
Egyetemi Doktori (Ph. D.) értekezés 
 
 
 
 
 

NITROGÉN-MONOXID SZINTETÁZ IZOFORMÁK 
VIZSGÁLATA KRÓNIKUS GYULLADÁSOS 

BÉLBETEGSÉGEKBEN 
 
 
 
 

PALATKA KÁROLY 
 
 
 
 
 

TémavezetQk:  
 

Prof. Dr. Udvardy Miklós 
Egyetemi tanár 

 
Dr. Altorjay István 

Habil. egyetemi docens 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

DEBRECENI EGYETEM 
ORVOS- ÉS EGÉSZSÉGTUDOMÁNYI CENTRUM 

BELGYÓGYÁSZATI INTÉZET 
 

DEBRECEN 
 2006 

 



TARTALOMJEGYZÉK 

1. Rövidítések jegyzéke  4 

2. Bevezetés  6 

3. A gyulladásos bélbetegségekrQl általában   7 

4. A nitrogén monoxid és a nitrogén monoxid szintetáz izoformák  10 

5. A NO sejt  és szöveti hatásai  12 

6. A NO és a gyulladásos bélbetegségek  13 

 a. Az iNOS vizsgálata klinikai tanulmányokban  13 

 b. Immunhisztokémiai vizsgálatok  14 

 c. A NO colitises állatmodellekben   15 

 d. Az arginin metabolizmus alternatív útjai  16 

7. A HUVEC és NO  17 

8. Célkit_zések  17 

9. Anyagok és módszerek  19 

 Betegek kiválasztása, kezelése  19 

 Biopszia mintavétel  20 

 Vérszérumok gy_jtése  21 

 Szövettani vizsgálatok  22 

 Biopsziák elQkészítése  22 

 iNOS immunhisztokémia  22 

 eNOS immunhisztokémia  23 

 NADPH-diaforáz hisztokémia  23 

 KettQs jelölés iNOS tartalmú sejtek azonosítása  24 

 Az érendothél kimutatása 

Az immunreakciók mennyiségi értékelése  

 24 

 2



 iNOS immunblott  25 

 Endothel citológiai vizsgálatok  26 

 HUVEC preparálás és tenyésztés  26 

 Immunblott  27 

 Immunfluoreszcencia vizsgálatok  28 

 Statisztika  29 

10. Eredmények  30 

 Az iNOS+ immunreaktív sejtek megoszlása és jellemzése IBD nyálkahártyában  30 

 Az eNOS lokalizációja és a vasculáris status összehasonlítása  32 

 Az eNOS kimutatása immunblott és immunfluorescens vizsgálattal HUVEC-n   33 

 Az iNOS kimutatása immunblot és immunfluorescens vizsgálattal HUVEC-n  34 

 A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC proliferációs 

aktivitására 

 35 

 A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC viabilitására  35 

 A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC kultúra alakjára és 

szerkezetére 

 36 

11. Megbeszélés  36 

12. Következtetések  46 

13. Összefoglalás  49 

14. Summary  50 

15. Irodalomjegyzék  51 

 Köszönetnyílvánítás  65 

 Függelék  66 

 

 

 

 3



1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

NO   nitrogén monoxid  

EDRF-NO  endotheliális eredet_ relaxáló faktor-nitrogén monoxid 

NOS   nitrogén monoxid szintetáz 

iNOS   indukálható nitrogén monoxid szintetáz 

eNOS   endotheliális nitrogén monoxid szintetáz 

nNOS   neuronális nitrogén monoxid szintetáz 

IBD   gyulladásos bélbetegségek 

CU   colitis ulcerosa 

CD   Crohn betegség 

HLA   human leukocita antigén 

TNF-g   tumor nekrózis faktor alfa 

ICAM-1  intercelluláris sejtadhéziós molekula-1 

NOD2/CORD15      caspase recruitment domain-gyuladásos bélbetegségekre hajlamosító gén 

NF-せB   nukleáris faktor kappa B 

INF-け   interferon gamma 

ECAM  endotheliális sejtadhéziós molekula 

VCAM  vaszkuláris sejtadhéziós molekula 

L-NAME  NG-nitro-L-arginin     

L-NMMA  NG-monomethyl-L-arginin  

TNBS   trinitro-benzolszulfonsav 

AG   aminoguanidin 

ODC   ornithin-dekarboxiláz  

DSS   dextrán nátrium szulfát 

HUVEC  humán köldökzsinór véna endotheliális sejt 
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PFA   paraformaldehid 

DAB   diaminobenzidin 

PBS   foszfát puffer 

FITC   fluoreszcein-izotiocianát 

NBT   nitroblue-tetrazolium klorid  

NADPH   nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

PECAM   trombocita-endothel  adhéziós molekula 
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2. Bevezetés 

A gyulladásos bélbetegségek körébe sorolt Crohn betegség és colitis ulcerosa az elmúlt 

évtizedekben „titokzatos” kórképeknek számítottak melyek gyakorlatilag a szervezet egészét 

