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A szerzők a specifikus immunrendszer működésében kulcsszerepet 
játszó T-helper limfocita alcsoportok (Thl/Th2) arányváltozásának 
szerepét tanulmányozták multiplex traumában. Balesetet szenvedett, 
többszörös szöveti sérülésen (multiplex trauma) átesett, betegeket 
(n=16) vizsgáltak a kórházba kerülés 1., 3., és 14. napján. A vizsgála­
tokat a T-helper limfocita előalakokra és alcsoportokra jellemző 
(T0A,T0B,Thl:IL-2,Thl:IFN-Y, T0B,Th2:IL-4,Th2:IL-10) citokin mRNS 
expresszió kimutatásával végezték. A beteg csoport citokin gén ex- 
pressziós értékeit a kontroll csoport (n=7) médián értékeihez hason­
lították. Eredményeik szerint a kórházi kezelés 1. napján az IL-10 mRNS 
értéke szignifikáns mértékben emelkedett, melyet a 3. napon az IL- 
2 gén expresszió szignifikáns emelkedése követett. A kórházi kezelés 
3. napjára az IL-4 mRNS expresszió értéke is megemelkedett ( 20%), 
de a változás nem volt szignifikáns. Az IFN-ymRNS expressziója egyik 
vizsgálati napon sem tért el lényeges mértékben a kontroll csoport 
mediánjától. A 14. napra valamennyi vizsgált citokin gén expressz­
iója normalizálódott. Az a tény, hogy az IL-2 értékének növekedése 
az IFN-y pozitív sejtek változatlan száma mellett következett be arra 
utal, hogy az IL-2 sejtek valószínűleg TOA, vagy TOB sejtek lehetnek. 
Az IL-10 pozitív sejtek jelentős emelkedése a Th2 sejtek számának 
növekedését jelezheti. Az IL-10 és IL-4 közötti eltérés jelzi, hogy a 
Th2 sejteken belül a citokin gén expresszió mértéke eltérő lehet.
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A multiplex traumát követő sérülések 
után, a betegek egy jelentős részében 
a korszerű terápia -  beleértve a pro- 
filaktikus antibiotikum kezelést is -  
ellenére szepszis, SIRS (Systemic 
Inflammatory Response Syndrome) 
és/vagy MODS (Multiple Organ 
Dysfunction Syndrome) alakul ki, 
amelyek a betegség mortalitását je­
lentősen fokozzák [6, 12].

A szöveti sérülés során felszabaduló 
illetve keletkező mediátorok a gyul­
ladásos folyamat amplifikációja mel­
lett jelentős hatást gyakorolnak a spe­
cifikus immunitásban kulcsszerepet 
játszó limfociták működésére [2, 9],
A  T-helper limfociták funkcionális 
szempontból két egymással, szere­
pében, antagonista hatású szubpopu- 
lációra oszthatók. A T h l/T h2  alcso­
port által képzett citokinek egyrészt 
egymás termelésére hatva befolyá­
solják a két alcsoport arányát. Más­
részt, alapjában modulálják a gyul­
ladásos reakció lefolyását, illetve az 
immunrendszer működését. Az IL- 
10 elnyomja a Thl limfociták és a 
makrofágok citokin termelését, továb­
bá szupresszálja az antigénspecifikus 
és a naiv limfociták ploriferációját. 
Erőteljesen szupresszálja a monociták 
és makrofágok HLA-DR expresszi­
óját. Immunszupressziv hatása mel­
lett az IL-10 stimulálja a B-limfociták 
proliferációját és az aktivált B-sejtek 
immunglobulin alosztály szerinti dif­
ferenciáltságát [2, 4, 9,17], A z  IL-2 gén 
expressziójában a szöveti sérülést 
követő első 24 órán belül erőteljes 
csökkenést mutattak ki [1], Az IFN-y, 
mint gyulladásos citokin fokozza, az 
MHC molekulák és a sejtfelszíni ad­
héziós faktorok expresszióját, az IL-

1, a TNFa és a kemokinek termelését. 
Az IL-4 az immunglobulin alosztá­
lyok IgE irányába történő izotípus 
váltását és a humorális immunválaszt 
szabályozza, a Th2 és B limfociták 
növekedési faktora, amely elnyomja 
a makrofágok antigén prezentációját.

