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A szerz6k a specifikus immunrendszer m(ik6désében kulcsszerepet
jatsz6 T-helper limfocita alcsoportok (Thl/Th2) ardnyvaltozasanak
szerepét tanulmanyoztadk multiplex traumaban. Balesetet szenvedett,
tobbszoros szoveti sérulésen (multiplex trauma) atesett, betegeket
(n=16) vizsgaltak a kérhézba kerilés 1., 3., és 14. napjan. A vizsgéla-
tokat a T-helper limfocita el6alakokra és alcsoportokra jellemzd
(TOA,TOB,Thl:IL-2, ThI:IFN-Y, TOB,Th2:1L-4,Th2:1L-10) citokin mRNS
expresszié kimutatasaval végezték. A beteg csoport citokin gén ex-
presszids értékeit a kontroll csoport (n=7) médian értékeihez hason-
litottak. Eredményeik szerint a korhazi kezelés 1. napjan az IL-10 mRNS
értéke szignifikdns mértékben emelkedett, melyet a 3. napon az IL-
2 gén expresszio szignifikans emelkedése kovetett. A kdrhazi kezelés
3. napjara az IL-4 mRNS expresszi6 értéke is megemelkedett ( 20%6),
de avéltozas nem volt szignifikdns. Az IFN-ymRNS expresszidja egyik
vizsgalati napon sem tért el 1ényeges mértékben a kontroll csoport
medi&njatol. A 14. napra valamennyi vizsgalt citokin gén expressz-
i6ja normalizalodott. Az a tény, hogy az IL-2 értékének novekedése
az IFN-y pozitiv sejtek valtozatlan szdma mellett kdvetkezett be arra
utal, hogy az IL-2 sejtek valdszinlileg TOA, vagy TOB sejtek lehetnek.
Az IL-10 pozitiv sejtek jelent6s emelkedése a Th2 sejtek szamanak
ndvekedését jelezheti. Az IL-10 és IL-4 kozotti eltérés jelzi, hogy a
Th2 sejteken belll a citokin gén expresszié mértéke eltér6 lehet.
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Amultiplex traumat kévet6 sériilések
utan, a betegek egy jelentds részében
a korszer( terdpia - 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 mortalitasat je-
lent6sen fokozzak [6, 12].

A szOveti sérilés soran felszabadulo
illetve keletkez6 mediatorok a gyul-
lad&sos folyamat amplifikacioja mel-
lett jelentds hatast gyakorolnak a spe-
cifikus immunitasban kulcsszerepet
jatszé limfocitdk mikodésére [2, 9],

A T-helper limfocitdk funkcionalis
szempontbo6l két egymaéssal, szere-
pében, antagonista hatasu szubpopu-
laciéra oszthatok. A Thl/Th2 alcso-
port &ltal képzett citokinek egyrészt
egymas termelésére hatva befolya-
soljdk a két alcsoport ardnyat. Mas-
részt, alapjaban modulaljak a gyul-
ladasos reakcio lefolyasat, illetve az
immunrendszer mikédését. Az IL-
10 elnyomja a Thl limfocitdk és a
makrofagok citokin termelését, tovab-
bé szupresszalja az antigénspecifikus
és a naiv limfocitdk ploriferaciojat.
Er6teljesen szupresszalja a monocitak
és makrofagok HLA-DR expresszi-
6jat. Immunszupressziv hatdsa mel-
lett az IL-10 stimulalja a B-limfocitak
proliferacidjat és az aktivalt B-sejtek
immunglobulin alosztély szerinti dif-
ferencialtsagat [2, 4,9,17], Az IL-2 gén
expressziojdban a szdveti sérllést
kovetd elsé 24 oran belll erételjes
csokkenést mutattak ki [1], Az IFN-y,
mint gyulladasos citokin fokozza, az
MHC molekulak és a sejtfelszini ad-
hézios faktorok expresszidjat, az IL-
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1, a TNFa és a kemokinek termelését.
Az IL-4 az immunglobulin aloszta-
lyok IgE iranyéba térténé izotipus
valtasat és a humordalis immunvélaszt
szabélyozza, a Th2 és B limfocitdk
novekedési faktora, amely elnyomja
a makrofagok antigén prezentaciojat.

