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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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L-NMMA
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indukalhat6 nitrogén monoxid szintetaz
endothelialis nitrogén monoxid szintetaz
neuronalis nitrogén monoxid szintetaz
gyulladasos bélbetegségek

colitis ulcerosa

Crohn betegség

human leukocita antigén

tumor nekrozis faktor alfa

intercellularis sejtadhéziéos molekula-1

caspase recruitment domain-gyuladasos bélbetegségekre hajlamosito gén

nuklearis faktor kappa B
interferon gamma

endothelialis sejtadhézios molekula
vaszkularis sejtadhéziés molekula
NG-nitro-L-arginin
NG-monomethyl-L-arginin
trinitro-benzolszulfonsav
aminoguanidin
ornithin-dekarboxilaz

dextran natrium szulfat

human ko6ldokzsinér véna endothelialis sejt



PFA

DAB

PBS

FITC

NBT

NADPH

PECAM

paraformaldehid

diaminobenzidin

foszfat puffer

fluoreszcein-izotiocianat
nitroblue-tetrazolium klorid
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

trombocita-endothel adhézios molekula



2. Bevezetés

A gyulladasos bélbetegségek korébe sorolt Crohn betegség €s colitis ulcerosa az elmult
évtizedekben ,.titokzatos” korképeknek szamitottak melyek gyakorlatilag a szervezet egészét
érinthetik, és pathogenezisiikben tobb kiilonb6z6 korfolyamat vesz részt. Bar a pontos etiologia és
a teljes pathogenetikai rendszer tovabbra sem ismert, az elmult években jelentds eldrelépés tortént
ezen a téren mely alapvetden valtoztatta meg e korképekrdl alkotott elképzeléseinket, alapul
szolgalt az ugynevezett biologiai kezelés bevezetésére és eldrevetiti a tovabbi kutatasi utakat és
elérelépési  lehetSségeket. Uj eredmények szillettek az intesztinalis epithel miikodésérdl,
permeabilitdsardl, a bél baktérium mikroflora ¢és a nyalkahartya immunrendszerének
kolcsonhatasarol, az oralis immuntolerancia természetérél. Az epidemiologiai vizsgéalatok egész
sora segitette a kornyezeti tényezok és a Crohn betegség, valamint a colitis ulcerosa kapcsolatanak
jobb megismerését. Az experimentalis, genetikailag manipuldlt modelleken, ,,in vitro”
sejtkultarakon végzett vizsgalatok alapvetd adatokat szolgaltattak a bélgyulladas természetére
vonatkozoan. Mara jelentOs ismeretanyag halmozodott fel a gyulladast fokozo és a gyulladast
csokkentd citokineknek, ndvekedési faktoroknak és mas bioaktiv molekuldknak a bélnyalkahartya
homeosztazisaban jatszott szerepére vonatkozoan. Jelenleg a genetikai és immunologiai, illetve
immungenetikai  tényezoék  tekinthetdk  dominansnak a  gyulladdsos  bélbetegségek
etiopathogenezisében és ezen a téren gyarapodo ismeretekt6l varhatok a betegség tovabbi atfogobb
megismerésének 1éhetdségei.

A gasztrointesztinalis rendszer gyulladasos valaszkészsége korlatozott. Az inflammatorikus
reakcio szovettani és funkciondlis jellemzodit els6sorban az anatomiai helyzet és a folyamat
id6ébelisége hatarozza meg kevésbé a kivaltd tényezék. Mindez egy végsd kozos gyulladasos utat
feltételez hasonld gyulladasos sejtek, citokinek, lipid mediatorok részvételével. A Kkiterjedt
gyulladasos infiltratum és a szoveti elvaltozdsok hatterében zajlo komplex immunoldgiai
folyamatoknak részese az EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-nitrogen oxide) rendszer

mely, a szervezet egyik altalanos és alapvetdé mediator és effektor anyagat a NO-t termeli L-
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argininbol. A nitrogén oxide a szervezet egyik legkisebb biologiailag aktiv molekuldja, mely
vasodilatator, neurotransmitter és a gyulladdsos reakcidk fontos tényezdje, mint mediator és
effektor molekula.

A nitrogén oxide szerepe a gyulladdsos bélbetegségekben, a bélnyalkahartya szintjén zajld
gyulladasban nem tisztazott. Az epithelium, a nyalkahartyat infiltralé gyulladdsos sejtek valamint
az endothel termelte kiilonbozé nitrogén oxide szintetdz izoformak altal 1étrehozott - nitrogén
oxide jelenléte és koncentracidja a gyulladas kiilonbozd fazisaiban proinflammatorikus illetve
antiinflamatorikus hatast fejt ki és valoszinlileg mas, mas modon érvényesiil a Crohn betegségként,
valamint colitis ulcerosaként jellemzett gyulladasban.

Munkénk sordn a nitrogén oxide szintetdz izoformdk expresszidjanak mindségi és mennyiségi
vizsgélatat végeztiik Crohnos és colitis ulcerosds nyalkahartydban valamint a gyulladdsos
bélbetegek szérumaval kezelt human koldokzsinor endothelidlis sejtekben a gyulladasos folyamat
kiilonboz6 fazisaiban. Célunk az NO szerepének megvilagitasa, a kiillonbségek regisztralasa a
gyulladdsos  bélbetegségek  kiillonbozé  formaiban, ¢és ennek esetleg  gyakorlati,

differencidldiagnosztikai szempontbol valé értékelése.

3. A gyulladasos bélbetegségekral altalaban

A gyulladésos bélbetegségek (IBD) ismeretlen eredetli, visszatérd, sajatos kronikus
hullamz6 lefolyast mutatd, valtozatos intesztinalis €s extraintesztinalis tliinetekkel jaro korképek,
melyek elofordulasi gyakorisaga vildgszerte novekszik. Bar egyértelmii, preciz atfogd
epidemioldgiai adatok Magyarorszagon nem allnak rendelkezésre, az eddigi eredmények colitis
ulcerosaban 8, Crohn betegségben 3-4 kozotti incidenciat mutatnak, folyamatosan novekvo
tendenciaval az elmult harom évtizedben. Az USA-ban és a Nyugat-Eurdpai orszagokban ennél
enyhén gyakoribb eléfordulas észlelhetd, mig Azsia, Afrika, Dél-Amerika orszagaiban sokkal
ritkabban fordul eld. Els6sorban a fiatal korosztalyokat érinti, a betegség kezdete tilnyomorészt az

els6 ¢és masodik évtizedre tehetd. A pontos etioldogia ismeretének hidnydban a mai kezelési
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lehetdségek a betegség gyodgyitasara nem alkalmasak, igy minddssze a tiinetek kezelésére, a
szovodmények elkeriilésére és kezelésére iranyuld torekvések maradnak, a beteg megfeleld
¢letmindségének biztositasa érdekében.

Az IBD jelen elképzelés szerint genetikai, kornyezeti és immunolédgiai tényezok komplex
egylitthatdsa eredményeként alakul ki. A két {6 klinikai entitéds, a colitis ulcerosa (CU) és Crohn
betegség (CD) kivaltasdban és fenntartdsdban a fenti tényezok kiilonb6zé mértékben vesznek részt.
IBD-ben az immunsejtek valamint a gyulladasos cytokinek szama és aranya is kiillonbozik (1).
Ennek ellenére a diagndzis és a differencidl diagndzis tovabbra is alapvetden a klinikai tlineteken,
a radiologiai és endoszkopos eltéréseken alapul, melyek colitis ulcerosdban a vastagbél
nyalkahartya fekélyes elvaltozasaira, Crohn betegségben a gasztointesztindlis traktus barmely
részén eloforduld szakaszos transmurdlis gyulladdsos, fekélyes eltérésekre ¢€s ezek
kovetkezményeire vezethetok vissza. A szoOvettani lelet, a gazdag leukocyta infiltracio,
granulocytdk, monocytak, lymphocytdk megjelenése a bélfalban, nem diagnosztikus. Az esetek
jelentds részében a patologiai vizsgalat nem perdontd a diagnozis felallitasaban.

Az IBD gyakoribb csaladi el6forduldsa valamint mas genetikai eltérésekkel vald tarsulasa
évek ota felveti a genetikus tényezok fontossagat a betegség eldfordulasaban. A genetikai hattér
tisztazasara iranyuld vizsgalatok sordn az immunolodgiailag relevans gén produktumok (HLA-DR,
HLA-DQ, IL-1RA, TNF, ICAM-1) génjei keriiltek el6térbe. A NOD2/CORDI15 gén mutacidja
elsésorban Crohn betegségre jellemzd. A CORDI1S5 fehérje a periférias vér monocytdiban a
lipopolysaccharidok ¢és bakteridlis fehérjék intracellularis receptoraként szerepel. A nuklearis
faktor kappa B (NF-kB) aktivalasat kozvetiti, mely a pro- és anti-inflammatorikus mediatorok
termelését eredményezi. A gén mutacidja a mononukledris sejtek funkcid kéarosodasa altal a
gyulladasos cytokin konfiguracié megvaltozasat eredményezheti. Ujabban felmeriilt a 1023
kromoszoman a DLGS5 gén specidlis haplotypus variansanak szerepe IBD eldéfordulasaban.

Valosziniileg 1éteznek Crohn betegség specifikus €s colitis ulcerosa specifikus gének valamint



crer

kozos IBD gének melyek defectusai a nyéalkahartya immunreguldcidjanak egyensulyat
megbontjak.

A Crohn betegség kialakulasanak hatterében felmeriilt a velesziiletett immunitas
elégtelenségének kovetkeztében kialakuld tokéletlen intesztindlis barrier funkcio lehetsége. Az
epithelium valamint a lamina propria fagocitainak, a granulocitdknak és a makrofagoknak a koros
mitkddése kovetkeztében a lamina propria sejtjeinek expozicioja fokozott a luminalis bakteriumok
iranyabol ami koros T sejt medialta gyulladashoz vezethet (2,3,4).

Fliggetleniil az eldsegitd tényezdk egyiitthatdsanak mértékétdl az immunrendszer kdzponti
szerepet jatszik a betegség patogenezisében Az IBD patogenezisében a bél nyalkahartya
immunrendszerének koros miikodése kozponti helyet foglal el. A rendszer normalis miikodésének
jellemzdi az oralis tolerancia, kronikus kontrollalt (fiziologias) gyulladas és a helyi IgG termelés,
melyek egyensulyanak megbomlédsa vezet az IBD kialakuldsahoz. Infektiv tényezdk kozponti
szerepét a gyulladas kivaltasdban tobb indirekt adat felveti, de a feltételezett korokozok
azonositasa nem jart sikerrel. A kozponti kérdés tovabbra is az, hogy mi valtja ki és mi tartja fenn
a gyulladast. A T sejtek autoreaktivitasara utalé adatok nem adnak teljes magyardzatot. A klinikai
¢s alapkutatasi eredmények jelenleg koros nyalkahdrtya immunregulacio és elégtelen barrier
funkcio mellett szolnak. A két eltérés egymassal 0Osszefligg: a nyalkahartya-gat elsddleges
elégtelensége megzavarhatja a normalis nyalkahartya immunregulacio kialakuldsat, masrészrél a
nyalkahartya immunregulacio defectusa olyan citokin valtozasokat okoz, melyek karosithatjak az
intesztinalis barrier funkcidt. Az antigének melyek felerdsitik a gyulladdsos valaszt, részei lehetnek
a normalis intesztindlis floranak, vagy kozonséges fert6zd agensek lehetnek. A normalis
nyalkahartya fléraval szembeni tolerancia elvesztése a betegség kialakulasahoz vezethet. A
kronikus gyulladés, a bélben levd antigén trigger €s a kéros immunregulécio egylittes hatasanak
kovetkezménye (2).

A colitis ulcerosaban és a Crohn betegségben egyarant aktivalt CD4+ T sejtek talalhatok a

lamina propridban ¢és a periférias sejtekben, melyek gyulladdsos citokineket termelnek. A citokinek



vagy direkt modon, a makrofagok és B sejtek aktivacigja altal, vagy indirekt modon, a
mikrokdrnyezet megvaltoztatdsa, a periférias erekbdl a gyulladasos sejtek kidramldsdnak
elésegitése altal hatnak. A Crohn betegségben Th1 tipust talsuly észlelhetd IL-2, TNF-a, és INF-y
termeléssel, mig colitis ulcerosdban Th2 talstly mellett f6leg IL-5 és IL-10 termelddik. A két
betegség kiilonb6zé makroszkopos gyulladdsos eltérései visszavezethetok ezekre a citokin
kiilonbségekre. Ugy tiinik, hogy a gyulladdsos citokin profil kiilonbségei genetikailag
meghatarozottak.

A kiilonbozd citokinek és a bakteridlis lipopolisaccharidok hatdsara nitrogén monoxid
szintetdiz (NOS) indukalédik ¢és az 4altala termelt nitrogén monoxid (NO) vasodilatator,
neurotrasmitter és effektor feladatokat 1at el (5).

Az etiopatogenetikai kiilonbségek bizonyos részleteinek ismerete, a meghataroz6 szerepet
jatszo gyulladdsos mediatorok, vagy adheziv molekulak szelektiv gatlasat teheti lehetdve,

lehetdséget adva az IBD kiilonb6z6 formainak specifikus kezelésére.

4. A nitrogén monoxid és nitrogén monoxid szintetaz izoformak

A kiterjedt gyulladdsos infiltrdtum és a szdveti elvaltozasok hatterében zajlé komplex
immunologiai folyamatoknak részese az EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-nitrogen
oxide) rendszer mely, a szervezet egyik altalanos €s alapvetd mediator és effektor anyagat a NO-t
termeli L-argininbol. A NO a szervezet egyik legkisebb bioldgiailag aktiv molekulaja, mint
ubiquiter szabadgyok, mennyiségétdl, keletkezési helyétdl és idejétdl valamint a kdrnyezetében
zajlo reakcioktol és a pH-t6l fliggben pozitiv vagy negativ szerepet jatszik a gyulladasos
folyamatok keletkezésében és fenntartasaban (6,7,8).

A nitrogén monoxid szintetdz (NOS) harom kiilonb6z6 formaja ismert. Az I. tipusi NOS,
vagy neuronalis NOS (nNOS), egy citoplazmaban 1év0 szolubilis enzim, mely els6sorban az
agyban van jelen, de megtaldlhatd a gerincvelOben, a periférids idegekben, vazizomzatban,

r r . . , r17 1° . y o ++ .. yqe
vesében és pancreasban is.(9) Konstitutivan expresszalddik az intracellularis Ca’ minimalis
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emelkedésének hatdsara az idegsejtekben és idegvégzddésekben. A hatasara keletkezd NO tobbek
kozott a tanulasi ¢és memoria funkcidkban, a fijdalom ingerek kialakulasaban ¢és a
gasztrointesztinalis motilitas befolyasolasaban vesz részt.

A 1II. tipust NOS, vagy indukalhato NOS (iNOS), szintén szolubilis enzim és
neutrofilekben, monocitadkban, makrofagokban, T-limfocitakban, endothel, epithelialis valamint
egyéb sejttipusokban fordul elé (10). Transzkripcids szinten szabalyozhatod, bakteridlis
lipopolysaccharidok ¢és gyulladasos citokinek indukaljadk. Nagy mennyiségben keletkezik az
intracellularis pathogének és a tumor sejtek elleni védekezésben. Termelddése fliggetlen az
intracellularis Ca " atmeneti valtozasaitol.

A TII. tipustt NOS vagy endothelialis NOS (eNOS), Ca" -kalmodulin fiiggd és a vascularis
tonus valamint az endothelium homeostazisanak fenntartdsdban jelentds. Kismennyiségben termel
NO-t, mely aktivalja a solubilis guanilat-ciklaz enzimet és ezzel a masodlagos hirvivd cGMP
szintézisét eldsegitve, a fiziologids simaizom tonus fenntartasat biztositja (11,12,13,14).