érinthetik, és pathogenezisükben több különbözQ kórfolyamat vesz részt. Bár a pontos etiológia és 

a teljes pathogenetikai rendszer továbbra sem ismert, az elmúlt években jelentQs elQrelépés történt 

ezen a téren mely alapvetQen változtatta meg e kórképekrQl alkotott elképzeléseinket, alapul 

szolgált az úgynevezett biológiai kezelés bevezetésére és elQrevetíti a további kutatási utakat és 

elQrelépési lehetQségeket. Új eredmények születtek az intesztinális epithel m_ködésérQl, 

permeabilitásáról, a bél baktérium mikróflóra és a nyálkahártya immunrendszerének 

kölcsönhatásáról, az orális immuntolerancia természetérQl. Az epidemiológiai vizsgálatok egész 

sora segítette a környezeti tényezQk és a Crohn betegség, valamint a colitis ulcerosa kapcsolatának 

jobb megismerését. Az experimentális, genetikailag manipulált modelleken, „in vitro” 

sejtkultúrákon végzett vizsgálatok alapvetQ adatokat szolgáltattak a bélgyulladás természetére 

vonatkozóan. Mára jelentQs ismeretanyag halmozódott fel a gyulladást fokozó és a gyulladást 

csökkentQ citokineknek, növekedési faktoroknak és más bioaktív molekuláknak a bélnyálkahártya 

homeosztázisában játszott szerepére vonatkozóan. Jelenleg a genetikai és immunológiai, illetve 

immungenetikai tényezQk tekinthetQk dominánsnak a gyulladásos bélbetegségek 

etiopathogenezisében és ezen a téren gyarapodó ismeretektQl várhatók a betegség további átfogóbb 

megismerésének léhetQségei. 

A gasztrointesztinális rendszer gyulladásos válaszkészsége korlátozott. Az inflammatorikus 

reakció szövettani és funkcionális jellemzQit elsQsorban az anatómiai helyzet és a folyamat 

idQbelisége határozza meg kevésbé a kiváltó tényezQk. Mindez egy végsQ közös gyulladásos utat 

feltételez hasonló gyulladásos sejtek, citokinek, lipid mediátorok részvételével. A kiterjedt 

gyulladásos infiltrátum és a szöveti elváltozások hátterében zajló komplex immunológiai 

folyamatoknak részese az EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-nitrogen oxide) rendszer 

mely, a szervezet egyik általános és alapvetQ mediátor és effektor anyagát a NO-t termeli L-
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argininból. A nitrogén oxide a szervezet egyik legkisebb biológiailag aktív molekulája, mely 

vasodilatátor, neurotransmitter és a gyulladásos reakciók fontos tényezQje, mint mediátor és 

effektor molekula.  

A nitrogén oxide szerepe a gyulladásos bélbetegségekben, a bélnyálkahártya szintjén zajló 

gyulladásban nem tisztázott. Az epithelium, a nyálkahártyát infiltráló gyulladásos sejtek valamint 

az endothel termelte különbözQ nitrogén oxide szintetáz izoformák által létrehozott - nitrogén 

oxide jelenléte és koncentrációja a gyulladás különbözQ fázisaiban proinflammatorikus illetve 

antiinflamatorikus hatást fejt ki és valószín_leg más, más módon érvényesül a Crohn betegségként, 

valamint colitis ulcerosaként jellemzett gyulladásban. 

Munkánk során a nitrogén oxide szintetáz izoformák expressziójának minQségi és mennyiségi 

vizsgálatát végeztük Crohnos és colitis ulcerosás nyálkahártyában valamint a gyulladásos 

bélbetegek szérumával kezelt human köldökzsinór endotheliális sejtekben a gyulladásos folyamat 

különbözQ fázisaiban. Célunk az NO szerepének megvilágítása, a különbségek regisztrálása a 

gyulladásos bélbetegségek különbözQ formáiban, és ennek esetleg gyakorlati, 

differenciáldiagnosztikai szempontból való értékelése.      

 

3. A gyulladásos bélbetegségekrQl általában 

A gyulladásos bélbetegségek (IBD) ismeretlen eredet_, visszatérQ, sajátos krónikus 

hullámzó lefolyást mutató, változatos intesztinális és extraintesztinális tünetekkel járó kórképek, 

melyek elQfordulási gyakorisága világszerte növekszik. Bár egyértelm_, precíz átfogó 

epidemiológiai adatok Magyarországon nem állnak rendelkezésre, az eddigi eredmények colitis 

ulcerosában 8, Crohn betegségben 3-4 közötti incidenciát mutatnak, folyamatosan növekvQ 

tendenciával az elmúlt három évtizedben. Az USA-ban és a Nyugat-Európai országokban ennél 

enyhén gyakoribb elQfordulás észlelhetQ, míg Ázsia, Afrika, Dél-Amerika országaiban sokkal 

ritkábban fordul elQ. ElsQsorban a fiatal korosztályokat érinti, a betegség kezdete túlnyomórészt az 

elsQ és második évtizedre tehetQ. A pontos etiológia ismeretének hiányában a mai kezelési 
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lehetQségek a betegség gyógyítására nem alkalmasak, így mindössze a tünetek kezelésére, a 

szövQdmények elkerülésére és kezelésére irányuló törekvések maradnak, a beteg megfelelQ 

életminQségének biztosítása érdekében.   