Vizsgáltuk a betegség lezajlásának 
kinetikáját, mivel az irodalom szerint 
eddig még nem végeztek követéses 
vizsgálatot. Választ kerestünk arra a 
kérdésre is, hogy multiplex traum á­
ban miként változik az IL-10 és az 
IFN-y gén expresszió egymáshoz vi­
szonyított aránya. In situ hibridizá­
cióval (ISH) tanulmányoztuk az alcso­
portokra jellemző, multiplex traumát 
követő citokin gén expressziót vál­
tozásokat és a T hl/T h2 arány módo­
sulását.

Anyagok és módszerek

Vizsgálati csoportok

16 középsúlyos multiplex traum át 
szenvedett beteget (12 férfi és 4 nő, 
átlag életkoruk: 43,5 év) vizsgáltunk 
a kórházba kerülés 1., 3., és 14. napján. 
A beválogatás feltétele volt a klinikai 
állapotot m utató score-k megálla­
pítása (ISS>20, APACHE-II >9, <16). 
A kizárás kritériumai, miszerint a be­
teg nem kaphatott transzfúziót, gyul­
ladást csökkentő kezelést és antibi­
otikum kezelést. Az égetteket szintén 
nem válogattuk be a beteg csoportba.

A kontroll csoportot 7 egészséges 
önkéntes donor (4 férfi, 3 nő, átlag- 
életkor:32,4 év) alkotta.

Vérminta

A  vizsgálatokhoz a betegcsoportnál 
a centrális vénából, a kontroll cső-
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A n t i s e n c e  p r ó b a  o l i g o n u k l e o t i d S z e k v e n c i a

IL-2 5’>AgC TAA ATT TAg CAC TTC CTC CAg < 3’
IL-4 5’> AgC TgC TTg TgC CTg Tgg AAC TgC TgT gCAgTC gCA

CCC Agg CAg CgA gTg TCCT < 3'
IL-10 5’> CAC CTg CTC CAC ggC CTT gCT CTT gTT TTC ACA ggg

AAg AAA TCg ATg ACA gCgC < 3'

IFN-y 5’> gAg TTC CAT TAT CCg CTA CAT CTg AAT gAC CTg CAT
TAA AAT ATT TCT TAAgg < 3'

I. táblázat: Szintetikus oligonukleotidok bázissorrendje

portnál a kubitális vénából, steril 
vákuum csőbe (Greiner) vett, 10 ml, 
3,8 g% Na-citráttal alvadásban gátolt 
vért használtunk.

Mononukleáris sejtek szeparálása

A mononukleáris sejteket (MNC) 
Ficoll-Paque (Pharmacia, Upjasala, 
Svédország) grádiensen (20uC-on 
1000 g, 30 perc) szeparáltuk. A sejteket 
Parker médiumban (5-5 ml) kétszer 
mostuk, (10 perc, 400 g, 200 C. A sej­
tek viabilitásának meghatározása 
után a sejtszámot 105 sejt/ml-re állí­
tottuk be.

Áramlási citometria

A  sejt szeparálás eredményességét 
áramlási citometriával elemeztük. A 
betegek alvadásban gátolt teljes véré­
ből és a szeparált mononukleáris sejt­
rétegből fixálás után, kettős ill. hár­
mas festéssel a következő felületi 
markereket jelöltük CD45/14, 
CD2/19, CD3/16+56, CD 4/8/3.

In situ hibridizáció (1SH) preparátum 
készítése
A  sejtszuszpenziók 50-50 ml-ét szi- 
lánozott tárgylemezre (Oncor Inc., 
Gaithersburg, USA) cseppentettük,

majd a sejteket a lemezek felületére 
szárítottuk (45°C, 15 perc) és puffe- 
rolt 4%-os formaldehiddel a felületre 
fixáltuk (20°C, 10 perc). A fixálást 
követően a sejteket 1-2 percig 0,1% 
pepszinnel (Sigma-Aldricht Kft, Bu­
dapest, Magyarország) 38°C-on 
emésztettük. Megismételtük a fixálást 
és a preparátumokat 50-75-96%-os al­
koholsoron (Reanal, Budapest, Ma­
gyarország), 10 percen keresztül 
20°C-on víztelenítettük.

ISH próbák

A  szintetikus IFNy, IL-4, IL-10 és IL- 
2 mRNS oligonukleotid próbák ter­
vezését az Európai Molekuláris 
Biológiai Hálózat (EMBNET) fel- 
használásával végeztük. A próbák el­
lenőrzésekor mind a négy kiválasz­
tott próbára (l. táblázat) 100%-os iden­
titási eredményt kaptunk. A próbákat 
fotobiotinnal (Vector Laboratories, 
Inc., Bulingame, USA) „random 
prímed" módon jelöltük.