A Thl és a makrofag eredetii citokinek, mint a TNF-a, TNF-B (limfotoxin-a, INF-y) vagy
IL-1B, onmagukban, vagy egyiittesen iNOS expresszot indukalnak, és egyuttal fenntartanak egy
altalanos gyulladasos valaszt, mas citokinek, endothelidlis sejtadhézidos molekuldk (ECAM) és
enzimek indukalasaval. A folyamat részletei nem tisztdzottak, de in vitro vizsgélatok azt mutatjak,
hogy ezek a mediatorok aktivaljak az NF-kB-t. Az NF-kB ubiquiter transkripcios faktor, az
immunfolyamatok és a gyulladasos reakciok pleiotrop szabalyozé molekuldja (15). Aktivalodasat
kovetden az NF-kB a sejtmagba transzlokalodik és kiilonbozé gének promoter régidihoz kdtddve
aktivalja a gyulladdsos és immunvalaszban fontos gének transzkripcidjat, igy pl. az IL-18, IL-2,
IL-6, IL-8, 11-12, TNF-a, ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1), E-selectin, iNOS, ciklooxigenaz-2 képzddését indukalja. Az NF-kB a Rel
transkripcids faktorok csaladjdba tartozo, heterodimer molekula, amely egy p50 és egy p65
alegységbdl all és a citoplazmaban taldlhatdo az IxB inhibitor molekulaval egyiitt. Aktivalodasa

kiilonb6z6 bakterialis és virus eredetli anyagok hatésara torténik.
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Az NF-kB aktivacidos mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. A kiillonb6zd aktivalo
tényezok tobb jelatvivé utat aktivalnak, melyek az intracelluldris reaktiv oxigén metabolizmus
erdsitése iranyaba konvergélnak (16, 17). Az intracelluldris oxidativ stressz hatasara egy vagy tobb
redox érzékeny kinaz aktivalodik, amelyek specifikusan az IxB-t foszforilaljak. Ez a foszforilacio
érzékenyiti az IxkB-t egy nem-lizozomalis ATP-fiiggé 26S proteolitikus komplex altal torténd
proteoszoma fontos része az NF-kB aktivacidjanak, szelektiv gatlasa blokkolja az ICAM, E-

selectin, ¢s VCAM citokin aktivaciojat és a kovetkezményes sejt-endothel interakciot.

5. A NO sejt és szoveti hatasai

A NO a gasztrointesztinalis hamsejtek funkcidinak fenntartdsdban fontos és fokozza a
gyomor ¢s bélham szekréciot (18). A szolubilis guanilat-ciklaz aktivalasan keresztiil a gyomorban
a mucin termelddését segiti eld a cholinerg receptorok aktivalasanak kdvetkeztében (11). Potens
vasodilatatorként a megfeleld vérellatas biztositasa altal a nyalkahartya védekezd funkcioit

tamogatja (9). Ugyanez a hatasa érvényesiil szepszisben is.

A gyulladasos cytokinek befolyasoljak és szabalyozzak az endothelidlis NO szintet, amely
az endothel homeosztazisanak fontos eleme (19) Az endothelidlis sejt apoptozisat a gyulladasos
citokinek és a reaktiv oxigén gyokok fokozzak, mig az eNOS eredetli NO gatolja. Az apoptdzis
gatlasa hozzajarul az endothelidlis eredetli NO gyulladascsokkent6 és angiogenetikus aktivitasahoz

(20).

A NO csokkenti az adhézioés molekulak expresszidjat a neutrofileken és az endotheliumon
ezaltal csokkenti a leukocita adhézidt, és valdszinilileg gatolja a hizdsejtek aktivacigjat (1,21) A
NO csokkenti a makrofag citokin termelést ugyanakkor az iNOS eredeti NO a makrofagokban
meghatarozo jelentdségli a baktériumok elleni védekezésben. Oxidativ stressz koriilményei kozott

gyokfogoként csokkenti a sejtkdrosodast. Az iNOS aktivitas bizonyitottan proliferaciéo gatlassal,
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fokozott apoptozissal és cytotoxikus aktivitassal tarsul. A NO sejtkarositd hatasanak pontos
mechanizmusa nem ismert. Az egyik elképzelés szerint, az iINOS eredeti NO oxigén
szabadgyokokkel, pl. szuperoxiddal reagalva peroxinitritet képez, amely eldsegiti a tirosin
oldallancok nitrotirozinna torténd atalakitasat (22). Magas NO szintek esetén fokozddik a DNS

karosodas, romlik a vas-kén tartalmi enzimek mitkddése és a mitokondrialis 1€gzés.(23,24,25,26)

6. A NO és a gyulladasos bélbetegségek

a. Az iNOS vizsgalata klinikai tanulmanyokban

A NO-nak mint gyulladdsos medidtornak a vizsgalata colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben gyakran ellentmond6 eredményekhez vezetett. A citrullin szint alkalmas lehet az
iNOS aktivitdas meghatarozasara, miutdn az NO-val equimolaris mennyiségben keletkezik az
argininb6l NOS hatasara. A citrullin szintet magasnak talaltdk aktiv colitis ulcerosas betegek
rectalis biopszids mintajaban (27). NOS gatlé N°-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) hozzaadasa
a biopszias mintdkhoz csokkentette a citrullin szintet (27). Mas vizsgalatokban az iNOS aktivitas
szignifikdnsan magasabb volt colitis ulcerosas nyalkahartyaban, mint a kontrollban de nem volt
magasabb Crohn betegekben a kontrollhoz viszonyitva (28,29).

A NO meghatarozas mas moédjai a luminalis gz kozvetlen kimutatasa, a nyalkahartya NO
szintjének elektrodokkal vald6 mérése, valamint a NO metabolitok kdvetése. A vastagbél gazok
chemiluminescencias technikaval torténé vizsgalata jelentésen magasabb NO tartalmat mutatott
colitis ulcerosas betegekben a kontrollhoz képest (30). Hasonl6 technikat alkalmazva aktiv colitis
ulcerosas betegekhez hasonléan magas NO szintek voltak detektalhatok Crohn betegség kiillonbozo
klinikai formaiban (31). Ugyanakkor jelentésen nagyobb NO giaz mennyiség volt észlelhetd
collagén colitisben mint colitis ulcerosaban ami kérdésessé teheti az NO jelentdségét mediatorként
gyulladéasos bélbetegségekben (32).

A nyalkahartya NO, colonoscopon at bevezetett elektrodakkal torténd kozvetlen mérése

colitis ulcerosaban, a makroscoposan ép és fekélyes teriileteken is szignifikansan magasabb
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értékeket mutatott, mint a kontroll csoportban (33). A steroid kezelés mintegy felére csokkentette a
nyalkahartya NO tartalmat (33). A nitrit mint a NO stabil metabolitja, a vizeletben - standard
koriilmények kozott és fertdzés hianyaban - jelezheti a NO aktivitdas mértékét. Az aktiv colitis
ulcerosas betegek 12 ords illetve 24 oOras gyljtott vizeletének nitrit tartalma jelentdsen
magasabbnak mutatkozott az inaktiv colitises €s a kontroll csoporthoz képest (34).

Osszességében tehat az iNOS expresszid és aktivitas, illetve a NO termelédés altalaban
magasabb IBD-ben. Ez az 0Osszefiiggés erdsebb colitis ulcerosaban ¢és bizonytalan Crohn
betegségben. Tisztazatlan tehat, hogy a NO nemspecifikus markere-e a bélgyulladasnak, vagy
kozvetlen medidtora a gyulladasos valasznak. A magas szoveti iNOS aktivitds és NO szint jol
korrelalt a colitis ulcerosa klinikai és endoscopos aktivitasaval (35). A NO, illetve a szérum ¢és
vizelet nitrit szintje, j6 megfelelést mutatott a C-reaktiv protein, az erythrocita siillyedés, a
fehérvérsejt és a thrombocita szint értékével (34, 36). A iNOS expresszio korrelacidja a betegség

aktivitasaval Crohn betegségben kevésbé egyértelmii (37,38).

b. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az iINOS fehérje expresszid fokozott volt colitis ulcerosés betegek lamina propriajaban,
valamint az epithelidlis sejtek citoplazméjaban a kontroll mintdkhoz képest (39). Hasonlo eloszlast
¢észleltek Crohn betegségben is (40). Fokozott iNOS expresszid és az iNOS+ keringé monocitak
magasabb aranya volt megfigyelhetd IBD betegeken (41).

A konstitutiv NOS izoforméak expresszidja is megvaltozik colitis ulcerosdban. Az nNOS
csokkent a muscularis mucosaeban, mig az eNOS fokozott volt a lamina propria teriiletén (42). A
magas iINOS szint nem specifikus IBD-re mivel fokozott expressziot talaltak infektiv colitisben is
az epithelidlis sejtekben, amely a gydgyulds soran csokkent (43). Az intenziv iNOS festddés
mellett, nitrotirozin pozitivitds is kimutathato colitis ulcerosads és Crohn betegek nyalkahartya
epithel sejtjeiben, jelezve a NO — peroxinitrit - nitrotirozin folyamatsort, amely a cellularis

fehérjéket karositja (44).
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c. A NO colitises allatmodellekben

Trinitro-benzolszulfonsav (TNBS) altal indukalt tengerimalac ileitisben N-nitro-L-arginin
(L-NAME), egy nem szelektiv NOS inhibitor hatasara, a gyulladasos eltérések csokkentek (45).
Szelektiv iNOS gatld6 aminoguanidin (AG) szintén csdkkentette a gyulladds intenzitdsat hasonlo
modellen (46). Peptidoglican/polysaccharid indukalta patkény colitisben az L-NAME ¢és AG
egyarant csokkentette a NO termelddését, a vizeletben és szérumban mért nitrit/nitrat szintek
alapjan (47). Hasonldéan csokkent a myeloperoxydase aktivitds, a colitisre jellemzd bélfal
megvastagodas €s az intesztindlis izom hiperplazia (48,49). Mas vizsgalatokban azt talaltdk, hogy
a NOS gatlas ideje meghatarozo lehet, TNBS el6tt adott L-NAME rontja a colitist, mig forditva a
colitis javult. Valoszini, hogy a korai gatlds a constitutiv NOS kiesésével a védé hatés
elmaradasahoz vezet (50).

Az iINOS karos hatasadt bizonyitd vizsgdlatok mellett tobb kisérlet szamolt be
gyulladascsokkentd védd hatasrol. TNBS indukalt patkany colitis modellen az L-NAME-val
torténd gatlas fokozta a gyulladasos eltéréseket (51). Patkanyon indukalt DSS colitisben az L-
NAME ¢s az AG kezelés is karosnak bizonyult (52).

Az iINOS hianyos genetikai modelleken indukalt colitisekben egymasnak ellentmondd
elvaltozasokat észleltek az iNOS szerepére vonatkozoan (53, 54).

Az allatkisérletek ellentmondédsos eredményei részben a modellek kiilonb6zdségébdl,
részben a vizsgalati kiilonbségekbdl adodnak. Ugy tiinik, fontos szerepet jatszik a NOS gatlas ideje
valamint kiilonbozik az NO szerepe a sejttipustol és a koncentraciotdl fiiggden is.

Széleskorti vizsgalatok ellenére a NO-nak a kronikus gyulladdsos bélbetegségekben jatszott
szerepe nem tisztazott. A legtobb vizsgalatban magas NO szintet és fokozott NOS expressziot
talaltak colitis ulcerosas vastagbél nyalkahartyaban, ugyanakkor a Crohn betegségben mért értékek
ellentmondésosak (37). Ujabban az IBD kiilénbozé formaiban mért eltéré szérum és vizelet nitrit

szintek (6, 36, 55) alapjan felmeriilt, hogy az NO mennyiségek a gyulladds mértékét illetve
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kiilonbozé formadit jellemzik, és magyarazatot nyujthatnak az észlelt microvascularis szerkezeti

valtozasokra és bélmotilitasbeli kiillonbségekre (10, 20, 56).

d. Az arginin metabolizmus alternativ ttjai

Az arginin metabolizmus kompetitiv utja az argindz 4altal torténd bontds melynek
eredményeként L-ornithin és urea keletkezik, az eldbbi az ornithin-dekarboxildz (ODC)
szubsztratumjaként poliaminokka alakulhat. A poliaminok a vastagbél hadmsejtek novekedését
serkentik és befolyasoljak a nyalkahartya apoptdzisat pro-apoptotikus vagy anti-apoptotikus
iranyba, egyuttal csokkentik a mononukledris sejtek velesziiletett immunvalasz potencidljat (57,
58, 59, 60, 61). Az argindz hatasa tehat a bélgyulladasban két modon érvényesiil: egyrészt az iNOS
modulaljak. Két argindz forma kiilonithetd el, az I. tipus, amely elsésorban a méjsejtekben
talalhato ¢és a II. tipus, mely a legtobb szovetben el6fordul a mitokondriumokhoz tarsultan (62).

Fokozott argindz aktivitast észleltek colon tumorban és colitisekben (63). Ellentmondo
eredemények sziilettek az ODC decarboxildz aktivitasarol IBD szdvetben (64, 65,66).
Az allatkisérletek soran arginin adasa egyes esetekben enyhitette a gyulladast, mas esetekben
fokozta a szoveti karosodast a magas iNOS akivitas és NO szint altal (67,68,69). Mas
allatmodellekben az arginaz-ODC rendszer erdsitésével és a NOS gatlasaval sikeriilt védd hatést
elérni. Az ellentmondasok magyarazatiul szolgélhat, hogy a NOS gétlok nem teljesen szelektivek

¢s potencialis arginaz gatlo hatasuk lehet. (70, 71).

7. A HUVEC és NO

A human koldokzsinor véna endothelialis sejtek (HUVEC) tenyészetét gyakran hasznaljak,
mint specifikus modellt az endothelium miikddésének vizsgalatara. A HUVEC rendkiviil érzékeny
azokra a gyulladaskeltd dgensekre, melyeket a kiilonb6z6 cytokinek 6nmagukban vagy egylittesen

kiilonboz6 Osszetételben képviselnek. A NO-t a HUVEC-ben konstitutivan az eNOS termeli, mig
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bizonyos stimulusok hatdsara az iNOS. (72-73). A termelt NO hozzajarul az endothelidlis sejtek

----------

(74,75,76).

8. Célkitizések

A NO kronikus gyulladasos bélbetegségekben jatszott szerepe a nagyszdmu human szveten
végzett vizsgalat, valamint &llatmodellen ¢és sejtvonalakon végzett kisérletek ellenére sem
tekinthetd tisztazottnak Egymasnak ellentmond6 eredmények sziilettek a NO és a NOS izoformak
megjelenésérdl és aktivitdsardl colitis ulcerosaban és Crohn betegségben. Valoszinilinek tiinik,
hogy az NO fontos mediatora a szoveti gyulladasnak és szerepe a termelddés helyének, a NO-t
gyulladas fennallasi idejének és sulyossdganak fliggvénye. Colitis ulcerosadban inkabb a rendszer
fokozott aktivitasat észlelték, mig Crohn betegségben, bizonyos esetekben magas, maskor alacsony
szintek voltak mérhetok. Crohn betegségben ismert a nyalkahartya microvascularis rendszerének
strukturalis valtozasa és valoszintileg ezzel kapcsolatos a vasodilatator kapacitas dysfunctioja. A
NO szintje valamint a NOS expresszioja jelezhetik a gyulladasos aktivitast és valoszinlileg
Osszefiiggés van a NOS szintek valtozasa valamint az észlelt morfologiai eltérések kozott.

Vizsgalataink sordn az iNOS ¢és eNOS expressziojat €és lokalizaciojat vizgaltuk colitis
ulcerosés és Crohn betegek vastagbél nyalkahartya endoszkopos biopsziaiban. A gyulladas altal
érintett és megkimélt teriiletekbdl aktiv és inaktiv klinikai allapotban nyert biopszids anyagok
szisztémas hisztologiai és immunhisztologiai vizsgalatara keriilt sor. Az els6, kdzvetlentil klinikai
jellegi vizsgalatot kovetden, a munka masodik részében laboratoriumi kiegészitd vizsgalatokra
keriilt sor. Aktiv colitis ulcerosas €s Crohn betegek szérumdnak hatasat vizsgaltuk HUVEC
tenyészetekben. Az eNOS ¢és iNOS expressziojanak ¢€s lokalizacidjanak kimutatasara konfluens és

semi-konfluens HUVEC tenyészetekben keriilt sor. Szintén kovettik a sejtek viabilitasi
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mutatdinak, az apoptotikus és nekrotikus aktivitasnak valamint a proliferacionak a valtozésait a
NOS izoformak expresszidjanak fiiggvényében gyulladasos €s kontroll szérumokkal tortént kezelés
soran.