Az IBD jelen elképzelés szerint genetikai, környezeti és immunológiai tényezQk komplex 

együtthatása eredményeként alakul ki. A két fQ klinikai entitás, a colitis ulcerosa (CU) és Crohn 

betegség (CD) kiváltásában és fenntartásában a fenti tényezQk különbözQ mértékben vesznek részt. 

IBD-ben az immunsejtek valamint a gyulladásos cytokinek száma és aránya is különbözik (1). 

Ennek ellenére a diagnózis és a differenciál diagnózis továbbra is alapvetQen a klinikai tüneteken, 

a radiológiai és endoszkópos eltéréseken alapul, melyek colitis ulcerosában a vastagbél 

nyálkahártya fekélyes elváltozásaira, Crohn betegségben a gasztointesztinális traktus bármely 

részén elQforduló szakaszos transmurális gyulladásos, fekélyes eltérésekre és ezek 

következményeire vezethetQk vissza. A szövettani lelet, a gazdag leukocyta infiltráció, 

granulocyták, monocyták, lymphocyták megjelenése a bélfalban, nem diagnosztikus. Az esetek 

jelentQs részében a patológiai vizsgálat nem perdöntQ a diagnózis felállításában.  

Az IBD gyakoribb családi elQfordulása valamint más genetikai eltérésekkel való társulása 

évek óta felveti a genetikus tényezQk fontosságát a betegség elQfordulásában. A genetikai háttér 

tisztázására irányuló vizsgálatok során az immunológiailag releváns gén produktumok (HLA-DR, 

HLA-DQ, IL-1RA, TNF, ICAM-1) génjei kerültek elQtérbe. A NOD2/CORD15 gén mutációja 

elsQsorban Crohn betegségre jellemzQ. A CORD15 fehérje a perifériás vér monocytáiban a 

lipopolysaccharidok és bakteriális fehérjék intracelluláris receptoraként szerepel. A nukleáris 

faktor kappa B (NF-mB) aktiválását közvetíti, mely a pro- és anti-inflammatorikus mediátorok 

termelését eredményezi. A gén mutációja a mononukleáris sejtek funkció károsodása által a 

gyulladásos cytokin konfiguráció megváltozását eredményezheti. Újabban felmerült a 10q23 

kromoszómán a DLG5 gén speciális haplotypus variánsának szerepe IBD elQfordulásában.      

Valószín_leg léteznek Crohn betegség specifikus és colitis ulcerosa specifikus gének valamint 
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közös IBD gének melyek defectusai a nyálkahártya immunregulációjának egyensúlyát 

megbontják. 

A Crohn betegség kialakulásának hátterében felmerült a veleszületett immunitás 

elégtelenségének következtében kialakuló tökéletlen intesztinális barrier funkció lehetQsége. Az 

epithelium valamint a lamina propria fagocitáinak, a granulocitáknak és a makrofágoknak a kóros 

m_ködése következtében a lamina propria sejtjeinek expoziciója fokozott a luminális bakteriumok 

irányából ami kóros T sejt mediálta gyulladáshoz vezethet (2,3,4). 

Függetlenül az elQsegítQ tényezQk együtthatásának mértékétQl az immunrendszer központi 

szerepet játszik a betegség patogenezisében Az IBD patogenezisében a bél nyálkahártya 

immunrendszerének kóros m_ködése központi helyet foglal el. A rendszer normális m_ködésének 

jellemzQi az orális tolerancia, krónikus kontrollált (fiziológiás) gyulladás és a helyi IgG termelés, 

melyek egyensúlyának megbomlása vezet az IBD kialakulásához. Infektív tényezQk központi 

szerepét a gyulladás kiváltásában több indirekt adat felveti, de a feltételezett kórokozók 

azonosítása nem járt sikerrel. A központi kérdés továbbra is az, hogy mi váltja ki és mi tartja fenn 

a gyulladást. A T sejtek autoreaktivitására utaló adatok nem adnak teljes magyarázatot. A klinikai 

és alapkutatási eredmények jelenleg kóros nyálkahártya immunreguláció és elégtelen barrier 

funkció mellett szólnak. A két eltérés egymással összefügg: a nyálkahártya-gát elsQdleges 

elégtelensége megzavarhatja a normális nyálkahártya immunreguláció kialakulását, másrészrQl a 

nyálkahártya immunreguláció defectusa olyan citokin változásokat okoz, melyek károsíthatják az 

intesztinális barrier funkciót. Az antigének melyek felerQsítik a gyulladásos választ, részei lehetnek 

a normális intesztinális flórának, vagy közönséges fertQzQ ágensek lehetnek. A normális 

nyálkahártya flórával szembeni tolerancia elvesztése a betegség kialakulásához vezethet. A 

krónikus gyulladás, a bélben levQ antigén trigger és a kóros immunreguláció együttes hatásának 

következménye (2).  

