
— szérumtriglicerid.
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Citogenetikai vizsgilatok

UV-indukalt DNS-szintézis mérése periférias lymphocy-
takbol.

Az UDS-méréseket Bianchi szerint [15] végeztik,
ahogy azt korabban is kozolttik [16]. A periférids lym-
phocytiakat (PBL) citratos vérmintakb6l Histopaque
1077 (Sigma-Aldrich) stiriiséggradiensen szeparaltuk.
A PBL-szuszpenziot 24 J/m?, 254 nm hullimhosszt
UV-fénnyel sugiroztuk be 10 masodpercig, majd a min-
takat 1 6rdig inkubaltuk 10 pCi/ml *H-timidin (aktivi-
tas: 37 MBq/ml) és 2,5 mM hidroxiurea (Sigma-Ald-
rich) jelenlétében. (A posztreplikicids repairfolyamatok
hidroxiureaval gitolhaték agy, hogy kozben az UV-in-
dukalt repair aktivitisa nem valtozik.) A DNS-t 1 M
perklérsavval kicsaptuk és mostuk, majd 82 °C-on 30
percig hidrolizaltuk. A ’de novo’ UDS mértékét a radio-
aktiv *H-timidin beépiilésénck Tri-Carb 1600 TR folya-
dékszcintillaciés analizdtorral (Packard) végzett méré-
sével hatiroztuk meg. Ezzel parhuzamosan a mintak
DNS-tartalmat difenilamintartalmit  Burton-reagenses
festés utin, 590 nm-en spektrofotométeren mértiik, és
az inkorporélt *H-timidin folyadékszcintillicis analizd-
torral mért radioaktivitisat egységnyi DNS-koncentra-
cidra szamoltuk at. Az UDS mértékét (relativ egység)
az UV-besugarzott és a kontrollmintakban inkorporalt
¥H-timidin radioaktivitisanak kilonbségébdl szamoltuk,
a normalértéke 4,0-9,0 k6zott van.

A CA-ygyakorisay meghatirozisa

A CA-gyakorisig meghatarozasit teljes vérmintakbol vé-
geztilk. A sejttenyésztés modszere: 0,8 ml heparinnal
alvadasgatolt teljes vért tenyésztettiink 48 oraig, 37 °C-
on 5% CO,-atmoszféraban 10 ml 20% foetalis borjasavé-
val (Gibco Invitrogen Corporation) és 1% GlutaMAX-I-
vel (Gibco Invitrogen Corporation) kiegészitett
RPMI-1640 (Gibco Invitrogen Corporation) médium-
ban, 0,5% fitohemagglutinin-M (PHA, Gibco Invitro-
gen Corporation) jelenlétében, antibiotikumok nélkdil.
A tenyésztés inditdsakor a timin brémmal szubsztitualt
analégjat, 5 ng/ml brém-dezoxi-uridint (BrdU, Sigma-
Aldrich) is adtunk a tenyészetekhez, hogy a preparalas és
festés soran BrdU-t még nem tartalmazé kromoszémaja
els§ mitdzisok (osztddisok) és az el§bbitd! eltérd festd-
dést, BrdU-t inkorporalt masodik és harmadik sejtosz-
todasok elkiilonitése lehet6vé valjon. A kultarakat a fel-
dolgozis el6tt, a BrdU hozzidadasat kovetd 48. 6raban
sejtosztoédast  megdallité  anyaggal,  kolchicinnel
(Colcemid®-del, Gibco Invitrogen Corporation) 3 6rin
keresztiil inkubaltuk. A kromoszomapreparaldst stan-
dard citogenetikai metodika alapjin végeztiik [17, 18].
Ennek sordn a sejteket hipotonizaltuk, majd a standard
3:1 metanol-ecetsavas fixdlds és kicseppentés utin a sejt-
magokat Optichrome késziilékkel (EuroClone), 28 °C-
on 45%-os paratartalom mellett 15 percig szdritottuk ra
a lemezekre. A BrdU-szubsztitualt és nem szubsztitualt,
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eltéré  fest6désti  kromoszomak festésére laboraté-
riumunkban a standard, dgynevezett fluoreszcens plusz
Giemsa festési metodikat alkalmaztuk. A lemezeket bisz-
benzimid  0,0001%-os  oldatival (Hoechst-oldat,
Sigma-Aldrich) 15 percig kezeltiik, majd 1 érds 254 nm-
es hullimhosszt UV-fénnyel besugiroztuk. Ezutin a le-
mezeket 5% Giemsdval (Fluka) festettiik és végiil a teljes
szaradas utdn fedtiik. A mikroszkopos vizsgilatok soran
az értékelést vakon, a donor kértorténetétdl fiiggetlentil
végeztiik. A mikroszképos vizsgilatok soran 100 jol te-
rilt els6 metafazist értékeltiink donoronként. A 46 = 1
kromoszémat (centromérit) tartalmazéd osztddasokat
értékeltiik, a 45 és 47 kromoszomit tartalmazo6 osztoda-
sokat a kiértékeléskor a kromoszémdk szambeli eltérésé-
nek, aneuploidianak szimoltuk [19]. Egyénileg, a cito-
genetikai eredmények alapjan, pozitivnak tekintettiink
minden olyan vérmintat, ahol a CA-érték meghaladta a
4%-ot.