In situ hibridizáció

Felhasználás előtt a lemezeket PBS, 
pH: 7,4 pufferrel rehidráltuk. Az ISH 
készülék (Grant Boekel, Cambridge, 
Nagy-Britannia) nedves kamráit
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1. ábra: A szeparálás eredményességét bemutató flow citometriás mérési eredmény

+37°C-ra melegítettük. A prepará­
tumokra mértük a 8 ng/m l-re beállí­
tott próbák 20-20 ni munkahígítását. 
Minden mérésnél negatív kontrollt al­
kalmazunk, ahol a próba DNS helyett 
csak hibridizációs puffert (20xSSC, 
lOOx Denhard's, 10 m g /m l lazac 
DNS) (Pharmacia, Uppsala, Svéd­
ország) használtunk. A hibridizációo°  ̂ ^
(+40 C) 8 órán keresztül tartott, majd 
a rendszer visszatért szobahőre 
(+20°C). A lemezeket steril BN puffer- 
ben (0,1M Na-bicarbonát, 0,05% 
Nonidet P-40) (Vector Laboratories, 
Inc., Bulingame, U.S.A.), steril 2xSSC- 
ben és steril SSC+0,5% Triton-x ol­

datban 3-3 percig mostuk. Közben a 
gép kamráit visszaállítottuk +37°C- 
ra. Szobahőn történő szárítás után a 
lemezeket nedves kamrába helyeztük 
és minden minta felszínére 20-20 ni 
normál kecskeszérumot (HUMAN 
RT, Gödöllő, Magyarország) csep­
pentünk, amellyel 10 percig inkubál- 
tuk a preparátumokat. A nem speci­
fikus kötőhelyek lefedése után a 
lemezeket +37°C-os BN pufferrel 
mostuk, és száradás után visszahe­
lyeztük a kamrákba. A következő 
lépésben 20-20 ni alkalikus foszfatáz- 
zal jelölt streptavidin oldatot (Vector 
Laboratories Inc., Bulingame, USA)
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2. ábra: Lymphocyto, kapun belüli flow citometriás mérési eredmény

cseppentettünk a preparátumokra. A 
+37° C-on zajló inkubáció 20 percig 
tartott. A reakció végén megis­
mételtük a BN pufferes mosást. A 
kamrákba visszahelyezett lemezekre 
BCIP/NBT oldatot (Vector Labora­
tories Inc., Bulingame, USA) csep­
pentettük és a mintákat újabb 20 per­
cig inkubáltuk. A reakcióidő eltelte 
után a készítményeket csapvízzel, 
majd desztillált vízzel mostuk. Ezu­
tán a preparátumokat 1%-os metil- 
zölddel (Merck, Darmstadt, Német­
ország) kontrasztfestettük (2 perc). A 
lemezeket kétszeres desztillált vízzel 
történő öblítés után megszárítottuk 
és mounting médiummal (Dako A/S, 
Koppenhága, Dánia) fedtük. Fény- 
mikroszkóp (Olympus Optical CO, 
Hamburg, Németország) negyvensz­
eres objektív nagyításával megha­
tároztuk a formazán pozitív sejtek 
százalékos arányát.

Statisztikai értékelés

A beteg csoport 1., 3., 14. napi ered­
ményeinek mediánját hasonlítottuk a 
kontroll csoport citokin mRNS mé­
dián értékeihez. A statisztikai analí­
zist Mann-Whitney teszttel végeztük.

Eredmények
Áramlási citometria

Az in situ hibridizációt megelőző sejt­
izolálás révén a fehérvérsejt szusz­
penzióból sikerült 93-95 % tisztaságú 
a mononukleáris sejtpopulációt elkü­
löníteni. A mononukleáris sejteken 
belül 4 %-ban monociták és 89 %-ban 
limfociták voltak kimutathatók. A 
limfocitáknak csak mintegy 5 %-a bi­
zonyult B limfocitának. Az 1. és 2. ábra 
valamint a 11. és 111. táblázat egy 
reprezentatív mérés eredményét m u­
tatja be.
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PE R IFÉ R IA SZEPA RÁLT
% %