 A colitis ulcerosában és a Crohn betegségben egyaránt aktivált CD4+ T sejtek találhatók a 

lamina propriában és a perifériás sejtekben, melyek gyulladásos citokineket termelnek. A citokinek 
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vagy direkt módon, a makrofágok és B sejtek aktivációja által, vagy indirekt módon, a 

mikrokörnyezet megváltoztatása, a perifériás erekbQl a gyulladásos sejtek kiáramlásának 

elQsegítése által hatnak. A Crohn betegségben Th1 típusú túlsúly észlelhetQ IL-2, TNF-g, és INF-け 

termeléssel, míg colitis ulcerosában Th2 túlsúly mellett fQleg IL-5 és IL-10 termelQdik. A két 

betegség különbözQ makroszkópos gyulladásos eltérései visszavezethetQk ezekre a citokin 

különbségekre. Úgy t_nik, hogy a gyulladásos citokin profil különbségei genetikailag 

meghatározottak.  

A különbözQ citokinek és a bakteriális lipopolisaccharidok hatására nitrogén monoxid 

szintetáz (NOS) indukálódik és az általa termelt nitrogén monoxid (NO) vasodilatator, 

neurotrasmitter és effektor feladatokat lát el (5).                              

Az etiopatogenetikai különbségek bizonyos részleteinek ismerete, a meghatározó szerepet 

játszó gyulladásos mediátorok, vagy adhezív molekulák szelektív gátlását teheti lehetQvé, 

lehetQséget adva az IBD különbözQ formáinak specifikus kezelésére.  

 

4. A nitrogén monoxid és nitrogén monoxid szintetáz izoformák 

A kiterjedt gyulladásos infiltrátum és a szöveti elváltozások hátterében zajló komplex 

immunológiai folyamatoknak részese az EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-nitrogen 

oxide) rendszer mely, a szervezet egyik általános és alapvetQ mediátor és effektor anyagát a NO-t 

termeli L-argininból. A NO a szervezet egyik legkisebb biológiailag aktív molekulája, mint 

ubiquiter szabadgyök, mennyiségétQl, keletkezési helyétQl és idejétQl valamint a környezetében 

zajló reakcióktól és a pH-tól függQen pozitív vagy negatív szerepet játszik a gyulladásos 

folyamatok keletkezésében és fenntartásában (6,7,8).  

A nitrogén monoxid szintetáz (NOS) három különbözQ formája ismert. Az I. típusú NOS, 

vagy neuronális NOS (nNOS), egy citoplazmában lévQ szolubilis enzim, mely elsQsorban az 

agyban van jelen, de megtalálható a gerincvelQben, a perifériás idegekben, vázizomzatban, 

vesében és pancreasban is.(9) Konstitutívan expresszálódik az intracelluláris Ca++ minimális 
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emelkedésének hatására az idegsejtekben és idegvégzQdésekben. A hatására keletkezQ NO többek 

között a tanulási és memória funkciókban, a fájdalom ingerek kialakulásában és a 

gasztrointesztinális motilitás befolyásolásában vesz részt. 

 A II. típusú NOS, vagy indukálható NOS (iNOS), szintén szolubilis enzim és 

neutrofilekben, monocitákban, makrofágokban, T-limfocitákban, endothel, epithelialis valamint  

egyéb sejttípusokban fordul elQ (10). Transzkripciós szinten szabályozható, bakteriális 

lipopolysaccharidok és gyulladásos citokinek indukálják. Nagy mennyiségben keletkezik az 

intracelluláris pathogének és a tumor sejtek elleni védekezésben. TermelQdése független az 

intracelluláris Ca ++ átmeneti változásaitól.    

A III. típusú NOS vagy endothelialis NOS (eNOS), Ca++-kalmodulin függQ és a vascularis 

tónus valamint az endothelium homeostázisának fenntartásában jelentQs. Kismennyiségben termel 

NO-t, mely aktiválja a solubilis guanilát-cikláz enzimet és ezzel a másodlagos hírvívQ cGMP 

szintézisét elQsegítve, a fiziológiás simaizom tónus fenntartását biztosítja (11,12,13,14). 