Vizsgaltuk a betegség lezajlasanak
kinetikajat, mivel az irodalom szerint
eddig még nem végeztek kovetéses
vizsgalatot. Valaszt kerestlink arra a
kérdésre is, hogy multiplex trauma-
ban miként véaltozik az IL-10 és az
IFN-y gén expresszio egymashoz vi-
szonyitott ardnya. In situ hibridiza-
cioval (ISH) tanulményoztuk az alcso-
portokra jellemzd, multiplex traumat
koveté citokin gén expressziot val-
tozdsokat ésa Thl/Th2 arany médo-
sulasét.

Anyagok és modszerek
Vizsgélati csoportok

16 kozépsulyos multiplex traumét
szenvedett beteget (12 férfi és 4 né,
atlag életkoruk: 43,5 év) vizsgaltunk
a koérhazba kerilés 1., 3., és 14. napjan.
A bevalogatas feltétele volt a klinikai
allapotot mutaté score-k megélla-
pitasa (ISS>20, APACHE-II >9, <16).
A kizaras kritériumai, miszerint a be-
teg nem kaphatott transzfaziét, gyul-
ladast csokkentd kezelést és antibi-
otikum kezelést. Az égetteket szintén
nem véalogattuk be a beteg csoportba.

A kontroll csoportot 7 egészséges
onkéntes donor (4 férfi, 3 n6, atlag-
életkor:32,4 év) alkotta.

Vérminta

A vizsgalatokhoz a betegcsoportnal
a centralis vénabol, a kontroll cs6-
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Antisence préba oligonukleotid Szekvencia

IL-2 S5>ACTAAATT TAg CACTIC CTC CAg <3

L4 5>AgCTgC TTg TgC Clg Tgg AAC TgC TgT gCAgTC gCA
QX Agy CAg QA GTg TACT <3

IL-10 5>CACClg CICCAC ggC CIT gCT CITgIT TTCACA g
AN APATY ATl ACAQaC <3

IFN-y 5> gAg TTC CAT TAT Gy CTA CAT CIg AAT gAC CIg CAT

TAAAAT ATT TCT TAAQg <3

I. tAblazat: Szintetikus oligonukleotidok bazissorrendje

portnal a kubitalis vénabdl, steril
védkuum cs6be (Greiner) vett, 10 ml,
3,8 g% Na-citrattal alvadasban gatolt
vért hasznaltunk.

Mononuklearis sejtek szeparalasa

A mononukleéris sejteket (MNC)
Ficoll-Paque (Pharmacia, Upjasala,
Svédorszag) gradiensen (20uC-on
1000 g, 30 perc) szeparéltuk. A sejteket
Parker médiumban (5-5 ml) kétszer
mostuk, (10 perc, 400 g, 200 C. A segj-
tek viabilitdsdnak meghatarozasa
utdn a sejtszamot 105 sejt/ml-re alli-
tottuk be.

Aramlasi citometria

A sejt szeparalds eredményességét
aramlasi citometriaval elemeztik. A
betegek alvadasban géatolt teljes vére-
b6l és a szepardlt mononukleéris sejt-
rétegbdl fixalas utan, kett6s ill. har-
mas festéssel a kdvetkez6 felileti
markereket  jeloltik CD45/14,
CD2/19, CD3/16+56, CD4/8/3.

In situ hibridizacié (1SH) preparatum
készitése
A sejtszuszpenziok 50-50 ml-ét szi-

lanozott targylemezre (Oncor Inc.,
Gaithersburg, USA) cseppentettik,

majd a sejteket a lemezek feluletére
szaritottuk (45°C, 15 perc) és puffe-
rolt 4%-os formaldehiddel a feltletre
fixaltuk (20°C, 10 perc). A fixalast
kovetden a sejteket 1-2 percig 0,1%
pepszinnel (Sigma-Aldricht Kft, Bu-
dapest, Magyarorszag) 38°C-on
emésztettik. Megismételtik a fixalast
és apreparatumokat 50-75-96%-os al-
koholsoron (Reanal, Budapest, Ma-

gyarorszag), 10 percen Kkeresztul
20°C-on viztelenitettik.
ISH prébak

A szintetikus IFNy, IL-4, IL-10 és IL-
2 mRNS oligonukleotid prébak ter-
vezését az Eurdpai Molekularis
Biologiai Hal6zat (EMBNET) fel-
hasznaldsaval végeztuk. Aprobéak el-
lenérzésekor mind a négy kivéalasz-
tott probara (I. tablazat) 100%-os iden-
titasi eredményt kaptunk. A prébakat
fotobiotinnal (Vector Laboratories,
Inc.,, Bulingame, USA) ,random
primed" maédon jeloltik.