Lymphocita lapu 35 86
Monocyta kapu 4 4
Granulocyta kapu 56 0
Törmelék kapu 1 7

II. táblázat:
Flow citometriás mérési eredmények 

számszerű értékei

PE R IF É R IA SZEPA RÁLT
% %

Th% 46 47
Tc% 20 22
NK% 14 15
B% 6 5

C D 4/C D 8  a r á n y  2 ,2 5  i l l .  2 ,1 4  

III. táblázat:
Lymphocyta kapun belüli változás
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5. ábra: 1L-10 mRNS expresszió multiplex traumában

ISH

Az IL-2 mRNS-re pozitív sejtek száza­
lékos értékeit a 3. ábrán foglaltuk össze. 
Az azonos jelölések az azonos szemé­
lyek adatait jelentik. A médián ered­
ményeket összehasonlítva megál­
lapítható, hogy a balesetet követő 1. 
napon az IL-2 gén expresszió médián 
értéke nem változott, de a 3. napra 
szignifikánsan (p<0,05) megemel­
kedett (18 ± 3,3% vs. 13 ± 4,9%), a 14. 
napra pedig visszatért a kontroll cso­
port átlagához.

Az IL-4 mRNS expressziót vizsgál­
va megállapítható, hogy bár a 
médián értékek a kontrolihoz (16,5 %) 
viszonyítva kissé emelkedtek (18 %, 
20 % illetve 18 %), de a változás egyik 
vizsgálati napon sem volt szignifi­
káns (4. ábra).

Az IL-10 mRNS expressziót mutató se­
jtek %-os értékei a kontrolihoz (18 %) 
viszonyítva már az első (22 %) és a

harmadik (22 %) napon is szignifkán- 
san (p<0,05) magasabb értékeket értek 
el. A 14. napra azonban a IL-10 mRNS 
expresszió csökkent (20 %) és a szig­
nifikáns különbség (p=0.07) megszűnt 
(5. ábra).

A z  IFN-y gén expressziót mutató se­
jtek aránya a kontrolihoz (14 %) viszo­
nyítva az egyes vizsgálati napokon 
magasabbnak bizonyultak (17-17-17 
%), de a különbség nem volt szig­
nifikáns (6. ábra).

Értékelés

A súlyos szöveti sérülés során az as- 
pecifikus immunrendszer aktiválódása 
és a specifikus immunrendszer zavara 
figyelhető meg. Az immunrendszer 
funkcionális zavara és a betegség szö­
vődményei között számos szerző jelen­
tős korrelációt mutatott ki [2, 3, 4, 9],

A  specifikus immunitás szabályozá­
sában döntő jelentőségű a T-helper se-
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6. ábra: IFN-gamma mRNS expresszió multiplex traumában

jtek érési dichotomiája. Ismertté vált 
ugyanis, hogy a keringésben és a szö­
vetekben a T-helper sejtek, a döntő 
m ódon humorális immunválaszt reg­
uláié Th2 és a döntő módon sejtes im­
m unválaszt reguláié Thl sejtekké 
alakulnak. A Thl és Th2 sejtek a ter­
melt citokinek típusa alapján viszony­
lag jól jellemezhetők. A Thl irányba 
elkötelezett sejtekre az IFN-y, IL-2 míg 
a Th2 irányba elkötelezett sejtekre az 
IL-10, 1L-4 termelését tartják jellem­
zőnek [6, 9]

Jelen vizsgálatunk során a Th2 cito­
kinek mRNS-ére pozitív sejtek %-os 
arányának megnövekedését tapasz­
taltuk. Érdekes, hogy az egyes Th2 
citokin gének expressziója időben el­
tolódva jelentek meg. Az IL-10 gén ex­
pressziót mutató sejtek aránya már a 
balesetet követő 1. napon jelentősen 
megemelkedett. Az IL-10 mRNS po­
zitív sejtek aránya a 3. napon tovább­

ra is szignifikánsan emelkedett maradt. 
Az IL-10 az IFN-y, az IL-1, az IL-2 az 
IL-6 és a TNF-a termelését jelentősen 
gátolja, így az 11-10 gén expresszió ko­
rai fokozódásának jelentős szerepe 
lehet a szöveti sérülést követő gyul­
ladásos reakció szabályozásában. [6, 
14, 15]. Ugyanakkor az IL-10 az IFN- 
y termelés gátlásával jelentősen hoz­
zájárul a Th2 sejtvonal túlsúlyának 
kialakulásához.