A Th1 és a makrofag eredet_ citokinek, mint a TNF-g, TNF-く (limfotoxin-g, INF-け) vagy 

IL-1く, önmagukban, vagy együttesen iNOS expresszót indukálnak, és egyúttal fenntartanak egy 

általános gyulladásos választ, más citokinek, endotheliális sejtadhéziós molekulák (ECAM) és 

enzimek indukálásával. A folyamat részletei nem tisztázottak, de in vitro vizsgálatok azt mutatják, 

hogy ezek a mediátorok aktiválják az NF-せB-t. Az NF-せB ubiquiter transkripciós faktor, az 

immunfolyamatok és a gyulladásos reakciók pleiotrop szabályozó molekulája (15). Aktiválódását 

követQen az NF-せB a sejtmagba transzlokálódik és különbözQ gének promoter régióihoz kötQdve 

aktiválja a gyulladásos és immunválaszban fontos gének transzkripcióját, így pl. az IL-1く, IL-2, 

IL-6, IL-8, Il-12, TNF-g, ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule-1), E-selectin, iNOS, ciklooxigenáz-2 képzQdését indukálja. Az NF-せB a Rel 

transkripciós faktorok családjába tartozó, heterodimer molekula, amely egy p50 és egy p65 

alegységbQl áll és a citoplazmában található az IせB inhibitor molekulával együtt. Aktiválódása 

különbözQ bakteriális és vírus eredet_ anyagok hatására történik.  
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Az NF-せB aktivációs mechanizmusa még nem teljesen tisztázott. A különbözQ aktiváló 

tényezQk több jelátvivQ utat aktiválnak, melyek az intracelluláris reaktív oxigén metabolizmus 

erQsítése irányába konvergálnak (16, 17). Az intracelluláris oxidativ stressz hatására egy vagy több 

redox érzékeny kináz aktiválódik, amelyek specifikusan az IせB-t foszforilálják. Ez a  foszforiláció 

érzékenyíti az IせB-t egy nem-lizozomális ATP-függQ 26S proteolitikus komplex által történQ 

lebontásra amely lehetQvé teszi a p50/p65 heterodimer fehérje transzlokációját a sejtmagba. A 26S 

proteoszoma fontos része az NF-せB aktivációjának, szelektív gátlása blokkolja az ICAM, E-

selectin, és VCAM citokin aktivációját és a következményes sejt-endothel interakciót.                        

 

5. A NO sejt és szöveti hatásai 

A NO a gasztrointesztinális hámsejtek funkcióinak fenntartásában fontos és fokozza a 

gyomor és bélhám szekréciót (18). A szolubilis guanilát-cikláz aktiválásán keresztül a gyomorban 

a mucin termelQdését segíti elQ a cholinerg receptorok aktiválásának következtében (11). Potens 

vasodilatátorként a megfelelQ vérellátás biztosítása által a nyálkahártya védekezQ funkcióit 

támogatja (9). Ugyanez a hatása érvényesül szepszisben is.  

A gyulladásos cytokinek befolyásolják és szabályozzák az endotheliális NO szintet, amely 

az endothel homeosztázisának fontos eleme (19) Az endotheliális sejt apoptózisát a gyulladásos 

citokinek és a reaktív oxigén gyökök fokozzák, míg az eNOS eredet_ NO gátolja. Az apoptózis 

gátlása hozzájárul az endotheliális eredet_ NO gyulladáscsökkentQ és angiogenetikus aktivitásához 

(20).    

A NO csökkenti az adhéziós molekulák expresszióját a neutrofileken és az endotheliumon 

ezáltal csökkenti a leukocita adhéziót, és valószín_leg gátolja a hízósejtek aktivációját (1,21) A 

NO csökkenti a makrofag citokin termelést ugyanakkor az iNOS eredet_ NO a makrofagokban 

meghatározó jelentQség_ a baktériumok elleni védekezésben. Oxidatív stressz körülményei között 

gyökfogóként csökkenti a sejtkárosodást. Az iNOS aktivitás bizonyítottan proliferáció gátlással, 
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fokozott apoptozissal és cytotoxikus aktivitással társul. A NO sejtkárosító hatásának pontos 

mechanizmusa nem ismert. Az egyik elképzelés szerint, az iNOS eredet_ NO oxigén 

szabadgyökökkel, pl. szuperoxiddal reagálva peroxinitritet képez, amely elQsegíti a tirosin 

oldalláncok nitrotirozinná történQ átalakítását (22). Magas NO szintek esetén fokozódik a DNS 

károsodás, romlik a vas-kén tartalmú enzimek m_ködése és a mitokondriális légzés.(23,24,25,26)       

 

6. A NO és a gyulladásos bélbetegségek 

a. Az iNOS vizsgálata klinikai tanulmányokban 

A NO-nak mint gyulladásos mediátornak a vizsgálata colitis ulcerosában és Crohn 

betegségben gyakran ellentmondó eredményekhez vezetett. A citrullin szint alkalmas lehet az 

iNOS aktivitás meghatározására, miután az NO-val equimoláris mennyiségben keletkezik az 

argininbQl NOS hatására. A citrullin szintet magasnak találták aktív colitis ulcerosás betegek 

rectális biopsziás mintájában (27).  NOS gátló NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) hozzáadása 

a biopsziás mintákhoz csökkentette a citrullin szintet (27). Más vizsgálatokban az iNOS aktivitás 

szignifikánsan magasabb volt colitis ulcerosás nyálkahártyában, mint a kontrollban de nem volt 

magasabb Crohn betegekben a kontrollhoz viszonyítva (28,29). 