In situ hibridizacio
Felhasznalas el6tt a lemezeket PBS,
pH: 7,4 pufferrel rehidraltuk. Az ISH

késziilék (Grant Boekel, Cambridge,
Nagy-Britannia) nedves kamrait
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Szeparélés el6tt

SideScatter
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Szepardlas utan

1. &bra: A szeparalas eredményességét bemutatd flow citometrias mérési eredmény

+37°C-ra melegitettik. A preparé-
tumokra mértik a 8 ng/ml-re bealli-
tott probak 20-20 ni munkahigitasat.
Minden mérésnél negativ kontrollt al-
kalmazunk, ahol aproba DNS helyett
csak hibridizacios puffert (20xSSC,
I0OOx Denhard's, 10 mg/ml lazac
DNS) (Pharmacia, Uppsala, Svéd-
orsz%g) hasznaltunk. A hibridizacié
(+40 C) 8 6ran keresztil tartott, majd
a rendszer visszatért szobahdre
(+20°C). A lemezeket steril BN puffer-
ben (0,AM Na-bicarbonat, 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. Kdzben a
gép kamrait visszaallitottuk +37°C-
ra. Szobahdn torténé szaritas utén a
lemezeket nedves kamréba helyeztik
és minden minta felszinére 20-20 ni
normal kecskeszérumot (HUMAN
RT, Godoll6, Magyarorszag) csep-
pentink, amellyel 10 percig inkubél-
tuk a preparatumokat. A nem speci-
fikus kot6helyek lefedése utédn a
lemezeket +37°C-os BN pufferrel
mostuk, és szaradds utan visszahe-
lyeztik a kamrakba. A koévetkezd
Iépéshben 20-20 ni alkalikus foszfataz-
zal jelolt streptavidin oldatot (Vector
Laboratories Inc., Bulingame, USA)
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2. dbra: Lymphocyto, kapun beliliflow citometrids mérési eredmény

cseppentettiink a preparatumokra. A
+37°C-on zajlé inkubacié 20 percig
tartott. A reakci6 végén megis-
mételtik a BN pufferes mosast. A
kamrakba visszahelyezett lemezekre
BCIP/NBT oldatot (Vector Labora-
tories Inc., Bulingame, USA) csep-
pentettilk és a mintékat tjabb 20 per-
cig inkubaltuk. A reakciéidé eltelte
utan a készitményeket csapvizzel,
majd desztillalt vizzel mostuk. Ezu-
tan a preparatumokat 1%-o0s metil-
zélddel (Merck, Darmstadt, Német-
orszag) kontrasztfestettiik (2 perc). A
lemezeket kétszeres desztillalt vizzel
torténé oOblités utan megszaritottuk
és mounting médiummal (Dako A/S,
Koppenhaga, Déania) fedtik. Fény-
mikroszkép (Olympus Optical CO,
Hamburg, Németorszag) negyvensz-
eres objektiv nagyitdsaval megha-
taroztuk a formazéan pozitiv sejtek
szédzalékos aranyat.

Statisztikai értékelés

A beteg csoport 1., 3., 14. napi ered-
ményeinek medi&njat hasonlitottuk a
kontroll csoport citokin mMRNS mé-
didn értékeihez. A statisztikai anali-
zist Mann-Whitney teszttel végeztiik.