Az IL-10 mellett a Th2 sejtekre jellem­
ző IL-4 gén expressziót mutató sejtek 
aránya a vizsgálat során csak enyhén 
emelkedett. Hasonló eredményt kap­
tak L. Bromly és munkatársai is [7], 
akik az IL-4 mRNS szintézisét a gyul­
ladásos betegségekben szenvedő be­
tegekben alacsony szintűnek találták.

A Th2 sejtekre egyaránt jellemző 
citokinek génjeinek eltérő expresszi­
óját kétféleképpen is magyarázni le­
het. Egyrészről ez az adat azt látszik
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alátámasztani, hogy a Th2 sejtekre 
jellemző citokinek génjeinek expresz- 
szivitása kinetikájában eltér, másrész­
ről jelentheti azt, hogy a Th2 sejtek 
mellett nagyszámban jelenhetnek 
meg csak IL-10 gén expressziót mu­
tató egyéb mononukleáris sejtek is.

Jelen vizsgálatunkkal az IFN-y gén ex­
pressziót mutató sejtek arányában szig­
nifikáns emelkedést nem tudtunk 
kimutatni, ellentétben W. Értei és mun­
katársai [10] vizsgálatával, akik multi­
plex traumát követően az IFN-y mRNS 
expressziójának emelkedéséről szá­
molnak be. A két eredmény közötti 
eltérést magyarázhatja, hogy W. Értei és 
kollégái a citokinek mennyiségét, míg 
munkacsoportunk a mRNS pozitív se­
jtek százalékos arányát határozták meg. 
Hasonló lehet a magyarázata annak a 
különbségnek is amely az IL-4 és az 
IFN-y potenciális antagonizmusát illeti. 
Vizsgálatunk alapján ugyanis az IL-4 
(és az IL-10) pozitív sejtek arányának 
növekedését nem követte az IFN-y gén 
expressziót mutató sejtek arányának 
csökkenése. E. Abraham és munkatár­
sai [1] ugyanakkor flow citometriás 
technikát alkalmazva a két citokin gén 
expresszivitása között kísérleti álla­
tokon a sérülés első napján erőteljes és 
kétirányú antagonizmust mutattak ki.

A citokin gének expressziója a harma­
dik napon volt a legmarkánsabb. Ezen 
eredmények jól korrelálnak azokkal a 
megfigyelésekkel [2, 3, 9, 11 ] amelyek 
szerint a 3-5. napra esik a szervezet 
válaszreakciójának teljessé válása.

A vizsgálat tizennegyedik napjára a 
vizsgált beteg csoport mRNS átlag­
értékei az IL-10 expressziót kivéve vis­
szatértek a kontroll csoport médián 
értékeihez. Amely eredménnyel a be­
tegek gyorsan javuló klinikai állapota 
összhangban volt.

Összegezve megállapíthatjuk, hogy a 
traumás szöveti sérülés az immunrend­
szer sejtes eleminek korai, jelentős ak­
tiválódását okozza. A mRNS expressz­
ió változása a multiplex trauma klinikai 
lefolyásával párhuzamosan változott. A 
legnagyobb aktivációt az 1. és a 3. vizs­
gálati napon tudtuk kimutatni.
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Cytokine gene expression in mono­
nuclear cells in multiplex trauma

The cytokine gene expression charac­
teristic to the T -helper lymphocyte ra­
tio in patients suffering from multiplex 
trauma was investigated on the 1th, 3rd 
and 14th days of admission. The patient 
group consisted of 12 men and 4 
women. In situ hybridisation was per­
formed with IL-2, IL-10, IL-4, INF-y 
probes labelled with photobiotin. 
Averages and standard deviations were 
calculated by groups and by days of in­
vestigation. Data of the patient group 
were compared to the those of the con­
trol group (n=7). On the 1 st days of hos­
pitalisation the mRNA expressions of 
IL-10 was significantly higher (p<0.05) 
than that of the control group. The gene 
expression of IL-4 and IL-2 were not el­
evated on the 1st day, but IL-2 was signi­
ficantly on the 3rd day after the 
admission (p<0.05) The average of IFN- 
Y gene expression was above not sig­
nificantly (p>0.05) the control levels, 
however it was not significantly ele­
vated and decreased to control values 
by the 3rd day. On the 14th day no sig­
nificant differences could be found in 
the gene expression of either cytokine. 
Changes found in the cytokine gene ex­
pression of T-lymphocytes during mul­
tiplex trauma emphasise a change in the 
ratio and also in the activity of front 
groups and subpopulations Thl/Th2.

Dr. Horkay Béla á.o. szds.
1555 Budapest, Pf. 68.