A NO meghatározás más módjai a luminális gáz közvetlen kimutatása, a nyálkahártya NO 

szintjének elektródokkal való mérése, valamint a NO metabolitok követése. A vastagbél gázok 

chemiluminescenciás technikával történQ vizsgálata jelentQsen magasabb NO tartalmat mutatott 

colitis ulcerosás betegekben a kontrollhoz képest (30). Hasonló technikát alkalmazva aktív colitis 

ulcerosás betegekhez hasonlóan magas NO szintek voltak detektálhatók Crohn betegség különbözQ 

klinikai formáiban (31). Ugyanakkor jelentQsen nagyobb NO gáz mennyiség volt észlelhetQ 

collagén colitisben mint colitis ulcerosában ami kérdésessé teheti az NO jelentQségét mediátorként 

gyulladásos bélbetegségekben (32).  

A nyálkahártya NO, colonoscopon át bevezetett elektródákkal történQ közvetlen mérése 

colitis ulcerosában, a makroscoposan ép és fekélyes területeken is szignifikánsan magasabb 
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értékeket mutatott, mint a kontroll csoportban (33). A steroid kezelés mintegy felére csökkentette a 

nyálkahártya NO tartalmát (33). A nitrit mint a NO stabil metabolitja, a vizeletben - standard 

körülmények között és fertQzés hiányában - jelezheti a NO aktivitás mértékét. Az aktív colitis 

ulcerosás betegek 12 órás illetve 24 órás gy_jtött vizeletének nitrit tartalma jelentQsen 

magasabbnak mutatkozott az inaktív colitises és a kontroll csoporthoz képest (34).   

Összességében tehát az iNOS expresszió és aktivitás, illetve a NO termelQdés általában 

magasabb IBD-ben. Ez az összefüggés erQsebb colitis ulcerosában és bizonytalan Crohn 

betegségben. Tisztázatlan tehát, hogy a NO nemspecifikus markere-e a bélgyulladásnak, vagy 

közvetlen mediátora a gyulladásos válasznak. A magas szöveti iNOS aktivitás és NO szint jól 

korrelált a colitis ulcerosa klinikai és endoscopos aktivitásával (35).  A NO, illetve a szérum és 

vizelet nitrit szintje, jó megfelelést mutatott a C-reaktív protein, az erythrocita  süllyedés, a 

fehérvérsejt és a thrombocita szint értékével (34, 36). A iNOS expresszió korrelációja a betegség 

aktivitásával Crohn betegségben kevésbé egyértelm_ (37,38).    

 

b. Immunhisztokémiai vizsgálatok 

Az iNOS fehérje expresszió fokozott volt colitis ulcerosás betegek lamina propriájában, 

valamint az epitheliális sejtek citoplazmájában a kontroll mintákhoz képest (39). Hasonló eloszlást 

észleltek Crohn betegségben is (40). Fokozott iNOS expresszió és az iNOS+ keringQ monociták 

magasabb aránya volt megfigyelhetQ IBD betegeken (41).  

A konstitutiv NOS izoformák expressziója is megváltozik colitis ulcerosában. Az nNOS 

csökkent a muscularis mucosaeban, míg az eNOS fokozott volt a lamina propria területén (42).  A 

magas iNOS szint nem specifikus IBD-re mivel fokozott expressziót találtak infektív colitisben is 

az epitheliális sejtekben, amely a gyógyulás során csökkent (43).  Az intenzív iNOS festQdés 

mellett, nitrotirozin pozitivitás is kimutatható colitis ulcerosás és Crohn betegek nyálkahártya 

epithel sejtjeiben, jelezve a NO – peroxinitrit - nitrotirozin folyamatsort, amely a celluláris 

fehérjéket károsítja (44).                       
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c. A NO colitises állatmodellekben  

Trinitro-benzolszulfonsav (TNBS) által indukált tengerimalac ileitisben NG-nitro-L-arginin 

(L-NAME), egy nem szelektív NOS inhibitor hatására, a gyulladásos eltérések csökkentek (45). 

Szelektív iNOS gátló aminoguanidin (AG) szintén csökkentette a gyulladás intenzitását hasonló 

modellen (46). Peptidoglican/polysaccharid indukálta patkány colitisben az L-NAME és AG 

egyaránt csökkentette a NO termelQdését, a vizeletben és szérumban mért nitrit/nitrát szintek 

alapján (47). Hasonlóan csökkent a myeloperoxydase aktivitás, a colitisre jellemzQ bélfal 

megvastagodás és az intesztinális izom hiperplázia (48,49).  Más vizsgálatokban azt találták, hogy 

a NOS gátlás ideje meghatározó lehet, TNBS elQtt adott L-NAME rontja a colitist, míg fordítva a 

colitis javult. Valószín_, hogy a korai gátlás a constitutiv NOS kiesésével a védQ hatás 

elmaradásához vezet (50).  