Eredmények
Aramlasi citometria

Az insitu hibridizaciot megel6z6 sejt-
izolalds révén a fehérvérsejt szusz-
penzidbdl sikerilt 93-95 % tisztasagu
a mononukleéris sejtpopulaciot elki-
[6niteni. A mononukleéris sejteken
beltl 4 %-ban monocitak és 89 %-ban
limfocitdk voltak kimutathatok. A
limfocitdknak csak mintegy 5 %-a bi-
zonyult Blimfocitanak. Az 1. és2. dbra
valamint a 11 és 111 tablazat egy
reprezentativ mérés eredményét mu-
tatja be.
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PERIFERIA SZEPARALT PERIFERIA SZEPARALT
% % % %
Tho% 46 47
Lymphocita lapu 36 6 Tc% 20 2
Monocyta kapu 4 4 NK% 14 15
Granulocyta kapu 56 0 B% 6 5
Tormelék kapu 1 7

CD4/CD8 arany 2,25 ill. 2,14

Il. tablazat: I11. tdblazat:
Flow citometrias mérési eredmények Lymphocyta kapun bellli valtozas
szamszerd értékei
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jelolés: ** szignifikans kialonbség

3. dbra: IL-2 mRNS expresszié multiplex traumaban
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4. 4bra: IL-4 mRNS expresszié multiplex traumaban
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5. abra: 1L-10 mRNS expresszié multiplex trauméaban
ISH harmadik (22 %) napon is szignifkan-

Az IL-2 mRNS-re pozitiv sejtek sz&za-
Iékos értékeit a 3. dbran foglaltuk dssze.
Az azonos jeldlések az azonos szemé-
lyek adatait jelentik. A médian ered-
ményeket 0dsszehasonlitva megal-
lapithat6, hogy a balesetet kdvetd 1
napon az IL-2 gén expresszié médian
értéke nem valtozott, de a 3. napra
szignifikdnsan (p<0,05) megemel-
kedett (18 + 3,3% vs. 13 + 4,9%), a 14.
napra pedig visszatért a kontroll cso-
port atlagédhoz.

Az IL-4 mRNS expressziot vizsgél-
va megallapithatd, hogy bar a
médian értékek a kontrolihoz (16,5 %)
viszonyitva kissé emelkedtek (18 %,
20 %illetve 18 %), de a valtozas egyik
vizsgélati napon sem volt szignifi-
kéns (4. dbra).

Az IL-10 mRNS expressziot mutato se-
jtek %-o0s értékei a kontrolihoz (18 %)
viszonyitva mar az els6 (22 %) és a

san (p<0,05) magasabb értékeket értek
el. A 14. napra azonban a IL-10 mRNS
expresszio csokkent (20 %) és a szig-
nifikans kilonbség (p=0.07) megsz(int
(5. dbra).

Az IFN-y gén expressziot mutato se-
jtek aranya a kontrolihoz (14 %) viszo-
nyitva az egyes vizsgalati napokon
magasabbnak bizonyultak (17-17-17
%), de a kilénbség nem volt szig-
nifikans (6. abra).

Ertékelés

A sulyos szdveti sériilés sordn az as-
pecifikus immunrendszer aktivalddasa
és a specifikus immunrendszer zavara
figyelhet6 meg. Az immunrendszer
funkcionélis zavara és a betegség sz6-

vldmeényei k6z6tt szamos szerzd jelen-
t6s korrelaciot mutatott ki [2, 3, 4, 9],

A specifikus immunitas szabalyoza-
saban dontd jelent6ségli a T-helper se-
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6. abra: IFN-gamma mRNS expresszié multiplex traumaban

jtek érési dichotomidja. Ismertté valt
ugyanis, hogy a keringésben és a sz6-
vetekben a T-helper sejtek, a dont6
mdédon humoralis immunvalaszt reg-
ulaié Th2 ésadoéntd modon sejtes im-
munvalaszt reguldié Thl sejtekké
alakulnak. AThl és Th2 sejtek a ter-
melt citokinek tipusa alapjan viszony-
lag jol jellemezheték. A Thl iranyba
elkotelezett sejtekre az IFN-y, IL-2 mig
a Th2 irdanyba elkotelezett sejtekre az
IL-10, 1L-4 termelését tartjak jellem-
z6nek [6, 9]