A NO szerepének tisztazdsa segitheti a gyulladasos bélbetegségek pathognezisének

részletes feltarasat, és ezaltal a jovoben diagnosztikus €s esetleg therapids haszna is lehet.

A felvetett kérdések alapjan a klinikai és kisérletes munka 6 célkitiizései az alabbiak voltak:

1. A iNOS ¢és eNOS expresszidjanak és lokalizaciojanak vizsgalata colitis ulcerosés és
Crohn betegek nyalkahartya biopszids mintajaban.

2. A NOS expressziot mutatd sejtek és szovetstrukturdk azonositisa (kettds jeldlésti
immunhisztokémiai technikakkal) és Osszhasonlitdsa a kiilonb6zd betegségformakban, valamint
azon beliil a vastagbél makroszkdposan gyulladt vagy gyulladasmentes szakaszai kdzott.

3. A mindségi vizsgalatok mellett (hisztokémia, immunhisztokémia), a kiilonb6zd
betegcsoportokbol nyert kolonoszkopos biopszias mintak NOS protein mennyiségi meghatarozasa
Western blott technikaval.

4. A vaszkularis statusz O0szehasonlitdsa colitis ulcerosas és Crohnos vastagbél biopszids
mintakban kiilonos tekintettel a neovaskularizacios jelenségekre.

5. A klinikai kép, aktivitasi tiinetek, €s a NOS izomérek expresszidja kozotti osszefliggés
vizsgalata.

6. A NADPH-diaforaz expresszidjanak ¢és lokalizacidjanak vizsgdlata colitis ulcerosas €s
Crohnos vastagbél biopszids mintakon.

7. A NADPH-diaforaz és a NOS izoformék co-lokalizaciojanak vizsgalata IBD-s vastagbél

biopsziadkban.
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8. Az eNOS ¢és INOS expresszidjanak, lokalizaciojanak és valtozasainak regisztralasa
colitises és Crohnos szérummal kezelt konfluens és semi-konfluens HUVEC tenyészetekben. A
kiilonbo6z6 tipusu gyulladdsos szérumok altal kivaltott valtozasok 6sszehasonlitasa.

9. A sejtek viabilitasi mutatdinak, az apoptotikus és nekrotikus aktivitdsnak valamint a sejt
proliferaci6 valtozasainak a vizsgalata IBD-s szérummal kezelt HUVEC-n a NOS izoformak

expresszidjanak fliggvényében.

9. Anyagok és modszerek

Betegek kivalasztasa, kezelése

A vizsgalatban résztvevo IBD betegek évek ota ismert colitis ulcerosaban vagy Crohn betegségben
szenvedtek. A vizsgalatba torténd bevonds el6tt legalabb hat honapig nyugalmi fazisban voltak,
illetve a vizsgalat el6tti négy hétben nem kaptak szisztémas vagy lokalis kortikoszteroidot és az
alkalmazott gyogyszeres kezelés (5-ASA) dozisa stabil volt. A vizsgalatba torténd bevonas
kritériuma a tlinetek fellingolasa volt, enyhe-kozepes aktivitasi forma megjelenése (UC-DAI,
CDAI). A colitis ulcerosas betegeknek proctosigmoiditise vagy bal oldali colitise volt. A Crohn-
betegekben a gyulladds a vastagbélre lokalizalodott. Az endoszkopos eltéréseket az ismert
endoszkopos aktivitasi indexek szerint értékeltiik. (I. tdblazat) Nem-stenotizald és nem-penetrald
gyulladasos formakat vizsgaltunk, melyet a bécsi Crohn-betegség osztalyozas kritériumai (Vienna
classification, 1998) alapjan hataroztunk meg. A vizsgalt betegcsoportok nem és kor szerint
eloszlas alapjan Osszehasonlithatok. A Crohn-betegeknek magas C-reaktiv fehérje szintjik
(CRP>10 mg/l) volt, tilyog ¢és fertdzés jele nélkiill. A betegek sennoside B-t (X-PREP,

Mundipharma) kaptak a kolonoszkdpia el6tt 16 oraval.
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I. Tablazat Colitis ulcerosas (CU) és Crohn betegek (CD) adatai

Dg. No ]EZletkor (év) Nem F/N | Endoszképos Klinikai Kezelés
Atlag Atlag aktivitdsi index | aktivitasi index
CU 24 28 (19-36) 13/11 G: 4 4<UC-DAI 5-ASA
Gz: 12
G3: 8
CD 20 30 (21-45) 13/7 8<CDEIS<14 150<CDAI=<450 | 5-ASA
Kontroll 16 31 (25-38) 8/8

Go.3: A colitis ulcerosa endoszkdpos gyulladasi foka (Lennard-Jones, Br Med J, 1964, 1:89)
CDEIS: A Crohn betegség endoszkopos stlyossagi indexe (Modigliani, Gut, 1989, 30:983-89)

UC-DALI: Colitis ulcerosa aktivitasi index (Truelowe-Witts, Br Med J, 1955, 2:1041)

CDALI: Crohn betegség aktivitasi index (Best, Gastroenterol, 1979, 77:843)
5-ASA: 5-amino-salicyl sav

Biopszia mintavétel

A vastagbél biopszia mintdkat IBD betegekbdl a gyulladt és makroszkoposan a gyulladas altal
megkimélt sigma és jobb oldali colon teriiletekrdl vettiik. (1. tabladzat). A kontroll mintékat
colorectalis carcinoma sziirésen résztvevd, egészséges egyének kolonoszkopias vizsgalatakor
vettiik. Az utdbbi mintavételbdl szarmazo biopsziakat csak akkor hasznaltuk vizsgalatainkban, ha a
patoldgiai-szdvettani elemzés sordn a nyalkahéartya nem mutatott gyulladasos tiineteket. Mindenik,
a vizsgalatban részt vevd egyén nyilatkozatban fejezte ki hozzajarulasat a kisérletekben valo

részvételre.

Veérszéerumok gyiijtése

A kisérletben résztvevd betegektdl 5-5 ml vért vettiink citratos vakuumcsovekbe, majd 2000 rpm

fordulattal 10 percig centrifugéltuk. A szérumokat (feliiluszo) elkiilonitettiik és felhasznalasig

fagyasztoban (—80C°) taroltuk.
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Szovettani vizsedlatok

Biopsziak elokészitése

A 4%-o0s paraformaldehidben (PFA) vagy acetonban rdgzitett fagyasztott biopszidkbol 10 pum
vastag metszeteket készitettiink. A PFA-ben rogzitett mintak egy részét paraffinba agyaztuk, a
metszeteket pedig a maximalis nyomas kialakulasatol szamitva 3 percig foztiik kuktdban antigén

feltaras céljabol 0.1 M Na-citrat pufferben.

INOS immunhisztokémia

iNOS kimutatasara anti-iNOS poliklonalis nyulban termeltetett antitestet (OXIS, Portland, Oregon
USA; Calbiochem, Darmstadt, Németorszdg) hasznaltunk 1:1000 higitdsban PFA-ben fixalt
paraffinos vagy fagyasztott metszeteken. A metszeteket 4% normal kecske szérummal valo 1 6ras
blokkolas utdn egy éjszakan 4t 4°C-on inkubdltuk az iNOS antitesttel. Az immunreakcid
el6hivasara Universal avidin-biotin-peroxidaz kit-et (Vector Laboratories, Peterborough, Egyesiilt
Kiralysag) hasznaltunk, melyhez a festék 3,3’-diaminobenzidin (DAB) volt. A DAB reakciot
0.005% H,0O, jelenlétében, a jelet esetenként 1% Ni(NH4),SO4 hozzdadasaval erdsitve, 0.05 M
Tris-HCI (pH 7.6) inkubaciés pufferben végeztiikk. Az eljarasban minden antitestet 0.1% marha
szérum albumint (BSA), 0.1% Na-azidot és 0.1% Triton-X 100-at tartalmaz6 fiziologias NaCl-t
(0,15 N) tartalmazo 0.1 M foszfat pufferben (PBS)-ben higitottuk. Minden inkubacios 1épést
kovetden a metszeteket 4 x 10 percig mostuk. Kontroll kisérletekben a primer antitestet kihagytuk
az inkubalas soran. Az antitest specificitdsanak ellendrzésére a primer antitestet, a reakcional
alkalmazott higitasban, eldinkubaltuk 250 pg/ml iNOS blokkolopeptiddel (az iNOS szekvencia
1131-1144 aminodsavszekvenciajanak alapjan késziilt szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt,

Németorszag). A kontroll kisérletekben nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

21



eNOS immunhisztokémia

Az acetonban szaritott fagyasztott metszeteket inkubéltuk eNOS antitesttel (nyul, 1:100,
Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) egy éjszakan at 4 °C-on, hasonldé modon, mint azt az iNOS
immunreakcional tettiikk. Kovetkezd 1épésként biotinnal jeldlt masodik antitesttel inkubaltunk
(1:200, Vector Laboratories, Peterborough, Egyesiilt Kiralysag), a reakciot, pedig avidinhez kotott
FITC-tal (1:200, Boehringer Mannheim, Németorszag) tettiik lathatova. Mindkét inkubécids 1€pés
2-2 oraig tartott. A mintakat haromszor mostuk a Iépések kozott és végiil a metszetet glicerin-PBS
1:1 tartalmt oldattal fedtiik le. Az eNOS antitest specificitdsat az antitest megfeleléen kihigitott
oldatanak ¢és 250 ug/ml eNOS blokkoldpeptidnek (az eNOS szekvencia 599-613 alapjan készitett
szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németorszdg) eldinkubdlasa utdn végzett

immunreakcioval ellendriztiik. A kontroll kisérletekben nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

NADPH-diaforaz hisztokémia

A NADPH-diafordz reakciét (NADPH-d), a NOS izoformdk gyors hisztokémiai kimutatdsara
hasznaljak (77, 78, 79) 12, 13, 14). A PFA-ben rogzitett fagyasztott metszeteket 1 6raig sotétben
inkubéltuk szobahdmérsékleten az 1 mM B-NADPH-t, 0.2 mM nitrokék-tetraz6liumot és 0.3%
Triton-X-100-at tartalmaz6 Tris-HCI pufferben (0.1 M, pH 8.1) (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszadg). A metszeteket, alapos PBS-sel valdo moséast kovetden, eozinnal festettiik és
glicerin-PBS 1:1 tartalmt oldattal fedtiik le. Kontroll reakciokban a B-NADPH-t kihagytuk az
inkubacios oldatbol, vagy helyettesitettik a-NADPH-val vagy [B-NADH-val. A kontroll
kisérletekben specifikus festddést nem tapasztaltunk. A reakcido elegyben 1 mM difenilén-
jodonium-ot, a NADPH/NADH-oxid4z enzim gatldszerét alkalmazva, az eredeti rekcidohoz képest

valtozast nem tapasztaltunk az aldehid-rezisztens NADPH-d reaktivitdsban, mely alapjan a

NADPH-d reakciot jo kozelitéssel a NOS-nak feleltethetjiik meg. A nyélkahdrtya alkalikus
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foszfatazanak aktivitdsa enyhe hattérreakciot valtott ki néhdny mintan, melyet 5 mg/ml levamizol

hozzéadasaval sziintettiink meg.

Kettos jelolés iNOS tartalmu sejtek azonositdsa

A szovetek iNOS immunreaktiv (iNOS-IR) sejtjeinek azonositasara az iNOS-ra eldhivott paraffin
metszeteket egér anti-CD68 (makrofag azonositas) €s anti-CD15 (neutrofil granulocita azonositas)
antitestekkel inkubaltuk. Masodik 1épésben, a gyulladasos sejtek megjelenitésére DAKO LSAB2
kit-et (Dako, Glostrup, Dénia) hasznaltunk, ahol sztreptavidinhez kotott alkalikus-foszfataz volt a
jelols anyag és ,,Uj Fukszin” volt a festék. Az iNOS immunreakcio lilas-fekete szine
[Ni(NH4)2(SO4),-al felerdsitett DAB reakcio] és a sejt azonositasra hasznalt immunreakcid
rozsaszines piros szine (fukszin) a metszeteken jol elkiilonithetd volt.

A PFA-del rogzitett biopsziakbol fagyasztott sorozat metszetek késziiltek annak eldontésére, hogy
a NADPH-d hisztokémiai ¢és iNOS immunhisztokémiai reakciok milyen mértékben feleltethetok

meg egymasnak.

Az érendothél kimutatasa

A Dbiopszidkban 1év0 erek kimutatidsara monoklondlis anti-PECAM-1 (CD31) antitestet
hasznaltunk. Az antigén-feltaras céljabol f6zott paraffin metszeteket a primer antitesttel inkubaltuk
(1:100 higitasban) 1 6ran at 4 °C-on, majd anti-egér IgG-hez kotott alkalikus foszfatazzal (1:100
higitdsban) 1 6ran at szobahdn reagéltattuk. Az immunreakciot az iNOS kimutatasara hasznalt
modszerhez hasonléan végeztiik. A szinreakciot ,,Uj Fukszin” festékkel, a hattér magfestést metil-

zo6lddel jelenitettiik meg.

Az immunreakciok mennyiségi értékelése
A metszeteket Olympus Provis AX/704 mikroszkoppal vizsgaltuk, és Olympus Camedia C4040

digitalis kameraval fényképeztilk. A mintdk mennyiségi kiértékelése szamitogépes képelemzd
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Olympus analysis 2.11 szoftver segitségével (Olympus, Tokio, Japan) tortént. Az iNOS-IR sejtek
szamat atlagfeliiletre vonatkoztattuk (sejtszém/mmz). A mintaelemzéskor, eltekintve néhany
optikailag nem tokéletes képtdl, a szoftver paramétereit egyféle beallitdssal hasznaltuk. A

paramétereket ugy allitottuk be, hogy a szdvetsériilések ne befolyasoljak a tényleges eredményt.

iNOS immunblott

Ot-hat darab endoszkdpiasan gyulladt CU és Crohn-beteg valamint kontroll vastagbélbdl vett
biopszidkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd dorzscsészében nitrogén alatt porrad
oroltiik és a mintdkat — 70 °C-os fagyasztoban taroltuk felhasznéldsig. A mintdkat RIPA lizis
puffer-ben (0.01 M NaH,POs, 1% Nonident P-40, 1% Na-deoxycholate, 0.1% Na-dodecil szulfat
(SDS), 0.15 M NaCl, 2 mM EDTA, 100 U/ul protedz inhibitor keveréket (Sigma-Aldrich)
hasznalva homogenizaltuk. Az 6sszfehérje tartalmat BCA modszerrel hataroztuk meg, kontrollként
BSA-t hasznélva. ELISA leolvasdéban 540 nm-en. A kapott értékeket GraphPad Prism szoftverrel,
linedris regresszios fliggvény alkalmazasaval hataroztuk meg mg/ml-ben. A teljes homogenizatum
100 pl-¢hez 80 pl mintapuffert (100 mM Tris pH 6.8, 0.2% bromfenol kék, 20% glycerin) és 20 pul
B-merkaptoetanolt adtunk és az oldatot 5 percig foztiik 100 °C-on. Mindenik mintabol 20 pl
fehérje-oldatot (1 mg/ml) vittiink fel 10% SDS-poliakrilamid gélre, és a fehérjéket
elektroforetikusan szétvalasztottuk 120V fesziiltség mellett 1 6ran keresztiil. A fehérjéket a gélrdl
nitrocellul6z membranra (Pharmacia, Bécs, Ausztria) blottoltuk (100 V-on 90 perc) transzfer
pufferben (192 mM glycine, 25 mM Tris-base, 20% methanol) folyamatos kevertetése és hiitése
mellett. A membrant kétszer mostuk 0,1% Twen 20-at (PBS-Twen) tartalmazé 0.1 M PBS-ben (pH
7.6), majd 1 6ran at blokkoltuk 5% zsirszegény turista tejport tartalmazé PBS-Tween oldatban. Ezt
kdvetden, 3 x 5 perc PBS-Tween-es mosas utan, a membrant 1:500-ra higitott anti-iNOS antitesttel
(Calbiochem, Darmstadt, Németorszag), inkubaltuk 2 6ran 4t PBS-Tween-ben, amely 0.1% nem

zsirszegény tejport is tartalmazott. Ujabb 3 x 5 perces PBS-Tween-nel valo mosas utan, a
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membrant 30 percig inkubéltuk a masodlagos antitesttel (1:5000-re higitott anti-nytl IgG-hez
kotott torma-peroxidaz (Vector, Bulingam, CA, USA) PBS-Tween-ben. A membran ismételt 3 x 5
perces PBS-Tween-ben, majd egyszer PBS-ben torténd mosdsa utan, a blottokon kifejlodd
immunreakcidkat kemilumineszcens reagenst tartalmazo kit (Pierce, Rockford, Illinois, USA)
segitségével hivtuk eld rontgen filmen. Mennyiségi analizis céljabol, azonos betegségbdl
szarmazo, harom kiilonb6z6 homogenizatumbol késziilt immunreaktiv sav intenzitasainak atlagat
szamitottuk a savok denzitometrids analizise alapjan (Molekularis Analizis Szoftver térfogat
elemzésre, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A denzitometrids analizishez kontrollként BSA-t vagy
miozin-foszfataz regulator alegység kiilonbozé koncentracioi alapjan késziilt kalibracios gorbét

hasznaltunk.