Immunfenotipizalis. Felszini antigénck
vizsgalata dramlisos citometriaval

A keringé lymphocytak alcsoportjait és aktivaltsagi alla-
potiat immunfenotipizdlds médszerével hatiroztuk meg
[20]. A méréshez heparinizilt teljes vért hasznaltunk.
A vizsgilatok sorin periférids lymphocytik felszini
markereit mértiik fluoreszkil6 festékekkel jelolt mono-
klonilis ellenanyagok segitségével, dramlasos citofluori-
méteren. Alvadasgatléval kezelt teljes vért felszini antigé-
ncket felismerd, fluoreszkilé festékkel konjugalt
monoklonilis ellenanyagok megfelel6 mennyiségével in-
kubaltuk 20 percig. A jelolést szobah6mérsékleten, so-
tétben végeztiikk. A vorosvértesteket FACS lizal6oldat
(Becton Dickinson) segitségével lizaltuk. A lymphocyta-
kat 4 oOran beliil analizaltuk, vagy 2%-os paraformal-
dehiddel fixaltuk. A vizsgilt felszini antigének: CD3
(T-sejt-receptor), CD4 és CD8 (T-sejt-koreceptorok),
CD19 (B-sejt-koreceptor), CD25 (interleukin-2-recep-
tor), CD45 (protein-tirozin-foszfatiz, pan leukocyta
marker), CD56 (neural cell adhesion molecule, NK-sejt
marker), CD71 (transzferrinreceptor). A kovetkezs el-
lenanyag-kombinacidkat hasznaltuk, 3, illetve 4 szind
jelolést alkalmazva:

1. CD25-FITC/CDS8-PE /CD3-PerCP/CD4-APC;

2. CD56-FITC/CD3-PerCP/CD45-APC;

3. CD71-FITC/CD3-PerCP/CD19-APC.

Standard el6re- ¢és oldalszoéras alapjan, illetve CD45-
pozitivitds alapjan kiilonboztettiik meg a leukocytapopu-
laciokat, illetve dllitottuk be a lymphocytakaput. A dono-
rok lymphocyta-alpopuliciéit (T-lymphocyta, helper T,
citotoxikus T, B-lymphocyta és NK-sejt) sejtvonalmarke-
rek segitségével hatiroztuk meg: a T-sejteket a CD3+,
helper T-sejteket CD4+,/CD3+, a citotoxikus T-sejteket
a CD8+/CD3+, a B-sejteket a CD19+, az NK-sejteket
CD56+/CD3-, az NKT-sejteket pedig CD56+,/CD3+
fenotipus alapjan kiilonitettiik el. A CD25 (IL-2R) és
CD71 (transzferrinreceptor) felszini antigéneket a lym-
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1. tablazat A vizsgilt csoportok legfontosabb demogrifiai adatai
Csoportok n Eletkor Aktiv Mérsékelt
(év) dohdnyzok alkohol-
fogyasztok
itlag + SE %
Kontroll 67 | 399 +1,1 26,9 64,2
Exponilt egészséges | 69 | 40,4 £ 0,6 26,1 46,4
Exponilt zsirmajas 38 | 45,8 +0,6 289 63,2
2. tablazat A vizsgilt csoportok genotoxikolégiai paramétereinek 6sszeha-
sonlitdsa
Geno- Csoportok
t0x1kol/ég1a1 Kontroll Exponilt Exponilt
paraméterek B Pap
egészséges zsirmdjas
%, atlag = SD
CA 1,61 £0,17 3,55+ 0,23* | 4,10 + 0,32*
Osszes expondlt:
3,75 0,19
eltérések (%)
UDS 42,24 61,17 | 65,52
Osszes expondlt: 62,82
UDS<4 24,14 37,23 37,07
UDS>9 18,10 23,94 28,45

* Szignifikins kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva (Mann-Whitney-
teszt, p<0,05).

phocytak aktivaltsagi allapotinak meghatirozisara hasz-
naltuk. A mérést FACSCalibur dramldsi citométeren vé-
geztiik, mintanként tizezer fehérvérsejt adatait gydjtve
és CellQuest Software 3.1 segitségével értékeltiik ki.
A méréseket a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és

Immunbiolégiai Intézetében végeztiik.

Statisztikai analizis

A vizsgalatok eredményeit csoportszinten értékeltiik. A
statisztikai szdmitasokat GraphPad Prism 3.02 szoftver-
rel, Student’s t-teszttel, a CA esetében Mann-Whitney-
prébaval végeztiik (GraphPad Software, Inc.). A statisz-
tikailag szignifikins eltérést a vizsgilati csoportok és a
kontrollok kozétt p<0,05 értéken hatiroztuk meg.

Eredmények

Vizsgilatainkat 107 munkaképes, j6 altalinos egészségi
allapot, olajiparban dolgozé férfinal végeztiik, akiknek
atlagéletkora 43,6 év volt. Az eredményeket hasonld
kor 67 egészséges férfi kontrollhoz viszonyitottuk. A
legfontosabb demogrifiai adatokat az 1. tdblizat tartal-
mazza. A kontrolloknil sem géntoxikoldgiai, sem labo-
ratériumi eltérések nem voltak korjelz6ek. A vizsgalatok-
bél kizartuk az alkoholistikat, a hepatitisen atesetteket,
az epehdlyag-gyulladisban vagy epekovességben szenve-
ddket és a rendszeres nagyivokat. Az atlagos alkoholfo-
gyasztas heti 2—-3 tliveg sor, illetve maximum 1 liter bor
volt, amit tobbnyire hétvégén fogyasztottak. Az olajipari
munkasok kozott egyébként sem maradnak meg az alko-
holistdk vagy a rendszeres ivok, mert mindhirom m-
szakban a munkaba lépés el6tt alkoholszondéaval ellenér-
zik 6ket. A donorok kivilasztdsinal szempont volt, hogy
sem a daganatos betegek sem a krénikus gyégyszeres
kezelésben részesiil6k, nem kertilhettek be a vizsgilatba.
A dohdnyzék ardnya csoportonként kiillonbozott, de a
magyar dtlaghoz képest a vizsgalt olajipari munkasok
csoportja kevesebbet dohdnyzott. Eletmédjukat tekintve
tudatosan torekedtek az egészséges taplalkozasra, de a
tobb miszak miatt a tdplilkozisi szokasok atalakultak, és
tobbnyire a miszakok kozotti sziinetben otthon étkez-
tek, tobbnyire vacsordztak. A folyadékbevitel a munka-
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*Szignifikdns kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva (Student’s t-teszt, p<0,05)
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ORVOSI HETILAP

2016 m 157. évfolyam, 35. szam




hely dltal elegend$ mennyiségben és mingségben bizto-
sitva volt.