Jelen vizsgalatunk soran a Th2 cito-
kinek mRNS-ére pozitiv sejtek %-os
aranyanak megnovekedését tapasz-
taltuk. Erdekes, hogy az egyes Th2
citokin gének expresszidja id6ben el-
tolddva jelentek meg. Az IL-10 gén ex-
presszidt mutatd sejtek ardnya mar a
balesetet kdvetd 1. napon jelent6sen
megemelkedett. Az IL-10 mRNS po-
zitiv sejtek aranya a 3. napon tovabb-

rais szignifikdnsan emelkedett maradt.
Az IL-10 az IFN-y, az IL-1, az IL-2 az
IL-6 és a TNF-a termelését jelent6sen
gatolja, igy az 11-10gén expresszio ko-
rai fokozddasanak jelent8s szerepe
lehet a szbveti sérilést koveté gyul-
ladasos reakcié szabalyozasaban. [6,
14, 15]. Ugyanakkor az IL-10 az IFN-
y termelés gatlasaval jelent6sen hoz-
zajarul a Th2 sejtvonal tulsdlyanak
kialakuldsahoz.

Az IL-10 mellett a Th2 sejtekre jellem-
z6 IL-4 gén expresszidot mutatod sejtek
aranya a vizsgéalat soran csak enyhén
emelkedett. Hasonl6 eredményt kap-
tak L. Bromly és munkatarsai is [7],
akik az IL-4 mRNS szintézisét a gyul-
ladasos betegségekben szenved6 be-
tegekben alacsony szintlinek talaltak.

A Th2 sejtekre egyarant jellemz6
citokinek génjeinek eltérd expresszi-
0jat kétféleképpen is magyaréazni le-
het. Egyrészrél ez az adat azt latszik
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alatdmasztani, hogy a Th2 sejtekre
jellemzd citokinek génjeinek expresz-
szivitasa kinetikajaban eltér, masrész-
rél jelentheti azt, hogy a Th2 sejtek
mellett nagyszdmban jelenhetnek
meg csak IL-10 gén expressziot mu-
taté egyéb mononukleéris sejtek is.

Jelen vizsgalatunkkal az IFN-y gén ex-
pressziot mutato sejtek ardnyaban szig-
nifikans emelkedést nem tudtunk
kimutatni, ellentétben W, Ertei és mun-
katérsai [10] vizsgalataval, akik multi-
plex traumat kdvet6en az IFN-y mRNS
expresszidjanak emelkedésérél sza-
molnak be. A két eredmény kozotti
eltérést magyarazhatja, hogy W. Ertei és
kollégai a citokinek mennyiségét, mig
munkacsoportunk a mRNS pozitiv se-
jtek sz&zalékos aranyéat hataroztak meg.
Hasonld lehet a magyarazata annak a
kulonbségnek is amely az IL-4 és az
IFN-y potencidlis antagonizmusat illeti.
Vizsgélatunk alapjan ugyanis az IL-4
(és az IL-10) pozitiv sejtek ardnyéanak
ndvekedését nem kovette az IFN-y gén
expressziot mutaté sejtek ardnyanak
csokkenése. E. Abraham és munkatér-
sai [1] ugyanakkor flow citometrias
technikéat alkalmazva a két citokin gén
expresszivitasa kozott kisérleti alla-
tokon a sériilés els6 napjan er6teljes és
kétirany( antagonizmust mutattak ki.

A citokin gének expresszidja a harma-
dik napon volt a legmarkansabb. Ezen
eredmények jol korrelalnak azokkal a
megfigyelésekkel [2, 3, 9, 11] amelyek
szerint a 3-5. napra esik a szervezet
valaszreakcidjanak teljessé valasa.
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A vizsgalat tizennegyedik napjara a
vizsgalt beteg csoport mRNS atlag-
értékei az IL-10 expressziot kivéve vis-
szatértek a kontroll csoport médian
értékeihez. Amely eredménnyel a be-
tegek gyorsan javuld klinikai &llapota
0sszhangban volt.

Osszegezve megallapithatjuk, hogy a
traumas szdveti sérilés az immunrend-
szer sejtes eleminek korai, jelent6s ak-
tivalodéasat okozza. A mRNS expressz-
i0 valtozasa a multiplex trauma Klinikai
lefolydsdval parhuzamosan véltozott. A
legnagyobb aktivaciotaz 1. ésa 3. vizs-
galati 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).0n the 1stdays 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 1stday, but IL-2was 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 achange in the
ratio and also in the activity of front
groups and subpopulations Thl/Th2.
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