Endothel citologiai vizsgdlatok

HUVEC prepardlas és tenyésztés

A frissen izoldlt koldokzsinérokat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrumanak Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikdjardl szereztiik be. A kdldokzsinorokat steril
edényben 1évo sejttenyésztd folyadékban (50% normdal human szérum, 2% HEPES, 1% L-
glutamin, 1% amfotericin, 1% penicillin, 45% sterilre szlirt M199-oldat, Sigma-Aldrich)
szallitottuk a sejttenyésztd laboratériumba. A koldokzsinor mindkét végét elkotottik és a
koldokvéna mindkét végébe kaniilt helyeztiink. A vénat a kaniilok segitségével atmostuk steril
PBS-sel, majd Hank egyensulyi s6-oldattal (HBSS, Sigma-Aldrich) és M199 folyadékkal. Ezutan a
vénat feltoltottiik 1 mg/ml kollagendzt tartalmazd M199 oldattal és CO, inkubétorba helyeztiik 12
percre 37 C°-on. A véna endothel sejteket 2 x 20 ml M199-oldattal valé kimosas utdn steril
edénybe vettiik le. A sejtszuszpenziot 1000 rpm fordulattal 15 percig centrifugaltuk, a feliiluszot

eldobtuk és a sejteket Gijra szuszpendaltuk tenyészto folyadékban.
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A sejteket (2 x 10° sejt/ml koncentracioban) oltottuk milanyag tenyésztéedénybe. Egy
nappal a leoltds utdn az edényeket mostuk 37°C-os HBSS-sel, majd ismét tenyésztéfolyadékot
adtunk a sejtekhez. Négy-0t nap tenyésztés utan, mikozben a sejtek intenziv novekedésnek indultak
¢s a tenyésztdedényt bendtték, a sejteket HBSS-sel mostuk, majd 1 ml tripszin-EDTA
(tripszin:/EDTA = 1:25) oldattal leemésztettiik az edény falarol. A sejteket 1 ml tenyésztd oldatban
felszuszpendaltuk és egy steril edényben Osszeraztuk. A sejteket ezutdn ismét leoltottuk,
novesztettik ¢és Osszegyljtottik a fentiekhez hasonléoan. A sejteket kisérlet céljabol
tenyésztélapokra helyeztiik 2 x 10° sejt/ml koncentracioban és szaporitottuk. Amikor az egyrétegii
sejttenyészet 20-30%-o0s vagy 70-80%-os fedettséget mutatott a sejteket 50% normal, CU vagy
Crohn-beteg szérumat tartalmazo tenyésztd oldatba helyeztiik és kiilonbozé ideig (2, 4, 8, 12, 20,

24, 36, 48 ora) inkubaltuk.

Immunblott

A tenyészt0 oldat eltdvolitasa utdn a sejteket jéghideg PBS-ben mostuk, majd sejtkaparéval 50 pl
RIPA lizis pufferben higitott, 100 U/ml protedaz inhibitor mixet tartalmaz6 oldatban
Osszegytjtottiik. A sejtek lizalasat folyamatos razassal gyorsitottuk. Ot pl lizaitumhoz 45 ul RIPA
puffert adtunk, melybdl fehérjét mértiink hasonléan a biopszia mintdkhoz. A fehérje oldatokat
lefagyasztottuk és -80 C°-on tartottuk. A mintdkb6l immunoblottot a biopszidkhoz hasonldéan
végeztiik. Minden mintabol 30 pg fehérjét tartalmazo oldatot vittiink fel a gélre. Primer antitestként
anti-eNOS (1: 5000, kat. szdm: 482726, Merck-Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) és anti-
iNOS (1:2000, kat. szam: ABS5384, Chemicon, Temecula, CA, USA) nyulban termeltetett
poliklonalis antitesteket hasznaltunk. A NOS reaktiv sdvokat mindenegyes blotton a 2 6ras normal
szérummal kezelt mintdkra normalizaltuk denzitometralds alapjan és ezen kontrollhoz képest az

eltérést szdzalé¢kban fejeztiik ki.
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Immunfluoreszcencia vizsgalatok

A sejteket sterilre sziirt 10%-os zselatinnal bevont fedélemezeken tenyésztettiik. Azon
tenyészeteket, melyeket a sejtosztddas, eloszlas és sejthalal (apoptdzis/nekrozis) kovetése céljabol
vizsgaltunk 20-30%-os lefedettség mellett rogzitettiik, mig a NOS izoformék kimutatdsdhoz 70-
80%-ban fedett tenyészeteket hasznéltunk. A kiilonb6z6 szérumokkal tortént kezelések utan a
sejteket felszallo alkohol sorban (50, 70, 96%) rogzitettiik, majd rehidraltuk PBS-sel. A NOS
izoforméak kimutatasat a biopszia metszeteken végzett immunhisztokémiai eljarashoz hasonldéan
végeztilk. Masodik antitestként 1:40 higitasban FITC-el kapcsolt anti-nytl IgG-t hasznaltunk 30
percig szobahon.

Az osztodasi intenzitds vizsgalatakor az 50%-os beteg és egészséges szérumok mellett 50%
normél szérumban oldott NOS gatlot, 10* M nitro-L-arginin metil-észtert (L-NAME, Sigma-
Aldrich) is alkalmaztunk.

A sejteket a proliferaciés marker Ki-67 (klon szam: MIB-1, Dako, Dénia) ellen késziilt
monoklonalis antitesttel reagaltattuk (1:100 higitasban) 2 o6raig szobahdn. Masodik antitestnek
FITC-cel konjugalt anti-egér IgG-t (1:40, Dako) hasznaltunk.

A kezelések  kovetkeztében — valtozo ~HUVEC  ¢életképesség  mértékét, az
apoptotikus/nekrotikus  sejtek mennyiségét kimutatd annexin-V-biotin kit-tel (Boehringer-
Mannheim, Németorszag, kat. szdm: 1828690) végeztiik. A sejtek rogzitése eldtt a tenyésztd oldat
propidium-jodid oldattal (1:50 annexin-V-biotin torzsoldat higitva 0.01M HEPES pufferben,
eltavolitasa és szobahdmérsékletli PBS-el valé mosast kovetden a sejteket annexin-V-biotin/pH
7.4, amely 0.14 M NacCl-ot, 0.005 M CaCl,-ot és 1 pg/ml propidium-jodidot tartalmazott) jeloltiik
15 percig. Ezutan HEPES-sel vald alapos mosast kovetden a sejteket rogzitettiik metanol-etanol
(1:1) keverékében 1 percig, és 5 pg/ml avidin-fluoreszcein-nel inkubaltuk szintén 15 percig. Mosés
utan a fedélemezen 1évo sejteket targylemezre csOppentett PBS-glicerin 1:1 oldatra fektettiik. A
sejtosztodas aktivitdsanak valamint az apoptozis/nekrozis vizsgalatara jelolt sejteket a lefedés eldtt

1% toluidin-kékkel festettiik, mely a sejtmagok festddésén keresztiil a teljes sejtszam
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meghatdrozasara adott lehetdséget. A sejtvaz alakjanak és épségének vizsgalatat az aktin rostok 0.2
ng/ml falloidin-FITC-cel (Sigma-Aldrich) 1 6ra inkubalas utan torténd festésével végeztiik.

A sejtekrol késziilt digitalis felvételeken a fényerdt és a kontrasztot azonosan allitottuk be
Jasc Paintshop Pro 7.0 szoftverrel. A fluoreszcens felvételekkel azonos teriiletekrdl lathatd fénnyel
is készitettiink felvételeket (toluidin-kék festés) mennyiségi elemzés céljabol. Minden egyes
adatpontban legalabb 10° sejtet szamoltunk meg; az o0sztoédod, apoptotikus és nekrotikus sejtek

szamat az Osszes sejtszamhoz viszonyitva szazalékban adtuk meg.

Statisztika

A mennyiségi adatokat atlag + atlagtol mért kdzepes eltérés értékekként adtuk meg. Az
eredmények szignifikanciajat paratlan Student ¢-teszttel, a csoportok (gyulladt illetve nem gyulladt,
CU illetve Crohn-beteg biopsziai és szérum kezelések) kozotti kiilonbségek szignifikans voltat
pedig variancia analizissel (ANOVA) becsliltik meg. A P ¢értékeket az abrakon illetve az

abramagyarazatoknal tiintettiik fel. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, a p<0.01.
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10. Eredmények

Az iINOS+ immunreaktiv sejtek megoszlasa és jellemzése IBD nydlkahartyaban

Aktiv colitis ulcerosa gyulladt teriiletein jelentds mennyiségii, hisztokémiailag NADPH-diaforaz
reakciot ado sejtet észleltiink.(1.1A abra). A NADPH-diaforaz pozitiv sejtek foként a Lieberkiihn
kriptadk mélyén ¢és falaik mentén helyezkedtek el. Parhuzamos metszeteken iNOS ellenes
antitestekkel végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az iNOS immunreaktiv sejtek és a NADPH-
diaforaz pozitiv sejtek eloszlasa és morfoldgiai jellemzdi azonosak voltak.(1.1B ébra) A colitis

ulcerosas mintakkal ellentétben Crohn betegekbdl szarmaz6 mintdkban szembetiinden kevesebb

volt a NADPH-diaforaz pozitiv (1.2A) és az iNOS (1.2B) immunreaktiv sejtek eléfordulasa.

1. Abra iNOS-t tartalmaz6 sejtek IBD betegek colon biopsziaibol készitett horizontalis metszetében, teljes nézetben. //
A-B. Az UC mucosaban az immunsejtek NADPH-diaforaz hisztokémiai reakcioval (A) detektalhatok A NADPH-
diaforaz reaktiv sejtek (nyilhegyek) foként a Lieberkiithn-kriptak bazalis részén és a fala mentén akkumulalodnak.
Csillag: a kriptak alja; e: a mucosa epithelidlis felszine. A metszeteken iNOS kimutatast (B) is végeztiink
immunreakcio segitségével, szamos iNOS-IR sejt mutathatd ki a kriptadk oszlopa mentén és bazalis részén. A.
Megjegyzendd, hogy az iNOS-IR sejtek eloszlasa és jellemz6i hasonloak az A dbran lathatd NADPH-diaforaz reaktiv
sejtekére. Csillag: a kriptak alja; e: a mucosa epithelialis felszine. C-D. CD mucosabol készitett metszetek. Ezekben a
biopszidkban csak kevés NADPH-d reaktiv (C) és iNOS-IR sejt (nyil) talalhato a lamina propriaban. Csillag: a kripta
alja; e: a mucosa epithelidlis felszine.. A 3. abran lathaté az IBD-ben kimutathatd iNOS-IR sejtek kvantitativ
kiértékelése és statisztikai analizise. // A skala egy beosztasa 400 pm. //
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Kettds jelolést immunhisztokémiai vizsgéalatok soran gyulladt IBD nyalkahartya iNOS
pozitiv gyulladasos sejtjeinek CD68 ¢és CDI15 felszini membran antigén pozitivitdsa a
makrofagokat (CD68-IR sejtek) valamint a neutrofilek azonositotta.(2. abra) Colitis ulcerosa
nyalkahartyaban a CD15 pozitiv sejtek tulnyomd tobbsége iNOS pozitivitast mutatott. (2F 4bra)
Ezzel ellentétben Crohn betegségben a dominans gyulladdsos sejttipus a makrofag volt,
ugyanakkor a CD68 immunreaktiv sejtek kisebb hanyada mutatott iNOS immunreaktivitast.(2G
abra)

Szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat szignifikdnsan tobb iNOS
immunreaktiv sejtet mutatott colitis ulcerosa gyulladt teriileteirdl szarmazo6 nyalkahartyaban (UC;
64+4 sejt/mm?) mint a Crohnos gyulladt teriileteken (CDi 4+2 sejt/mm?). (3.A 4bra) Ugyancsak
szignifikans kiilonbség jelentkezett a colitis ulcerosas gyulladt és nem gyulladt teriiletek iNOS
immunreaktivitasa kozott (UC,19+8 sejt/mmz). (3.A ébra)

A CDI5 immunreaktiv sejtek szama messze meghaladta a CD68 pozitiv sejtek szdmat aktiv
colitis ulcerosdban, az eloszlasi aranyt tekintve 92% illetve 8%-t talaltunk. (3B abra) A CDI15
immunreaktiv sejtek 92,4%-a iNOS pozitiv volt (85t10%-a a CDI15+ ¢és CD68+ sejtek
Osszegének) mig CD68+ sejtek 87,5%-a mutatott iNOS immunreaktivitast is (7£5% a teljes
festddo sejtszdmnak). (3.B dbra) A colitis ulcerosas nem gyulladt teriileteken az iNOS pozitiv
sejtek aranya szignifikdnsan alacsonyabb volt, 9,6% a CD15+ sejtek kozott és 11,8% a CD68+
sejtek kozott. Az Osszes CD15 és CD68 festddést mutatd sejten beliil, csak az iINOS pozitiv
neutrofilek (CD15+ sejtek) ardnya mutatott szignifikéns kiilonbséget a gyulladt és nem gyulladt
teriiletek kozott (UC, 8+£3%, UC; 85+£10%)