A vizsgalatainkban szerepl6 donorok legfontosabb
klinikai laboratériumi paramétereinek atlagértékeit az
1. dbran mutatjuk be. A donorok testtomegindex-atlaga
(body mass index — BMI), az anamnéziseknek megfele-
l6en, a kontrolloknal és az exponilt egészségeseknél
nem mutatott eltérést, mig az expondlt zsirmajasoknal
mind a kontrollokhoz, mind az exponilt egészségesek-
hez képest szignifikinsan magasabb volt. Az LDL-ko-
leszterin az exponalt zsirmdjas csoportban az exponalt
egészségesekhez képest szignifikinsan magasabb volt. A
zsfrmajasok trigliceridszint-dtlaga mind a kontrollokhoz,
mind az exponalt egészségesekhez képest, a zsirmajasok
SGPT-értéke az expondlt kontrollhoz képest szignifikin-
san magasabb volt. Ugyanakkor a thrombocytaszam a
zsfrmdjas csoportban az expondlt egészségesekhez viszo-
nyitva volt szignifikidnsan alacsonyabb.

Vizsgilatainkban a genotoxikoldgiai paraméterek ko-
zil (2. tablizat) a CA dtlagértéke az exponaltak mindkét
csoportjaban szignifikinsan magasabb volt a kontrollo-
kéndl. A zsirmijasok CA-szizaléka, bar nem szignifikin-
san, de az exponalt egészségesekénél is magasabb volt.

Az UDS esetében az egyéni értékek koziil a 4 alatti,
illetve a 9 feletti relativ értékeket, mint eltéréseket a nor-
malis 4 és 9 kozotti értékekhez képest szimoltuk. Az el-
téréseknek a szamat az 6sszes UDS-érték szazalékaban a
2. tabldzatban mutatjuk be. Az UDS-eltérések szazaléka,
a CA-hoz hasonléan, az exponiltak mindkét csoportji-
ban magasabb volt a kontrollokénal, és a zsirmajasoknal
ez még az exponalt egészségeseknél is magasabb volt.

3. tablazat A vizsgilt csoportok immuntoxikol6giai paramétereinek 6ssze-
hasonlitisa
Immuntoxikolbgiai Csoportok
PRI Kontroll Exponilt Exponilt
egészséges zsirmdjas
%, atlag = SD
Ossz-T-sejt 68,7 +15 | 71,70 « 1,3* 69,314
T helper 40,0+1,2 | 40,6 £ 1,3 38914
T citotoxikus 26,1 +15 | 28,7 +1,3 277 +1.3
NK-sejt 16,715 | 16,214 18,1 £1,3
B-sejt 10,5 £ 0,7 8,0+ 0,6* 7,8+ 0,5%
CD25+ T-sejt 16,815 | 18,712 195+1,3
CD25+ T helper 25,019 | 23,5+1,8 28,9 + 1,4*,**
CD25+ T citotoxikus 6,1 1,0 74 +1,0 9,5+ 1,0*
CD56 + T-sejt 6,7 +1,1 9,0+1,1* 10,1 + 1,0*
CD71+ T-sejt 2,5+02 1,802 2,0+02
CD71+ B-sejt 471 £45 | 60,7 +4,0% | 74,7 + 2,4***

*Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva (Student’s t-teszt,
p<0,05).