Az iNOS káros hatását bizonyító vizsgálatok mellett több kísérlet számolt be 

gyulladáscsökkentQ védQ hatásról. TNBS indukált patkány colitis modellen az L-NAME-val 

történQ gátlás fokozta a gyulladásos eltéréseket (51). Patkányon indukált DSS colitisben az L-

NAME és az AG kezelés is károsnak bizonyult (52). 

Az iNOS hiányos genetikai modelleken indukált colitisekben egymásnak ellentmondó 

elváltozásokat észleltek az iNOS szerepére vonatkozóan (53, 54).   

Az állatkísérletek ellentmondásos eredményei részben a modellek különbözQségébQl, 

részben a vizsgálati különbségekbQl adódnak. Úgy t_nik, fontos szerepet játszik a NOS gátlás ideje 

valamint különbözik az NO szerepe a sejttípustól és a koncentrációtól függQen is.                   

Széleskör_ vizsgálatok ellenére a NO-nak a krónikus gyulladásos bélbetegségekben játszott 

szerepe nem tisztázott. A legtöbb vizsgálatban magas NO szintet és fokozott NOS expressziót 

találtak colitis ulcerosás vastagbél nyálkahártyában, ugyanakkor a Crohn betegségben mért értékek 

ellentmondásosak (37).  Újabban az IBD különbözQ formáiban mért eltérQ szérum és vizelet nitrit 

szintek (6, 36, 55) alapján felmerült, hogy az NO mennyiségek a gyulladás mértékét illetve 
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különbözQ formáit jellemzik, és magyarázatot nyújthatnak az észlelt microvasculáris szerkezeti 

változásokra és bélmotilitásbeli különbségekre (10, 20, 56). 

 

d. Az arginin metabolizmus alternatív útjai 

Az arginin metabolizmus kompetitív útja az argináz által történQ bontás melynek 

eredményeként L-ornithin és urea keletkezik, az elQbbi az ornithin-dekarboxiláz (ODC) 

szubsztrátumjaként poliaminokká alakulhat. A poliaminok a vastagbél hámsejtek növekedését 

serkentik és befolyásolják a nyálkahártya apoptózisát pro-apoptótikus vagy anti-apoptótikus 

irányba, egyúttal csökkentik a mononukleáris sejtek veleszületett immunválasz potenciálját (57, 

58, 59, 60, 61). Az argináz hatása tehát a bélgyulladásban két módon érvényesül: egyrészt az iNOS 

kompetitív gátlásával, másrészt a poliaminok termelésével, melyek a bél patofiziológiáját 

modulálják. Két argináz forma különíthetQ el, az I. típus, amely elsQsorban a májsejtekben 

található és a II. típus, mely a legtöbb szövetben elQfordul a mitokondriumokhoz társultan (62).  

Fokozott argináz aktivitást észleltek colon tumorban és colitisekben (63). Ellentmondó 

eredemények születtek az ODC decarboxiláz aktivitásáról IBD szövetben (64, 65,66).   

Az állatkísérletek során arginin adása egyes esetekben enyhítette a gyulladást, más esetekben 

fokozta a szöveti károsodást a magas iNOS akivitás és NO szint által (67,68,69). Más 

állatmodellekben az argináz-ODC rendszer erQsítésével és a NOS gátlásával sikerült védQ hatást 

elérni. Az ellentmondások magyarázatául szolgálhat, hogy a NOS gátlók nem teljesen szelektívek 

és potenciális argináz gátló hatásuk lehet. (70, 71).   

 

7. A HUVEC és NO 

A humán köldökzsinór véna endotheliális sejtek (HUVEC) tenyészetét gyakran használják, 

mint specifikus modellt az endothelium m_ködésének vizsgálatára. A HUVEC rendkívül érzékeny 

azokra a gyulladáskeltQ ágensekre, melyeket a különbözQ cytokinek önmagukban vagy együttesen 

különbözQ összetételben képviselnek. A NO-t a HUVEC-ben konstitutívan az eNOS termeli, míg 
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bizonyos stimulusok hatására az iNOS. (72-73).  A termelt NO hozzájárul az endotheliális sejtek 

apoptozisának, proliferációjának, valamint sejtdifferenciációjának (angiogenezis) szabályozásához 

(74,75,76).   

 

8. Célkit_zések 

A NO krónikus gyulladásos bélbetegségekben játszott szerepe a nagyszámú humán szöveten 

végzett vizsgálat, valamint állatmodellen és sejtvonalakon végzett kísérletek ellenére sem 

tekinthetQ tisztázottnak Egymásnak ellentmondó eredmények születtek a NO és a NOS izoformák 

megjelenésérQl és aktivitásáról colitis ulcerosában és Crohn betegségben. Valószín_nek t_nik, 

hogy az NO fontos mediátora a szöveti gyulladásnak és szerepe a termelQdés helyének, a NO-t 

termelQ és/vagy célsejt típusának, az oxigén szabadgyökök koncentrációjának, valamint a 

gyulladás fennállási idejének és súlyosságának függvénye. Colitis ulcerosában inkább a rendszer 

fokozott aktivitását észlelték, míg Crohn betegségben, bizonyos esetekben magas, máskor alacsony 

szintek voltak mérhetQk. Crohn betegségben ismert a nyálkahártya microvasculáris rendszerének 

strukturális változása és valószín_leg ezzel kapcsolatos a vasodilatator kapacitás dysfunctioja. A 

NO szintje valamint a NOS expressziója jelezhetik a gyulladásos aktivitást és valószín_leg 

összefüggés van a NOS szintek változása valamint az észlelt morfológiai eltérések között. 