Aktiv Crohnos gyulladéasos teriileteken jellemzdébb volt a CD68+ sejtek jelenléte (90%),
szemben CDI15+ sejtekkel (10,0%). (3.C éabra) A sejtek alacsony hanyada mutatott iNOS

pozitivitast, a CD15+ sejtek esetében 14,3%, a CD68+ sejtek kozott pedig csak 4,4%.
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2. Abra. Az iNOS-IR sejtek sejttipusinak meghatirozasa paraffinba agyazott IBD biopszidkon. / A. Az UC
kotoszovetében fekete szinii iNOS-IR sejtek ABC-Ni/DAB modszerrel detektalhatok. // B. Az UC-ben 1évd anti-CD68
ellananyaggal megjelolt makrofagokat kromogénként New Fuchsint (rézsaszin) hasznaldo AP reakcioval detektaltuk. //
C Azok a sejtek, amelyek iNOS-ra és CD68-ra egyarant pozitivak voltak, lilasfekete sziniiek, ami a fekete (1asd A) és a
rozsaszin (lasd B) immunreaktiv anyagok atfedésébdl adodik. // D. Az UC-ben jelenlévé CD15-IR immunsejtek
(neutrofil granulocitak) megjel6lése New Fuchsinnal (r6zsaszin) tortént az AP reakcio kifejlodése kozben. // E Egy UC
metszet két sejtje anti-INOS ¢és anti-CD15 kettos jeloléssel. // The A lilasfekete szin az iNOS-IR (fekete, lasd A) és a
CDI15-IR (lasd D) szinének az atfedése miatt alakul ki. // F. Szamos sejt mutat mind iNOS, mind CDI15 (neutrofil
granulocita) immunpozitivitast (lilasfekete szin, nyil) UC esetében a colon kotdszovetében. Néhany sejt csupan CD15
immunreaktivitast (nyilhegy) mutat. // Kersztmetszet. // Csillag: Lieberkiihn kripta. // G. CD esetében egy boholy
apikalis részének nagyitott képe szamos CD68-IR (makrofag) sejttel (nyil, nyilhegy). // Ezen CD68-IR sejteknek csak
némelyike mutat iNOS immunreaktivitast (kékesfekete szin, nyilak), tobbségiik csak anti-CD68 ellenanyaggal jelolt
(rozsaszin, nyilhegy). / Horizontalis metszet. //. E: a boholy epitéliuma; lu: a colon lumene. // A skala egy beosztasa:
10 um az A, B, C, D, E képen, 40 um az F képen és 25 um a G képen.
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3. Abra Az iNOS-IR sjtek kvantitativ értékelése (A) és sejttipusanak meghatérozasa UC (B) és CD (C) esetében. // A.
Az iNOS-IR sejtek szdma szignifikansan magas az UC-bdl (UC;), alacsonyabb CD-bdl szarmazo gyulladt mucosa
biopsziakban (CD;) az IBD colon nem gyulladt részeibdl (UC,, CD,) valamint egészséges paciensekbdl vett biopszia
mintakhoz képest. // B-C. Az IBD mucosa szdveti metszeteiben az iNOS-IR egyiitt fordul elé a CD15-IR-rel vagy a
CD68-IR-rel (lasd 2. abra). // Szamitdgépes képanalizis segitségével meghataroztuk a CD15-IR és a CD68-IR sejtek
szamat. A sejteket iNOS-IR és iNOS immunonegativ csoportokra osztottuk. // Mind a gyulladasos (UC;, CD;), mind a
nem gyulladasos (UC,, CDy) esetekben az oszlopok mutatjak a CD15-IR és a CD68-IR sejtek szamat szazalékban
kifejezve. A részletes szamadatok a szdvegben talalhatok. UC; és UC, esetén kiugréoan magas a CD15-IR / CD68-IR
sejtek aranya (B), CD esetében viszont foditott az arany (C), magasabb értékkkel CD;, és alacsonyabb értékkel CD,
esetén. //. UC; esetén a CD15_IR és a CD68-IR sejteknek igen nagy szdzaléka volt iNOS-IR, mig UC, esetén csak
néhany sejt mutatott iNOS immunreaktivitast (B). CD,-ban az immunsejtek kozott magasabb az iNOS-IR sejtek
aranya, mint CD;-ben, ahol a CDI15 IR és a CD68-IR sejtek nagy része nem mutatott iNOS immunreaktivitast. //
Minden biopsziabol (UC=24, CD=20) hlsz metszetet vizsgaltunk. //
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A makroszkoposan nem érintett teriileteken (CD,) az iNOS immunreaktiv sejtek aranya a
CD15+ sejtek kozott nem valtozott jelentdsen (16,7%), mig a CD68+ sejtek kozott magasabb volt,
mint a gyulladt teriileteken (33,8%). A teljes sejtszamra (CD15+ és CD68+) vonatkoztatva, az
iINOS immunreaktiv CD68+ sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb volt a gyulladt teriileteken
(CD;j 44£3%) mint a gyulladés altal nem érintett teriileteken (CD, 23+8%). A metszetek jelentds
részén, elsdsorban azokon, ahol az iINOS immunreaktiv sejtek szama alacsonyabb volt, a gyulladt
teriileteken az epithelium apicalis része er6s NADPH-diaforaz (4.B abra) és iNOS (4.C abra)
festddést mutatott mind colitis ulcerosaban mind Crohn betegségben. A kontroll vizsgalatokon
NADPH-diaforaz reaktiv vagy iNOS immunreaktiv epithelium nem volt kimutathat6. (4.A abra)

Az IBD betegek kolonoszkoépos biopszias mintainak homogenizatumabdl végzett
immunblot vizsgalat egy 130 kD molekulatomegli iNOS immunreaktiv fehérje savot mutatott,
mely a human iINOS molekulatomegének megfelel. (5. dbra) A sav intenzitdsa szignifikdnsan
nagyobb volt a gyulladt colitises anyagban, mint a nem gyulladt mintdkban, ezzel szemben a
Crohn betegekbdl szarmazd anyagban nem jelentkezett szignifikans intenzitasbeli kiilonbség az
érintett és ¢€p teriiletek kozott, valamint a kontroll csoportokhoz viszonyitva. (5 é&bra) Az
immunblot denzitometrids szemikvantitativ vizsgalata bizonyitotta az i1NOS szignifikans

mennyiségi kiilonbségeit a colitis ulcerosas és a Crohnos biopszidk kézott. (5 dbra)
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4 Abra.. iNOS expresszio IBD-ben a colon epitelialis sejtjeiben. // A.. Kontroll paciensbél szarmazé colon mucosa
keresztmetszet, ahol nem lathat6 NADPH-diaforaz reaktivitas a kriptak (csillag) epitelialis sejtjeiben. Kiilonb6z6
atméroji erek endothelsejtjei (nyil) és a lamina propria néhany sejtje (nyilhegy) NADPH-diaforaz reaktivitast mutat. //
A metszet eozinnal festett. / B. Néhany UC esetben a colon gyulladdsos helyein az epithelium apikalis része NADPH-
diaforazra erdsen pozitiv (nyil). / NADPH-diaforaz reaktiv sejtek a lamina propriaban is lathatok (nyilhegy). //
Csillag: Lieberkiihn kriptak. // C. Néhany CD biopsziaban az iNOS-IR (nyil) a mucosa epithelsejtjeinek apikalis részén
talalhat6. / Csillag: Lieberkiihn kriptak. // iNOSt ABC-DAB modszerrel mutattuk ki. Skélabeosztas: 100 um.
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5. Abra IBD colon mucosa biopszia homogenizatum immunoblot anti iNOS-sal. / Az egyes savok a kontroll, valamint
UC-ben és CD-ben szenvedd paciensek intakt (nem gyulladt, u also index), és gyulladt (i alsdé index) colon
szakaszaibdl szarmazé 5-6 biopsziamintdbol nyert fehérjét tartalmaznak azonos mennyiségben (20 pg/ml). Az anti-
iNOS savok egy 130 kDa fehérjét jeldlnek, ami a human iNOS molekulatomegének felel meg SDS-PAGE-en. //
Megjegyzendd, hogy UC-ben gyulladt mucosa esetén sokkal nagyobb a savok intenzitdsa, mint az intakt mucoséanal.
Ezzel szemben CD esetén az iNOS-nak megfelelé savok mind az intakt, mind a gyulladt szakaszoknal halvanyak, ami
a mucosa alacsony iNOS szintjére utal. // Harom sav denzitometrids vizsgalatat végeztiik el az egyes biopsziamintak

kiilénb6z6 homogenizatumaibol.
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Az eNOS lokalizacidja és a vascularis status osszehasonlitdsa

Jelentésen kiilonbozott az érstrukturdk NADPH-diaforaz festddése a colitis ulcerosas és Crohnos
mintakban. Colitis ulcerosdban altalaban tag érképleteket taldltunk, melyek endotheliuma intenziv
NADPH-diafordz reaktivitdst mutatott.(6.A abra) Ezzel szemben Crohn betegekbdl szarmazod
mintdkon relative sok, kis atmérdjii ér volt kimutathat6, melyek endotheliuma gyakorlatilag nem
mutatott NADPH-diaforaz pozitivitast. (6.B éabra) Az erek fala a lamina propria teriiletén
megvastagodott és lumeniik szlikebb volt.(6.B dbra) A kontroll csoportbdl szirmazo mintakban a
kapillarisok NADPH-diaforaz reaktivitisa mérsékelt volt. (4.A abra) Hasonld mintdzatot talaltunk
a nem gyulladt colitises és Crohnos anyagban is.

A kapillarisok és a kis erek eNOS immunreaktivitasa kifejezett volt a colitis ulcerosas
metszetek lamina propridjaban, ezzel szemben eNOS immunreaktiv endothelium alig volt
detektalhaté a Crohn betegek mintaiban. (6.C, 6.D d&bra) Ugyanakkor, a kriptdk korili
myoepithelialis sejtek eNOS immunreaktivitdsa megfigyelhetdé volt minden vizsgalt csoportban
(6.C, 6.D abra)

A colon biopszids mintdk vaszkuléris statusanak elemzésére a PECAM-1 (CD31)
endothelialis markert hasznaltuk. (6.E abra) A CD31 és az eNOS immunreaktivitas kozott észlelt
mindségi kiilonbségeket (6.C, 6.F abra) megerdsitette a szamitdgépes képanalizissel végzett
mennyiségi vizsgalat eredménye. A colitis ulcerosas mintdkban 1716 ér/mm?, Crohnos mintakban
48+12 ér/mmz, mig kontrollban 24+8 ér/mm’ volt a CD31 pozitivitds mértéke. (7. abra) Mig a
kontroll és a colitis ulcerosas metszeteken az eNOS/CD31 immunreaktiv kapillarisok ardnya
92,0% illetve 82,3% volt, addig a Crohnos anyagban ez az arany szignifikdnsan alacsonynak

bizonyult (8,3%)
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6. abra Az eNOS megoszlasa és az erek morfolégidja a colonban UC (A, C, E) és CD (B, D, F) esetén. / A. NADPH-
diaforaz reaktivitds a mucosaban UC esetén. // A kapillarisok és egy nagyobb ér (v) endothelsejtjei NADPH-diaforaz
reaktivitast mutatnak (kék, nyil), ami NOS jelenlétére utal az érrandszerben. // Eozin festéssel immunsejtek (nyilhegy)
mutathatok ki az érfalban és a lamina propridban. // Ezen sejtek némelyike, foként a kotészdvetben és az epithelium
kozelében 1évok NADPH-diaforaz reaktivitast mutatnak (fehér, nyilhegy). // Csillag: Lieberkiihn kripta
keresztmetszetben. // B. Szamos vérér (v) talalhatdé CD mucosaban, a NADPH-diaforaz reakcioé kék csapadéka azonban
csak ritkan lathat6 az endotheliumban (nyil). // A kapillarisok és a kis atmér6jii vérerek eNOS immunreaktivitisa igen
nagymértékii a lamina propridban UC esetén (nyilhegy). A kriptdk (csillag) koriil myoepithel sejtek mutatnak
hattérfestést. // D. eNOS-IR ritkan 1athaté a mucosa ereiben (nyil) CD esetén. // A kriptak (csillag) koriil myoepithel
sejtek mutatnak hattérfestést. / C-D acetonnal fixalt metszetek, ahol az eNOS megjelolése ABC-FITC-cel tortént. // E.
, Az anti-CD31 ellenanyag endothelsejteket jelol UC lamina propridban, néhany sejt kis atmérdjii eret képez
(nyilhegy). CD31-IR-t AP-New Fuchsinnal jelotiik, a sejtmagok festése metilzolddel tortént. / F.. CD esetén tobb,
anti- CD31 ellenanyaggal detektalhatd kis atmér6ji ér (nyilhegy) talalhaté a lamina propriaban.. A CD31-IR-t AP-
New Fuchsinnal jel6tiik, a sejtmagok festése metilzolddel tortént. A, B, C és D fagyasztva készitett metszetek, E és F
pedig paraffinba agyazott metszet. A 7. abra tartalmaz szdmszerti adatokat a NOS (NADPH-d reaktiv) eloszlasarol
IBD mucosa kapillarisaiban. // , Egészséges mucosaban NADPH-diaforaz reaktivitast mutatd elemek lathatok a 4A.
abran. // , Skélabeosztas: 100 um A, B, C és D képen, 200 um E és F képen.

37



O

ANOVA *p<0.01

60
( O eNOS negativ kapillarisok

50 - 2 eNOS-IR kapillarisok

40 -

20 -

kapillarisok szama (db/mm 2)
w
o

10

kontroll CUgy CDygy

7. Abra A lamina propridban eléforduld eNOS-IR és nem immunreaktiv kiserek (kapillarisok) szaméanak becslése
gyulladt IBD biopszidk (UC;, CD;) esetén. / A kapillarisok szamat a CD31-IR mennyiségének szamitogépes
elmzésével hataroztuk meg. // , Az adatok azt mutatjak, hogy CD esetén sokkal tobb kapillaris van a lamina
propriaban, mint UC esetén. // CD;-ben az eNOS-IR kapillarisok aranya kicsi, ezzek szemben UC; esetén és a kontroll
pacienseknél a kapillarisok tobbsége eNOS immunreaktivitast mutatott. / Az egyes biopsziakbodl (kontroll=16,
UC=24, CD=20) hlisz metszete vizsgaltunk.
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Az eNOS kimutatasa immunblott és immunfluorescens vizsgalattal HUVEC-n
A HUVEC lizdtum Western-blot vizsgéalata a human eNOS-nak megfeleld molekulatomegii 160
kDa immunreaktiv csikot mutatott ki. (8.A &bra) 50%-s normal human szérummal kezelt HUVEC
sejtkultraban az eNOS mennyisége nem valtozott szignifikansan a 48 oras vizsgalati id6 alatt.
Ugyanakkor az 50%-s colitis ulcerosads szérum hatdsara az eNOS szint 8 6ra utdn kezdett
emelkedni és 12 o6rdnal érte el a csucsértéket (a relativ optikai denzitds értéke 188+23% és
229+26%, P<0,01). A tizenkettedik 6raban az eNOS szint dupldja volt a masodik 6rdban mért
normal szinthez képest (100+£15%). 12 oran tul 50%-s colitis ulcerosds szérummal tortént
inkubécio sordn az eNOS szintje csokkent (36 oranal 153+23%, P<0,01), és a kontroll szintjét 48
oranal érte el (100+8%). 50%-s Crohnos szérummal tortént inkubalas soran az eNOS nem véltozott
szamottevden 8 Oraig, majd csdkkenni kezdett 12 6ra utan (41+12%, P<0,01) 20-24 6ra kozott érve
el a legalacsonyabb szintet (18+16% és 23+15%, P<0,01). Ezt kovetden lasst fokozatos novekedés
volt észlelhetd és 48 dranal a kontrollhoz kdzel megegyezd szintet detektaltunk (65+8%, 8.A, 8.B).
Az eNOS immunfluorescens vizsgalata HUVEC-ben az enzimet foleg a sejt citoplazma
normdl human szérum nem befolyédsolta az eNOS immunreaktivitds intenzitdsat és eloszlasat
HUVEC-ben. Colitis ulcerosds szérummal tortént 12 6rds kezelést kovetden az eNOS
immunreaktiv teriilet kiszélesedése és az immunfluorescens aktivitds enyhe élénkiilése volt
¢észlelhetd. Ezzel szemben Crohnos szérummal tortént kezelés negyedik orajatol kezdve az eNOS
immunreaktivitds mindinkabb a sejtek kdzponti részére koncentralddott és az immunfluorescens
aktivitds csokkent. (9 dbra) Nem talaltunk egyértelmii kiilonbséget a normal, a colitis ulcerosas és
Crohnos szérum hatasa k6zott a HUVEC eNOS immunfluorescens aktivitasaban a 48 6ras periddus

végeén.
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8. Abra. IBD szérummal kezelt HUVEC eNOS mennyiségének Western blott vizsgalata. Hetven szazalékos
konfluenciat mutat6 HUVEC-t inkubaltunk 50%-s normal, 50%-s CU és 50%-s CD szérummal. A. A blottok harom
kiilonb6z6 kisérletbdl szarmaznak, melyek soran ugyanabbdl a kdldokzsindrbol késziilt sejttenyészeteket egyidejiileg
kezeltiink. B. Az immunblotok denzitometrias vizsgalata. Az adatokat az atlag & atlagtdl mért kdzepes eltérés alapjan
abrazoltuk. (n=3) A relativ eNOS mennyiségeket az eNOS-IR savok optikai denzitas értékeinek a normal szérummal
tortént 2 oras kezelésnél kapott eNOS-IR sav optikai denzitasahoz viszonyitva (100%) adtuk meg.