**Szignifikdns kilonbség az expondlt egészségeshez viszonyitva
(Student’s t-teszt, p<0,05).
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Az UDS 4-nél kisebb értékeinek szizaléka, amely a
DNS-repairrendszer kapacitisinak kimeriilését jelzi, az
exponaltak mindkét csoportjaban magasabb volt a kont-
rollokénal. Az UDS 9-nél nagyobb értékeinek a szazalé-
ka, amely viszont a talterhelt DNS-repairrendszert jelzi,
az expondltak mindkét csoportjdban magasabb volt a
kontrollokénal, és ez hasonloképpen az 6sszes UDS-el-
térésekhez, a zsirmajas donorok csoportjanal még to-
vabb emelkedett.

Az immuntoxikoldgiai paraméterek koziil a T-sejtek
aranya az exponalt egészségesek csoportjiban emelke-
dett, a B-sejtek szdzaléka viszont az exponaltak mindkét
csoportjaban szignifikinsan csokkent a kontrollokhoz
képest (3. tablizat). A CD25-pozitiv, aktivalt helper és
citotoxikus T-sejtek ardnya a zsirmajas csoportban nétt a
kontrollokhoz képest, illetve a helper sejtek esetében az
egészséges exponaltakhoz képest is szignifikins emelke-
dés volt tapasztalhaté. A CD56+/CD3+ fenotipusu
NKT-sejtek szdzaléka megn6tt mind a két expondlt cso-
portban a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A CD71+/
CD19+ fenotipust, aktivalt B-sejtek aranya szignifikdn-
san megndtt az expondlt egészségesek esetében, és szig-
nifikins mértékben tovibb emelkedett a zsirmdijas cso-
portban.

Megbeszélés

A nemzetkozi és hazai irodalom a zsirmdj el6fordulasat
igen gyakorinak tartja (20-30%), mégis a foglalkozas-or-
vostanban ennek jelentéségével kevés kozlemény foglal-
kozik [4]. Ugyanis az ipari akut oldészer-expozicié és az
életmo6dbodl adodod rendszeres alkoholfogyasztastdl ne-
héz elkiiloniteni a hatdst. Vannak olyan epidemiolégiai
adatok, amelyek az alifis és aromas szerves olddszerek
keverékével expondlt dolgozok korében a munkahelyi
expozicid és a zsirmaj kialakuldsa kozotti Osszefiiggést
valészintGsitik [21]. Jelen publikiciéban azt a kérdést tet-
tik fel, hogy az altalunk géntoxikoldgiai érintettség
szempontjabal vizsgalt olajipari munkavallalok citogene-
tikai és immuntoxikoldgiai paramétereit miként befolya-
solja a mdj nem alkoholos eredetti elzsirosoddsa. Ismere-
tes, hogy az Osszes kornyezeti vegyi artalom okozta
kirosodas a mdj detoxikiciés képességétdl fiigg. Kivan-
csiak voltunk arra, hogy ez a csokkent detoxikicios
kapacitds miként hat a kromoszéma-rendellenességek
kialakulasara és a DNS-repair-kapacitdsra vagy az im-
munkompetens sejtek aktivitdsdra. Irodalmi adatok sze-
rint [22, 23] f6képp benzollal exponilt, olajiparban és
benzinkatnal dolgozdk, valamint szennyezett levegdji
varosi lakosok korében emelkedett volt a DNS-karoso-
ddsok szdma, valamint f6leg csokkent a DNS-repair-ka-
pacitds. Sajit vizsgilatainkban, az irodalmi adatokkal jo
egyezésben, az exponaltak mindkét csoportjaiban emel-
kedett volt a kromoszémakdrosodisok gyakorisiga és
t6leg csokkent a DNS-repair-kapacitas értéke. A kromo-
szémakarosoddsok gyakorisiga az expondlt zsirmdjasok
csoportjaban az expondlt, de nem zsirmajas csoportnal is
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magasabb volt az ipari kontrollndl, ugyanakkor tovibb
csokkent a DNS-repair-kapacitas értéke. A zsirmaj kiala-
kuldsiban és salyosbodasiban az anyagcserezavarokon
tal, immunoldgiai mechanizmusok is részt vesznek, amit
az NAFLD-betegek madjiban felszaporodé gyulladdsos
sejtek is mutatnak. A mdjban talilhaté NKT-sejteknek
mind gyulladast el8segitd, mind gyulladist gitl6 szerepe
lehet, és fontos szabalyozo szerepiik van a mdjban [24].
Az NKT-sejtek egyediililléak abbdl a szempontbdl,
hogy T-sejt-receptort is és a természetes OlGsejtekre jel-
lemz8 molekuldkat is hordoznak a sejtfelszinen, és
glikolipid antigéneket ismernek fel [25]. A betegség elsé
stddiumaban csokken, majd a betegség stlyosbodasaval
né a majban az NKT-sejtek szama [26]. Irodalmi adatok
szerint [27, 28] a szamuk azonban nemcsak a mdjban,
hanem a periférian is megnovekszik, amit a mi vizsgala-
tunk szintén igazolt: a CD56+/CD3+ fenotipust NKT-
sejtek szazaléka megndtt a periférias vérben az exponal-
tak csoportjaban a kontrollcsoporthoz viszonyitva, és a
zsfrmajas expondltaknal ez tovabb fokozddott.