Kontroll
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9. Abra eNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-s normal, 50%-s UC és 50%-s CD szérummal tortént inkubéacid
mellett. Jelentds kiilonbség észlelhetd a fluorescens jel intenzitdsaban a kiilonbdzé kezelésekben 12 oranal de ez
eltiinik 48 oras kezelésnél. Méretarany: 10 pm
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Az iNOS kimutatasa immunblot és immunfluorescens vizsgalattal HUVEC-n

A HUVEC lizdtum Western blot vizsgalata enyhe iNOS immunreaktiv sdvot mutatott 130 kDa-nal,
amely megfelel a human iNOS molekulatomegének. (10.A abra) Az enyhe iNOS expresszio
HUVEC tenyészetben 50%-s normdl human szérummal tortént 48 oOrds inkubdci6 alatt nem
mutatott szignifikans valtozast. Otven szazalékos colitis ulcerosas szérummal tdrtént inkubalas
soran az iNOS négy oOra utdn kezdett emelkedni (a relativ optikai denzitas értéke 225+20%,
P<0,01), a legmagasabb értéket 8 orandl érte el (300+21%, P<0,01), majd ezt kdvetden
fokozatosan csokkent és 48 ora utan a normal értékhez kozelitett (117£15%). A HUVEC 50%
Crohnos szérummal tortént inkubacidja soran az iNOS szintje 2 6ra utan kezdett néni (201+19%),
P<0,01) és 8 oranal érte el a maximalis értéket. (275+27%, P<0,01) Fokozatos csokkenés volt
észlelhetd 12 6ratol és a 24-48 6rds idészakban a kontrollal kozel azonos szintet mutatott. (48
o6ranal 92+18%, 10.A, 10.B é4bra)

Otvenszazalékos normal szérummal tortént inkubacié mellett a HUVEC enyhe
immunfluorescens aktivitdst mutatott. (11. abra) Az iINOS megjelenése HUVEC-n
immunfluorescens modszerrel IBD-s szérum mellette 4-12 6rds peridodusban volt a
legkifejezettebb. Szétszoértan a citoplazmaban, helyenként granuléris elrendezddésben, intenziv
fluorescens jel volt észlelhetd. Mind a colitis ulcerosas, mind a Crohnos szérum szignifikansan
fokozta az iNOS immunfluorescenciat a 4-12 6ras periodusban. A kezelést kovetd négy oOra alatt
valamint 12 6ra utdni mintdkban az iNOS immunfluoreszcens mddszerrel nem volt egyértelmiien

kimutathat6 a sejttenyészetben.(11. abra).
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10. Abra. IBD szérummal kezelt HUVEC iNOS mennyiségének Western blott vizsgalata. Hetven szazalékos
konfluenciat mutaté HUVEC-t inkubaltunk 50%-s normal, 50%-s CU ¢és 50% CD szérummal. A. A blottok harom
kiilonbozo kisérletbdl szarmaznak, melyek soran ugyanabbodl a koldokzsindrbol késziilt sejttenyészeteket egyidejileg
kezeltiink. B. Az immunblottok denzitometrias vizsgalata. Az adatokat az atlag + atlagtol mért kdzepes eltérés alapjan
abrazoltuk. (n=3) A relativ iNOS mennyiségeket az iNOS-IR savok optikai denzitas értékeinek a normal szérummal
tortént 2 oras kezelésnél kapott eNOS—IR sav optikai denzitasahoz viszonyitva (100%) adtuk meg.
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11. Abra iNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-s normal, 50%-s UC és 50%-s CD szérummal. A HUVEC
iNOS expresszidja az IBD szérummal tortént kezelés 8 oraja utan észlelhetd Méretarany: 10 pm
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A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasa a HUVEC proliferacios aktivitasara

A vizsgalatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a a sejtosztodas
valamelyik allapotaban volt, a sejtkultira 20-30%-o0s konfluenciaja mellett (12. abra). A 2-48 6ras
periodusban nem észleltliink kiilonbséget a Ki-67 immunreaktiv/toluidin kék festédést mutatd
sejtmagok aranyaban 50%-s normal (48 oranal 19+10%) és 50%-s colitis ulcerosas (48 o6ranal
10+£3%) szérummal tortént kezelés mellett. Ezzel szemben 50%-s Crohnos szérum hatasara a
proliferalod sejtek szignifikans emelkedését lehetett észlelni 20 ora utan (41+12%, P<0,01). A
HUVEC magok 50-65%-a Ki-67 immunfluorescenciat mutatott CD szérummal tortént 24-48 Oras
kezelés alatt (12. 4bra). Hasonlo mértékii valtozast észleltink 10* M L-NAME 50%-s normal
szérumot tartalmazé6 HUVEC-hez torténd hozzdadasaval; a proliferacios aktivitas szignifikdnsan
emelkedett 24 6ratol kezdve (42+5%, P<0,01) 48 oraig (48+7%, P<0,01).

A colitis ulcerosds és Crohnos szérum hatdsa a HUVEC viabilitdsdra

Annexin-V-biotin modszer hasznalataval a korai apoptotikus sejtek voltak kimutathatok, amelyek
membranjan azonosithatd a fluorescens jel (13.A abra), mig a propidium-jodid a sejtmag DNS-hez
kapcsolodo, ugynevezett nukledris fluorescens jelet adva a nekrotikus sejteket jeldlte (13.B abra).
Mindkét festés észlelhetd a késdi apoptotikus sejteken egyarant jeldlve a sejtek membranjat és
magjat (13.C abra). A 48 oras vizsgalati id6 alatt 50% normal szérummal tortént inkubacié soran
az apoptdtikus sejtek aranya alacsony maradt (1-3%), ezzel szemben folyamatos, de nem
szignifikans, novekedés volt észlelhetd az apoptotikus sejtek szamaban 50%-s Crohnos szérummal
tortént inkubaciod soran (2-5% maximalis szinttel 36 6ranal). (14.A éabra). Colitis ulcerosas szérum
mellett az apoptdtikus index nem mutatott jelentds kiillonbséget a kontrollhoz viszonyitva. Mind a
normal, mind a Crohnos szérummal kezelt HUVEC-ben enyhén emelkedett a nekrotikus sejtek
szama a vizsgalati periodus alatt, de a nekrotikus index nem mutatott szignifikans valtozast. (14.B
abra) A falloidin-FITC-el megjelenitett actin filamentumok azonos intenzitassal festodtek, jelezve
a sejtek szerkezeti stabilitasat, fiiggetleniil az inkubal6 oldattdl vagy az inkubdéci6 idejétdl. (13.D

abra)
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12. Abra. A HUVEC osztodasi aktivitisinak vizsgalata. A sejttenyészeteket 20-30%-s konfluencia allapotiban
kezeltiik 50%-s normal, 50%-s CU vagy 50-s CD szérummal, vagy olyan szérummal mely 10 L-NAME- tartalmazott.
Az osztddasi aktivitast Ki-67 immunfluorescens jeldléssel kovettiik. A Ki-67-IR sejtmagok szama 24 6ra kezelés utan
magasabb volt CD szérum ¢és L-NAME kezelés mellett. Méretarany: S0um. Az osztédasi indexet a Ki-67-IR sejtmagok
/ toluidin-kék festett sejtmagok (teljes sejtszam) aranyabol becsiiltiik, legalabb 103 sejtet szamolva. Az adatokat atlag +
atlagtol mért kozepes eltérés értékében adtuk meg. (n=3)

44



13. Abra HUVEC életképességének vizsgalata. Minden képet 24 6ras CD szérummal val6 kezelés utan készitettiik. A.
Korai apoptotikus sejtek, melyek annexin-V-biotinhoz ko6tott avidin-FITC-el jelolik a membran kiilsé falan megjelend
foszfatidil szerint. B. A nekroétikus sejtek magja festédik propidium-jodiddal, mely a permeabilis membranon keresztiil
jut a maghoz. C. Kés6i apoptdtikus sejt, mind az apoptdtikus, mind a nekrotikus jelet mutatja. D. A falloidin kotott
TRITC aktin filamentumokat jel6l, mely a sejtvaz integritdsat mutatja. Méretarany: 10um.
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14. Abra A HUVEC apoptotikus (A) és nekrotikus (B) indexe normal és CD szérummal torténé 48 6ras inkubaci6
soran. Az apoptotikus indexet az annexin festodést mutato sejtek és a toluidin-kék magfestést mutato sejtek aranyabol
szamoltuk. A nekrdtikus index a propidium-jodiddal fest6dé magok és a toluidin-kék fest6dést mutatd magok aranya.

Az index legaldbb 10° sejt szamlalasabol késziiltek. Az adatok az atlagot=SEM (n=3) mutatjak.
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A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasa a HUVEC kultura alakjara és szerkezetére

A gyulladéasos bélbetegek szérumanak hatasat a HUVEC sejtkultirak szerkezetére és alakjara 20-
30% konfluencia szint mellett vizsgaltuk. Az eNOS immunfluorescens sejtek részben szigetekben
helyezkedtek el, poligonalis alakzatot véve fel egymashoz kapcsoldodva. A sejtek tobbségén
megnylt, allab szeri nyulvanyok lathatéak. Otven szazalékos normél és 50%-s colitis ulcerosas
szérum jelenlétében a sejtek forméja és eloszldsa nem valtozott szembetlinéen a 48 oOréas vizsgalati
periodus alatt. Ezzel szemben az azonos koncentracioji Crohnos szérum mellett 20 6ras inkubacios
1d6 utan a sejtek kétdimenzios retikularis haldzatot alkottak. A sejtkultirdban megjelend szerkezeti

valtozasok, a szoveti vascularizacios jelensége korai elvéaltozasaira emélekeztetnek (15. dbra).

15. Abra A HUVEC tenyészetek alaki valtozasa, 50%-s normal, 50%-s CU és 50%-s CD szérummal torténd 24 o6ras
inkubacié utan. A vizsgalatban 20-30%-s konfluenciat mutaté sejttenyészeteket hasznaltunk. A sejteket eNOS
immunfluoreszcenciaval jelenitettiik meg. Méretarany: 50 um.
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11. Megbeszélés

A vizsgéalatban két NOS izoforma, az iINOS ¢és az eNOS megjelenését ¢és eloszlasat
tanulmanyoztuk a gyulladasos bélbetegségek kiilonb6zé formaiban, colitis ulcerosaban és Crohn
colitisben hisztokémiai, immunhisztokémiai €s molekularis biologiai moédszerekkel, részletes
mindségi ¢és mennyiségi kimutatidsra torekedve. Colitis ulcerosdban intenziv iNOS
immunreaktivitast taldltunk a felszini hamsejtekben, a nyalkahartya gyulladasos sejtjeiben,
ugyanakkor az eNOS szint az érképletek endotheliumaban gyakorlatilag nem kiilonbozott a
kontrolltél. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb volt a
nyalkahartya leukocita tipusu sejtjeiben, illetve az endothelben. Megel6z6 vizsgalatainkban
kiilonb6z6 antitesteket hasznaltunk a gyulladasos bélbetegek nyalkahartyajat infiltraldé gyulladasos
sejtek jellemzésére. Azt taldltuk, hogy csak a makrofagok és a neutrofilek mutatnak iNOS
immunreaktivitast. Az immunreakciok soran a sejtek megfeleld elkiilonitését és mennyiségi
értékelését teszik lehetévé a rozsaszin-vords Uj-Fuchsin és a  voros-fekete nikkel-DAB
chromogének, mind az egyes, mind a kettds festési technikakkal. Az iNOS immunreaktiv sejtek
colitis ulcerosdban fdleg neutrofilek, mig Crohn betegségben ezek makrofagok.  Crohn
betegségben. A kontroll csoportbol szarmazo mintadkban is tobb volt az iNOS immunreaktiv sejtek
szama, mint Crohnos mucosaban, tovabba a gyulladt és makroszkdposan épnek tlind teriiletek sem

mutattak jelentds kiillonbséget a Western blot iNOS immunreaktiv savjai tekintetében.

Az iNOS és eNOS eloszlasa a colitis ulcerosas nydlkahartyaban

Aktiv  colitis ulcerosaban fokozott NOS aktivitds volt észlelhetd a hisztokémiai,
immunhisztokémiai és immunblot adatok alapjan. A NOS szint magasabb volt a gyulladt colitis
ulcerosas teriileteken az immunsejtekben, az endotheliumban és az epithelialis sejtekben a
kontrollhoz és a makroszkoposan ép teriiletekhez képest. Ezek az eredmények egybecsengnek

korabbi adatokkal (8, 35, 80, 81) amelyek az iNOS fokozott expresszidjat és a NO magas szintjét
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mutatjak allatmodelleken eldidézett colitises és human colitises mintdkban. Magas nitrit-nitrat
szinteket mértek rectalis dializatumban, vastagbél gazokban, és emelkedett citrullin szintet talaltak
colitis ulcerosas biopszids mintakban. (29, 82, 83) A colitis ulcerosaban magas koncentracidban
eléforduld NO, mely a gyulladdsos folyamatok egyik kulcselemének szamit, nagyobb részt iNOS
eredetli, kisebb részben pedig az eNOS aktivitasdnak eredménye. Dextran natrium-szulfat
indukalta experimentalis colitisben iNOS vagy eNOS hidnya esetén a gyulladds mértéke csokken
(10). A NO védo szerepérdl szamoltak be iNOS és eNOS génhidnyos egereken, ahol gyorsan,
stlyos experimentalis colitis valthatd ki és a nyalkahartya gyogyuldsa lassu, elhuz6do. (18,84)
Fokozva a nyalkahartya vérellatasat és egyidejlileg csokkentve a thrombocyta aggregéaciot és a
leukocyta adhéziot a NO kedvezden befolydsolja a nyalkahartya homeostazisanak fenntartasat. (1)
protektiv hatast fejt ki, a nyalkahartya védekez6 mechanizmusait eldsegitve, masrészt kozvetlen és

kozvetett modon hozzajarul a nyalkahartya karosodas kialakuldséhoz.

Az iNOS és eNOS megjelenése a Crohn colitises nyalkahdartydaban

A CD68 porzitiv sejtek (makrofagok) jelentds szdmban fordultak elé Crohn betegek vastagbél
nyalkahartya biopsziajaban, de mind a gyulladt, mind a makroszkdposan ép teriileteken az iNOS
immunreaktivitdsa alacsony volt. Az iNOS csokkent expresszidja a Crohnos nyalkahartyan az
antibakterialis védekezés gyengiilését eredményezheti. Az alacsony iNOS hattere nehezen
magyarazhaté. Ujabb adatok a CORD15/NOD2 gén funkci6 valtozasat és a nuklearis faktor-kB (az
INOS expresszid iniciatora) koros aktivacigjat jelzik Crohn betegségben a makrophagok és
epithelialis (85, 86) sejtek szintjén, melynek eredményeként csokkenhet az iNOS szintje és
aktivitdsa. A fehérjék nitralasat, amely magas széveti NO szint mellett alakul ki, jelentésnek
talaltak colitis ulcerosas mintdkban a kriptdk sejtjeiben, neutrophilekben €és mononuclearis
sejtekben szemben a Crohn betegséggel, ahol hasonld eltérést nem észleltek (87). Egy korabbi

vizsgélatunkban alacsony vizelet nitrit szintet mértiink Crohn betegekben colitis ulcerosas és
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kontroll betegcsoporthoz viszonyitva, mely indirekt médon szintén jelezheti a Crohn betegségben
felmeriil6 NO hianyt (55).

A csokkent NADPH-diaphoraz aktivitds és az alacsony eNOS immunreaktivitds Crohnos
biopszias mintdk endothelialis sejtjeiben, egyideji jelentds kapillaris szam ndvekedéssel, a
microvascularis rendszer valtozasainak jelent6ségét tdmogathatja Crohn betegségben. A colon
ereinek szerkezeti karosoddsai, mint pl. a lumen obstrukcid, az intima megvastagoddsa, a
simaizom sejt hyperplasia, ¢s fibrosis kialakulasa, az erek falanak destrukcidjahoz vezethet és ezek
Crohn betegségben ismert eltérések (9, 83). Ujabban a microvascularis endothelialis rendszer
miikddési zavarardl szamoltak be, mely a NO dependens dilatacié karosodasaval jar Crohn betegek
intesztinalis ereiben és a nyalkahartya gyogyuldsdnak elégtelenségéhez vezet (56, 88, 89, 90).
Microvascularis dysfunctio kialakuldsanak egyik sajatos tényezdje Crohn betegségben a fokozott
szuperoxid termelddés. Szuperoxid gyokfogok, valamint NO donorok alkalmazasa, a human
microvacularis endothelialis sejtek aktivacidjdnak normalizacidjahoz vezethet IBD-ben (91). A
fokozott szuperoxid generacioban enzimatikus folyamatoknak, igy az eNOS-nak is szerepe lehet
(92). A microvasculdris endothelidlis dysfunctio lokalis el6forduldsa, a kronikusan gyulladt
terlileteken valé megjelenése, valosziniileg egy szerzett defektus, mely a szoveti ,,remodelling”
kovetkezménye a gyulladas altal érintett szakaszon (6). A szdveti ,remodelling” része a
neovascularizacio, amit vizsgalatunkban markansan jelzett a CD31 immunreaktiv kapillarisok
jelenléte a csokkent eNOS pozitivitast mutaté endothel sejtek mellett. Korabbi adatok arra utalnak,
hogy ezek az eltérések a gyengiilt eNOS aktivitasra vezethetok vissza (93). A NO az endothelium
homeostasisaban kulcsszerepet jatszo tényezd, gatolja az apoptozist és fokozza az endothelialis
angiogenezishez bioaktiv endothelium-eredeti NO sziikséges (95). Kronikus gyulladasban a
szerzett endothelialis miikodési zavar az eNOS szintézis gatlasaval és kovetkezményes koros

angiogenezissel jarhat, amit a vizsgalati adatok is bizonyitani latszanak.
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A NADPH-diaforaz reakcio és a NOS immunhisztokémia kapcsolata

Vizsgalatainkban sikerrel alkalmaztuk a NADPH-diaforaz hisztokémiat az iNOS és eNOS szoveti
lokalizacidjanak kimutatdsara. Elfogadott, hogy idegszdvetben aldehides fixalast kdvetden a
NADPH-diaforaz reaktiv sejtek azonosak az nNOS immunreaktiv sejtekkel (77). A NADPH-
diafordz pozitivitds kimutatott iNOS immunreaktiv makrofdgokban és neutrophilekben és eNOS
tartalmtl nem idegszdvetben is (78, 79). Gyulladas soran, mikor mind az eNOS, mind az iNOS
megjelenik az endothelialis sejtekben, a NADPH-diaforaz reakcio intenzitasa az erek funkcionalis
allapotat jelezheti. Miutan a NADPH-diaforaz és az iNOS reakcidk megjelenése €s intenzitasa
azonos volt, viszont jelentds kiilonbséget lehetett észlelni a colitis ulcerosas €s Crohnos mintak
kozott. Ezért a NADPH-diaforaz festés egy egyszerli, olcs6 és konnyen kivitelezheté modszer
lehet az IBD két f6 tipusanak elkiilonitésében. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy ezek a
szovettani adatok nem mutattak korreldciot az aktudlis klinikai és endoscopos aktivitasi
indexekkel, tehat nem tekinthetdk a gyulladas aktualis allapotat pontosan jelz6 adatnak.

A gyulladésos bélbetegségek kezelésében jelenleg hasznalt gydgyszerek valosziniileg nem
befolyasoljak alapvetden az intesztindlis NO szintézist (81). A szelektiv iNOS gatlok lehetséges
terapids alkalmazasa vizsgalat targyat képezi, azonban egyeldre ilyen irdnyu klinikai adat nem all
rendelkezésre (96).

A vizsgélat eredményei azt sugalljak, hogy az iNOS expresszido ¢és valosziniileg a
konstitutiv eNOS aktivitds szabalyozasa kiillonbozd colitis ulcerosaban és Crohn betegségben.
Ezért a NO kiilonbozd szerepet jatszhat a gyulladas kivaltasaban és szabéalyozasdban kronikus
gyulladéasos bélbetegségekben. A NOS izoformék megjelenésében és szoveti eloszlasdban észlelt

kiilonbségeknek szerepe lehet a colitis ulcerosa és a Crohn betegség szoveti elkiilonitésében.

A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasa HUVEC-re
A HUVEC sejtkultirakban végzett vizsgalatok soran aktiv colitis ulcerosas és Crohn betegek

szérumdnak hatdsat vizsgaltuk a tenyésztett endothel sejtek eNOS és INOS expresszidjara és
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lokalizacigjara, valamint a tenyészet viabilitasara. Colitis ulcerosas szérum hatasara az iNOS és az
eNOS indukcidja €s jelentds expresszidja volt észlelhetd. Ezzel szemben aktiv Crohnos szérummal
tortént kezelés mellett az iNOS expresszié atmeneti emelkedése és parhuzamosan az eNOS
expresszio hatarozott csokkenése volt megfigyelhetd. Az apoptotikus és nekrétikus sejtek szdma
jelentds valtozast nem mutatott, az aktin filamentumok festésével vizsgalt citoszkeleton megdrizte
strukturalis integritdsat a vizsgalat alatt. Ez utobbi adatok azt bizonyitjak, hogy a Crohnos szérum

Ellentmondasos adatok léteznek a kiillonbozé cytokineknek az eNOS vaszkularis
expressziojara gyakorolt hatasarol (97). Ugyszintén bizonytalan az eNOS eredetii NO szerepe a
gyulladésos folyamatok kivaltasaban és fenntartdsdban (98, 99). Korabbi allatkisérleti modellek
valamint humdn vizsgalatok eredményei egymasnak ellentmonddé eredményeket adtak, az NO
fokozhatja, mas esetekben csokkentheti a gyulladasos kaszkad intenzitasat és kiterjedését kronikus
gyulladésos folyamatokban (99, 100). Jelenleg elfogadott, hogy a microvascularis endothelium
konstitutiv eNOS expresszidja alapvetden fontos a szisztémds és helyi vaskularis homeostazis
fenntartasaban és az érrendszer integritasanak biztositasaban. Az aktiv colitis ulcerosas, valamint
Crohnos szérum hatasanak kitett HUVEC-n az eNOS expresszio ellentétes valtozasat észleltiik. Az
eNOS fehérje szintje a colitis ulcerosas szérummal tortént kezelést kovetden markans, de atmeneti
emelkedést mutatott a HUVEC sejtkultirdkban, 12 o6rdnal lehetett regisztralni a legmagasabb
szintet majd fokozatosan csokkent 36-48 ordnal érve el a normal szintet. Ezzel szemben Crohnos
szérum jelenlétében az eNOS szintje csokkent. Az indukcids id6 colitis ulcerosas szérum hatasara,
valamint a gatlasig eltelt id6 Crohnos szérum jelenlétében hozzavetdleg hasonld volt, a maximalis
illetve minimalis szint eléréséhez 8-12 drara volt sziikség. Az eNOS termelddését befolydsoljak a
magas cytokin szintek (Crohn betegségben a magas Th; indukalta cytokin konfiguracio), valamint
a cytokin szint és Osszetétel altal befolydsolt endothelidlis sejtadhézidos molekuldk expresszioja és
prezentacioja (37). A colitis ulcerosas, valamint a Crohnos szérum ismerten kiilonb6zd cytokin és

pro-inflammatorikus molekula 0Osszetétellel és koncentracioval rendelkezik. A kiilonb6zd
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cytokinek, illetve cytokin keverékek NOS expresszidra gyakorolt hatdsa széleskorii vizsgalatok
targyat képezik. Korabban kimutattdk, hogy a TNF-o id6fiiggéen csokkenti az eNOS fehérje
expressziojat human endothelidlis sejtekben (101, 102). A TNF-a hatdsmechanizmusa, mellyel az
intracelluldris NOS expressziot befolyasolja, nem ismert. Kimutattak, hogy a TNF-a gatolja az
eNOS mRNA aktivitasat azaltal, hogy csokkenti stabilitasat (103). Vizsgalatunkban a Crohnos
szérummal tortént inkubaci6 alatt jelentkez6 alacsony eNOS szintet magyarazhatja a magas TNF-a
koncentréacio, amely a Crohnos gyulladésra jellemzé Th; dominancia és az altala medidlt gyulladas
egyik legfontosabb mediatora. A gyulladdsos folyamatok az endothelium funkciondlis valtozésait
¢s az antigén status megvaltozasat eredményezhetik. Ezeknek a valtozdsoknak része az eNOS
alacsony expresszidja €s a leukocyta adhéziés molekuldk, mint pl. az ICAM, VCAM, E-selectin
magas szamban valé megjelenése az endothel felszinén (54, 104, 105, 106, 107). Ugyanakkor az
enzim aktivitas késleltetett csokkenése volt észlelhetd a vizsgélat soran, ami az eNOS fehérjének
az mRNS-hez viszonyitott nagyobb stabilitdsat jelzi, vagy poszttranszlacids valtozdsokat jelez,
amelyek az enzim aktivitdsanak fokozodasat eredményezheti (74). Kisérletes colitisekben az eNOS
ugy tlinik protektiv szereppel bir a karositd tényezdkkel szemben. Endothelialis NOS hidnyos
egereken végzett vizsgalatok azt sugalljak, hogy a vérben levd NO legalabb 50%-a eNOS eredetii
lehet (76). A leukocyta-endothelialis kotédés fokozott és az ischemia-reperfuzid utani karosodas
sulyosabb eNOS hianyos allapotban (42, 108).

Colitises allatmodellekben jelentés mennyiségli iNOS keletkezik a gyulladas soran, mely
kiilonb6z6 modon valhat kérossa, és Osszességében rontja a betegség lefolydsat (109). Crohn
colitisben a human intesztindlis microvascularis endothelialis sejtek iNOS termeld képessége
csOkkenhet, és ez érzékennyé teszi a sejteket a leukocyta-medialt karosodasra (110, 111). Colitis
ulcerosaban kimutattak, hogy az iNOS szint gyorsan emelkedik és ez jol aranylik a betegség
aktivitasaval (112). Magas iNOS aktivitast taladltak a mesenteridlis microvascularis endothelialis
sejtekben colitis ulcerosaban, mely a vasculdris endothelidlis aktivacid és a colitis ulcerosa

pathogenezise kozotti szoros kapcsolatra utal (113). A HUVEC stimulacidja pro-inflammatorikus
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cytokinekkel (I1-1B, TNF-a) vagy hormonokkal (pl. relaxin, dstrogén) iNOS expressziot indukal és
a termelddd NO fokozza a prostaglandinok és mas mediatorok bioszintézisét (114,115,116). Primer
sejttenyészetben észlelt maximalis iNOS szint nem filigg6tt a lipopolysaccharid kontaminaciotol, és
nem befolyasolta a sejtproliferaciot, csokkenése a konfluens tenyészetben indult meg (117). A
Ostradiollal tortént kezelés soran. Nanomoldris koncntrdcioban az Ostradiol eNOS termelést
indukalt, mig mikromoldris koncentracioban iNOS expresszidjara volt képes (118). Korabbi
vizsgélatokban az INF-y és TNF-a egyiittesen, valamint IL-1B-t is tartalmaz6 cytokin koktél
fokozta a NOS aktivitast, mig ezek a cytokinek egyenként kiilonb6z6 méddon hatottak a NOS
expressziora (74, 119, 120). A vizsgélatban hasznalt szérumok kozepes aktivitdst mutaté Crohn
betegekbdl (1L50<CDAI<450) és colitis ulcerosas betegekbdl (4<UC-DAI) szarmaztak. Ezek
olyan cytokin és gyulladasos adheziés molekuldkat tartalmazo keveréknek tekinthetok, melyek
nem-specifikus gyulladasos hatassal rendelkeznek. Az iNOS fokozott expresszidja gyulladasos
bélbetegekbdl szarmazo szérum hatasara a HUVEC adaptiv valaszat jelentheti.

Kiilonos érdeklodésre tarthat szdmot a colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatdsanak
vizsgalata a HUVEC eNOS expresszidjara ¢és ravilagithat a két betegség kiilonb6zo
pathophysiologiai torténéseire, valamint az eltéré morfologiai képre. A NO meghatarozd szerepet
jatszik a vascularis endothelidlis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor: VEGF) altal
indukalt angiogenezisben ¢s a vasculdris hyperpermeabilitas kialakuldsaban. /n vivo vizsgalatokban
a NO termelddés gatlasa a VEGF indukalta angiogenezis, és a vasculdris permeabilitas
csOkkenéséhez vezetett (121). Korabbi vizsgalatok eredményei azt bizonyitjdk, hogy a Crohnos
szérum fontos elemét képezd bazikus fibroblast ndvekedési faktor (basic fibroblast growth factor-
bFGF) kiilonb6z6 mechanizmusokkal indukalhat angiogenezist (122). Csokkent VEGF aktivitasra
utald adatokat kozoltek Crohn betegségben a VEGF receptor (VEGF-Ets-1) ¢és a

crer

mellett szol (123, 124, 125, 126). Az eNOS nem megfeleld expresszioja és ezzel egylittesen a
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VEGF indukalta angiogenezis és vascularis permeabilitds karosoddsa fontos 1épés lehet a Crohn
betegség pathomechanizmuséban. Ugyanakkor a bFGF amely a neovascularizacids folyamatok
legaktivabb molekuldja Crohn betegségben, NO fiiggetlen aktivitdst mutat (122, 127). A colitis
ulcerosa pathomechanizmusa a VEGF aktivitasatol fliggetlennek tiinik (122, 127). A gyulladasos
cytokinek ¢és angiogén molekuldk egyiittes hatasa az eNOS ¢és iINOS expresszidjanak
megvaltozasahoz vezet, ezaltal megbomlik az egyensuly a két NOS izoforma kozott, aminek
valdsziniileg szerepe van az angiogenezis karosodasaban, amely a tokéletlen szdveti restitutio
fontos eleme.

Az angiogenezis a kronikus gyulladasos folyamatok egyik alapvetd pathophysiologiai
folyamata, melynek fontos 1épései az endothelialis sejtek proliferacidja, migracidja és tubularis
elrendezddése. Ez a folyamat bizonyos angiogenetikus faktorok szoros ellendrzése alatt all, melyek
egyike a NO pro-angiogenetikus hatdssal (19, 20). A Crohnos szérummal tortént kezelés soran a
HUVEC olyan morfologiai valtozasokat és atrendezOdést mutatott melyek vascularis formaciok
kialakuldsara emlékeztetnek. Hasonlo szerkezeti elvaltozasok colitis ulcerosds szérummal tortént
kezelés alatt nem voltak észlelhetdk. A sajatos sorba rendezddés és hurokszerli formdaciok
kialakuldsa a Crohnos szérum angiogenetikus aktivitasa mellett szol. A sejtek érszert strukturdkba
rendezddése a Crohnos szérummal torténd kezelés 24. ordja utan volt megfigyelhetd, amikor az
iINOS szintje csokkent az eNOS expresszio pedig kifejezettebbé valt. Korabbi adatok szerint, a
reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species: ROS) potencialis pro-angiogenetikus aktivitassal
rendelkeznek, in vivo, valosziniileg az iNOS ,,up-regulatio” altal (128). A ROS szintén jelentds
szerepet jatszik a sejt proliferacioban az eNOS aktivitds szabalyozasa altal, ugyanakkor az
antioxidansok gatoljadk a HUVEC NO termelését és a proliferaciot (129). Ezzel szemben mas
vizsgélatokban azt talaltak, hogy az antioxidansok fokozhatjak a NOS aktivitasat (130, 131). A

gyulladésos cytokinek mint a TNF-a, IL-1p és a ndvekedési faktorok indirekt modon fokozzak az

crer
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valtozasokat okozva (132). Ez a kettds hatas szerepet jatszhat a HUVEC pro-angiogenetikus ¢és
proliferacios aktivitasaban.