Korabbi cikkiinkben [29] leirtuk, hogy oldészer-ex-
pozicibban megemelkedik az aktivalt T- és B-sejtek ara-
nya a periféridas vérben. Ez a jelenség a CD71-pozitiv,
vagyis transzferrinreceptort hordoz6 B-sejtek esetében a
legszembetinébb. A kontrollhoz viszonyitva az expo-
nalt egészséges dolgozok CD71+ B-sejtjeinek ardnya
szignifikinsan emelkedik (47,1 + 4,5%-r6l 60,7 + 4,0%-
ra), illetve az expondlt zsirmajasok esetében ez még to-
vabb emelkedik 74,7 + 2.,4%-ra. Ebben az esetben tehat,
tobb mas mért paraméterhez hasonldan, az expoziciot
kisérS véltozdsokat a zsirmdjbetegség tovibb fokozta.
Megillapitottuk, hogy az azonos expoziciénak kitett,
hasonlé korti és azonos nemd ipari munkisok korében
jelentGsen emelkedett mind az immun-, mind a genoto-
xikus kirosoddsok mértéke, tehit jelen anyagban a zsir-
mdjas exponaltak csoportjaban a nem zsirmdjas exponalt
donorokhoz képest a paraméterek erGteljesebb pozitivi-
tast mutattak. A maj elzsirosoddsa, annak ellenére, hogy
klinikailag nem jelentett betegséget, a detoxikacios kapa-
citds csokkenése miatt a vegys expozicio kockdzatdat niveld
tényezinek tekintendd, amit a foglalkozasi drtalmak meg-
eldzése kapcsin a kockdzatbecsiésben figyelembe kellene
venni.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirisa és a kapcsolo-
do kutatémunka anyagi timogatisban nem részesiilt.

Szerzoi munkamegosztis: T. A. vezette a vizsgilatokat és
Osszegezte az eredményeket, felllitotta a munkahipoté-
zist, megirta a kozlemény jelentds részét. B. A. az immu-
nolégiai teszteket végezte, és megfogalmazta az eredmé-
nyek, illetve a diszkusszié immunolégiai vonatkozasait.
B. P. ellendrizte a statisztikai adatok helyességét, és a
Mann-Whitney-moédszerrel elemezte a kromoszémael-
téréseket. J. M. kozremiikodott a géntoxikoldgai vizsga-
latok végzésében, osszeallitotta a tablazatokat és az adat-

EREDETI KOZLEMENY

bazisbdl kivalogatta a kontrollokat, valamint megirta a
metodika és a diszkusszi6é egy részét. A cikk végleges
valtozatat valamennyi szerz§ elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzGknek nincsenek érdekeltségeik.

Ko6szonetnyilvanitas

Koszonjiik a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai
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