Endothelidlis stresszt okozo kiilonboz6 stimulusok az apoptozis szabalyozasi rendszerének
befolyasolasa révén hatnak (133). Ujabb kisérleti adatok szerint a NO a mitokondrialis 16gzési
folyamatok szabalyozésa és a citokrom-C felszabaditasa révén a pro-apoptotikus folyamatok altal
stimulalt sejthaldl elleni védekezési mechanizmusokat triggerel (134, 135, 136). Jelen vizsgélatban,
a Crohnos gyullad4dsos szérummal inkubalt HUVEC eNOS expresszidja alacsony volt, ami
magyarazatot adhat a minimalisan emelkedett apoptotikus aktivitdsra. Mindez egy karosodott anti-
apoptotikus mechanizmus mellett sz6l. A Crohnos szérumban magas TNF-a szint karositja a sejtek
¢letképességét apoptozist indukalva, NO fiiggetlen mechanizmus altal. (137) Ezzel szemben a
colitis ulcerosds és kontroll szérumokkal kezelt sejtekben észlelt magasabb eNOS szintek a
fokozott apoptozis ellen jelenthetnek védelmet.

A HUVEC-en végzett vizsgalati eredmények egybevagnak a korabbi vastagbél biopszian
alkalmazott immunhisztokémiai eredményekkel, és olyan cytokin komplexum jelenlétére utalnak a
gyulladdsos bélbetegek vérében mely az eNOS/INOS ardny megvaltoztatasdhoz jarul hozza
endothelidlis sejteken. Az egyidejlileg végbemend valtozasok az eNOS szint csokkenésével és az
INOS mennyiség emelkedésével, valamint a sejt proliferacios aktivitas fokozodasaval,
csokkenthetik az endothelidlis sejtek anti-inflammatorikus kapacitasat. Ezaltal olyan gyulladasos
kaszkad reakcidk indulnak el, melyek az endothelium barrier dysfunkcidjdhoz vezetnek, majd a
nyalkahartya microvascularis rendszerének strukturalis elvaltozasait okozzak Crohn betegségben.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Crohnos szérum bizonyos komponensei csokkentik az eNOS
fehérje szintjét az endotheliumban, ami befolyasolja a betegség pathomechanizmusat koros

valtozasokat okozva a gyulladt szovet érrendszerében.
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12. Kovetkeztetések

1. Colitis ulcerosaban intenziv iNOS immunreaktivitas észlelhetd a hamsejtekben és a nyalkahartya
gyulladasos sejtjeiben hisztokémiai, immunhisztokémiai ¢s immunoblott vizsgalatokkal. Az eNOS

szint az endotheliumaban nem kiilonbozik a kontrolltol. Az iNOS-IR sejtek foleg neutrofilek.

2. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb a nyalkahartya leukocita
tipust sejtjeiben, illetve az endothelben. Alacsony iNOS immunreaktivitisu CD68-IR sejtek

(makrofagok) jelentds szamban fordultak el Crohn betegek vastagbél nyalkahartyajaban.

3. A csokkent NADPH-diaforaz aktivitas és az alacsony eNOS immunreaktivitds Crohnos mintak
endothelialis sejtjeiben, egyidejii jelentds kapillaris szdm ndvekedéssel, a mikrovaszkularis
rendszer valtozasainak jelentdségét tamogatja. A csokkent eNOS pozitivitdst mutatdé endothel
sejtek és a jelentés CD31 immunreaktiv kapillarisok altal jelzett neovaszkularizacié a szoveti
,remodelling” részjelensége. Kronikus gyulladdsban a szerzett endothelialis miikodési zavar az

eNOS szintézis gatlasaval és kovetkezményes koros angiogenezissel jarhat.

4. A szovettani elvaltozasok nem mutattak korrelaciot a klinikai és endoszkdpos aktivitasi

indexekkel, tehat nem tekinthetok a gyulladas aktualis allapotat pontosan jelzé adatnak.

5. Az eredmények azt sugalljak, hogy az iNOS expresszio ¢s valosziniileg az eNOS aktivitas
szabalyozasa kiilonboz0 colitis ulcerosaban és Crohn betegségben. Ezért a NO kiilonb6zo szerepet

jatszhat az IBD kivaltasaban €s szabalyozasaban.

6. A NOS izoformak megjelenésében és szoveti eloszlasaban észlelt kiilonbségek segithetnek a

colitis ulcerosa és a Crohn betegség szoveti elkiilonitésében.
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7. Sikerrel alkalmazhato a NADPH-diafordz hisztokémia az iNOS ¢és eNOS szoveti
lokalizaciojanak kimutatdsara. A NADPH-diaforaz és az iNOS reakciok megjelenésének ¢és
intenzitdsanak azonos volta a NADPH-diaforaz festést egy egyszerli, olcsé és konnyen

kivitelezheté modszerré teszi az IBD két f6 tipusanak elkiilonitésében.

8. A colitis ulcerosas szérum jelentés iINOS ¢és eNOS expressziot indukdl HUVEC-n, ezzel
szemben Crohnos szérum az iNOS expresszio atmeneti emelkedését és parhuzamosan az eNOS
hatarozott csokkenését idézi eld. Az apoptotikus és nekrotikus sejtek szdma jelentésen nem

valtozik, a citoszkeleton megdrzi strukturalis integritasat.

9. Az IBD-s szérumok olyan citokin és gyulladdsos adhézidés molekuldkat tartalmazd anyagnak
tekinthetdk melyek az endothelium funkcionalis valtozasait és az antigén statusz megvaltozasat
eredményezhetik Az iNOS fokozott expresszioja gyulladasos bélbetegek széruménak hatasara a
HUVEC adaptiv valaszat jelenti. A Crohnos szérum csokkenti az eNOS szintjét az
endotheliumban, és fokozza a leukocita adhézios molekuldk, pl. az E-szelektin expresszidjat,
valtozasokat okozva a gyulladt szovet érrendszerében. A colitis ulcerosas ¢és Crohnos szérum
hatasanak vizsgalata a HUVEC eNOS expresszidjara ravilagit a két betegség kiilonb6zo

patofiziologiai torténéseire és az eltéré morfoldgiai képre.

10. A Crohnos szérum hatdsara a HUVEC-n vaszkuldris formacidkra emlékeztetd alakzatok jonnek
létre melyek a szérum angiogenetikus aktivitdsa mellett szolnak. Hasonld elvaltozasokat colitis

ulcerosas szérum nem okozott.

11. A HUVEC-en végzett vizsgalati eredmények egybevagnak a vastagbél biopszia

immunhisztokémiai eredményeivel, és olyan citokin komplexum jelenlétére utalnak a IBD-s
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betegek vérében, mely az eNOS/iNOS arany megvaltoztatasahoz jarul hozza endothelialis sejteken.
Az eNOS egyidejli csokkenése és az iNOS emelkedésével, valamint a sejt proliferacids aktivitas

fokozddasaval, csokkenthetik az endothelialis sejtek anti-inflammatorikus kapacitasat.
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Osszefoglalas

Az IBD genetikai, kdrnyezeti és immunologiai tényezok egyiitthatdsa eredményeként alakul
ki. A colitis ulcerosa és Crohn betegség kivaltdsaban és fenntartdsaban ezek kiilonb6zé mértékben
vesznek részt, kiillonbozik az immunsejtek valamint a gyulladasos cytokinek szdma és ardnya is.

A gyulladés hatterében zajlé komplex immunolédgiai folyamatoknak részese az EDRF-NO
rendszer mely, a szervezet egyik altalanos és alapveté mediatorat és effektorat az NO-t termeli. A
NO az egyik legkisebb bioldgiailag aktiv molekula, mint ubiquiter szabadgyok, mennyiségétol,
keletkezési helyétdl és idejétdl valamint a kornyezetében zajlo reakcioktol és a pH-tol fliggden
pozitiv vagy negativ szereppel bir a gyulladasos folyamatokban. A NO-nak a vizsgalata colitis
ulcerosaban és Crohn betegségben ellentmondé eredményekhez vezetett.

Colitis ulcerosaban intenziv iNOS immunreaktivitast talaltunk a hamsejtekben, a
nyalkahartya gyulladdsos sejtjeiben, ugyanakkor az eNOS az érképletek endotheliuméban nem
kiilonbozott a kontrolltol. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb volt
a nyalkahartya leukocita tipusu sejtjeiben, illetve az endothelben. A szoveti ,,remodelling” része a
neovascularizaci6, amit markansan jelzett a CD31 immunreaktiv kapillarisok jelenléte a csokkent
eNOS pozitivitdst mutatd endothel sejtek mellett. Az iINOS immunreaktiv sejtek colitis
ulcerosaban féleg neutrofilek, mig Crohn betegségben makrofagok.

A NADPH-diaforaz és az iNOS reakciok megjelenése és intenzitdsa azonos volt, viszont
jelentds kiilonbséget lehetett észlelni a colitis ulcerosas és Crohnos mintak kozott, ezért a NADPH-
diaforaz festés egy egyszerti, olcso €és konnyen kivitelezheté modszer lehet az IBD két f6 tipusanak
elkiilonitésében. Az INOS és az eNOS expresszio kiilonbozd colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben. A NO kiilonb6z6 szerepet jatszhat a gyulladas kivaltasaban és szabalyozasaban IBD-
ben. A NOS izoformdk megjelenésében és szdveti eloszlasaban észlelt kiilonbségeknek szerepe
lehet a colitis ulcerosa €és a Crohn betegség szoveti elkiilonitésében.

Colitis ulcerosas szérum hatasara az iNOS ¢és az eNOS indukcidja és jelentds expresszidja
volt észlelhet6 HUVEC-n. Crohnos szérum az iNOS expresszid atmeneti emelkedését és
parhuzamosan az eNOS expresszio hatarozott csokkenését okozta. Az apoptotikus és nekrotikus
sejtek szama jelentds valtozast nem mutatott, a citoszkeleton megdrizte strukturalis integritasat.

A HUVEC-en végzett vizsgalati eredmények egybevagnak a vastagbél biopszia
immunhisztokémiai eredményeivel, és olyan cytokin komplexum jelenlétére utalnak a IBD-s
szérumban mely az eNOS/iNOS aranyt megvaltoztatja endothelialis sejtekben. A Crohnos szérum
bizonyos komponensei csokkentik az eNOS fehérje szintjét az endotheliumban, ami befolyasolja a

betegség pathomechanizmusat koros valtozasokat okozva a gyulladt szovet érrendszerében.
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Summary

The initiation and pathogenesis of ulcerative colitis and Crohn's disease are multifactorial and
involve interactions between genetic, environmental, and immunological factors, but they are
distinct in the initial phase of pathogenesis and in the type and the number of mediators involved.

Nitric oxide is a ubiquitous free radical and it plays important roles either as a messenger or
a destructive molecule in inflammation. The iNOS expressed in macrophages, neutrophils,
endothelial and smooth muscle, is responsible for the cytotoxic effect of these cells. eNOS and
iNOS regulate the blood flow and bowel motility.

In UC, intensive iNOS immunoreactivity was present in the epithelial cells, in mucosal
inflammatory cells, while the eNOS level was found to be unchanged compared to the control. A
lower level of iNOS and eNOS was observed in mucosal leukocyte type cells and endothelium of
CD patients, respectively. iNOS-IR cells were mainly neutrophils in UC, and macrophages in CD.
Increased number of CD-31-IR capillaries within low eNOS-IR material in Crohn’s mucosa was
also revealed.

iINOS expression and presumably the constitutive eNOS activity are regulated in a different
manner in UC and CD, therefore NO may play different roles in eliciting and maintaining the
inflammation in the IBD. Differences observed in expression and distribution of NOS isoforms
could be of importance in the histological differentiation of UC and CD.

Since a significant difference was observed in the number of cells showing NADPH-
diaphorase reactivity and iNOS immunoreactivity between UC and CD, this simple, cheap and
easy to carry out procedure might be useful in the differential-diagnosis of these two types of IBD.
However, these histological data do not show correlation with the actual clinical and endoscopic
activity index of IBD, therefore this does not reflect strictly the state of inflammation.

Induction of both iNOS and eNOS on HUVEC was observed in the presence of UC serum.
In contrast, upon addition of CD serum to HUVEC media a transient increase in the expression of
iINOS was observed parallel with a marked decrease in the expression of eNOS. The number of
apoptotic and necrotic cells was not altered significantly, and the structural integrity of the
cytoskeleton remained intact.

Results on HUVEC correlate well with immunohistochemical findings on biopsies, and
suggest the presence of a cytokine composition in the blood of IBD patients which is able to evoke
changes in the eNOS/iNOS ratio in endothelial cells. Our findings imply that some components of
the Crohn’s serum decrease eNOS protein level in the endothelium which may influence the

pathomechanism and cause abnormal alterations in the vascular wall of the inflamed tissue.
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Konyvrészletek:

1. A gyulladasos bélbetegségek haematologiai vonatkozasai )

Az IBD extraintesztinalis manifesztacioi. Szerkesztette: Dr. Kovacs Agota

Medicom Budapest, 2000

2. A belek betegségei, A pancreas betegségei

Klinikai alapismeretek fogorvos és gyogyszerészhallgatoknak. Szerkesztette: Dr. Boda Zoltan
Medicina Budapest, 2001
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3. A hasnyalmirigy rosszindulata daganatai
Klinikai onkologia a gyakorlatban. Szerkesztette: Dr. Szant6 Janos
Medicina Budapest, 2005

Eloadasok:

Magyar Gasztroenterologiai Tarsasag Endoszkopos Szekcidjanak 2002. évi Vandogytilése
Debrecen 2002. szeptember
Az Argon plazma coagulacio lehetdségei rectum tumorokban

Ritka Koérképek Szimpozium
Debrecen, 2003. majus, 29
Crohn betegséghez tarsuld sulyos majenzim eltérések

I1.Granum, Csalddorvos Tovabbképzd Konferencia
Hajduszoboszlo, 2003. szept 20.
A reflux betegség differencial diagnosztikaja és extraoesophagealis manifesztacioi

Belgyogyaszati Szakvizsga elokészitd eléadassorozat
Debrecen 2003. okt. 31
Gyobgyszer okozta toxikus majartalmak

Semmelweis Egyetem IV Gasztoenteroldgiai Tovabbképzé Konferencia, Budapest 2004. februar
7., Coeliakia, vékonybél lymphoma, Crohn betegség egyiittes el6fordulasa.

Regionalis Gasztroenteroldgiai Talalkozo
2004. Bodrogkisfalud
Gyakorlati teend6k Infliximab kezelés kapcsan

1. Granum, Csaladorvos Tovabbképzd Konferencia
Hajduszoboszlo, 2004. aprilis 24.-25.
A gyulladasos bélbetegségek diagnosztikaja és kezelése

I. Debreceni Belgyogyaszati Napok, 2004. aprilis: Az IBD modern kezelési elvei

A Magyar Gasztroenteroldgiai Tarsasag 46. Nagygytilése
Balatonaliga 2004. janius 4.
Rutin laboratériumi és klinikai adatok a Crohn betegség aktivitasanak felmérésére

I. Debreceni Gasztro Immun Konferencia, 2004. nov 19-20: Primaer sclerotizaldé cholangitis és
IBD

A Magyar Gasztroenterologia Tarsasag Colon Szekci6 2005. éves Tudomanyos Ulése
Gyula 2005. januar 20.
A vastagbél vizsgalatok elokészitése

A Magyar Gasztroenteroldgiai Tarsasag 47. Nagygytlése Balatonaliga

2005. junius 7.-11.
Chronicus inlfiximab kezelés Crohn betegségben
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Csaladorvosi tanszék Tovabbképzd tanfolyam
Debrecen, 2005. janius 15.
Funkciondlis és chronikus gyullad4so bélbetegségek

Kiemelt fejezetek a klinikai Onkologiabol, Haziorvosi Alaptanfolyam
Debrecen 2005 szept 1-3.
A colorectalis carcinoma diagnosztikdjanak lehetdségei

A magyar Belgyogyasz Tarsasag Eszakkelet-Magyarorszagi Szakcsoportjanak Tudomanyos Ulése

Debrecen 2005. szeptember 22.-24.
Fenntarto6 infliximab kezelés
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