Vizsgálataink során az iNOS és eNOS expresszióját és lokalizációját vizgáltuk colitis 

ulcerosás és Crohn betegek vastagbél nyálkahártya endoszkópos biopsziáiban. A gyulladás által 

érintett és megkímélt területekbQl aktív és inaktív klinikai állapotban nyert biopsziás anyagok 

szisztémás hisztológiai és immunhisztológiai vizsgálatára került sor. Az elsQ, közvetlenül klinikai 

jelleg_ vizsgálatot követQen, a munka második részében laboratóriumi kiegészítQ vizsgálatokra 

került sor. Aktív colitis ulcerosás és Crohn betegek szérumának hatását vizsgáltuk HUVEC 

tenyészetekben. Az eNOS és iNOS expressziójának és lokalizációjának kimutatására konfluens és 

semi-konfluens HUVEC tenyészetekben került sor. Szintén követtük a sejtek viabilitási 
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mutatóinak, az apoptotikus és nekrotikus aktivitásnak valamint a proliferációnak a változásait a 

NOS izoformák expressziójának függvényében gyulladásos és kontroll szérumokkal történt kezelés 

során.     

A NO szerepének tisztázása segítheti a gyulladásos bélbetegségek pathognezisének 

részletes feltárását, és ezáltal a jövQben diagnosztikus és esetleg therápiás haszna is lehet. 

 

A felvetett kérdések alapján a klinikai és kísérletes munka fQ célkit_zései az alábbiak voltak:  

 

1. A iNOS és eNOS expressziójának és lokalizációjának vizsgálata colitis ulcerosás és 

Crohn betegek nyálkahártya biopsziás mintájában. 

2. A NOS expressziót mutató sejtek és szövetstrukturák azonosítása (kettQs jelölés_ 

immunhisztokémiai technikákkal) és összhasonlítása a különbözQ betegségformákban, valamint 

azon belül a vastagbél makroszkóposan gyulladt vagy gyulladásmentes szakaszai között. 

3. A minQségi vizsgálatok mellett (hisztokémia, immunhisztokémia), a különbözQ 

betegcsoportokból nyert kolonoszkópos biopsziás minták NOS protein mennyiségi meghatározása 

Western blott technikával.  

4. A vaszkuláris státusz öszehasonlítása colitis ulcerosás és Crohnos vastagbél biopsziás 

mintákban különös tekintettel a neovaskularizációs jelenségekre.     

5. A klinikai kép, aktivitási tünetek, és a NOS izomérek expressziója közötti összefüggés 

vizsgálata. 

6. A NADPH-diaforáz expressziójának és lokalizációjának vizsgálata colitis ulcerosás és 

Crohnos vastagbél biopsziás mintákon.  

7. A NADPH-diaforáz és a NOS izoformák co-lokalizációjának vizsgálata IBD-s vastagbél 

biopsziákban.  
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 8. Az eNOS és iNOS expressziójának, lokalizációjának és változásainak regisztrálása 

colitises és Crohnos szérummal kezelt konfluens és semi-konfluens HUVEC tenyészetekben. A 

különbözQ típusú gyulladásos szérumok által kiváltott változások összehasonlítása.  

 9. A sejtek viabilitási mutatóinak, az apoptotikus és nekrotikus aktivitásnak valamint a sejt 

proliferáció változásainak a vizsgálata IBD-s szérummal kezelt HUVEC-n a NOS izoformák 

expressziójának függvényében.     

 

9. Anyagok és módszerek 

 

Betegek kiválasztása, kezelése  

A vizsgálatban résztvevQ IBD betegek évek óta ismert colitis ulcerosában vagy Crohn betegségben 

szenvedtek. A vizsgálatba történQ bevonás elQtt legalább hat hónapig nyugalmi fázisban voltak, 

illetve a vizsgálat elQtti négy hétben nem kaptak szisztémás vagy lokális kortikoszteroidot és az 

alkalmazott gyógyszeres kezelés (5-ASA) dózisa stabil volt. A vizsgálatba történQ bevonás 

kritériuma a tünetek fellángolása volt, enyhe-közepes aktivitási forma megjelenése (UC-DAI, 

CDAI). A colitis ulcerosás betegeknek proctosigmoiditise vagy bal oldali colitise volt. A Crohn-

betegekben a gyulladás a vastagbélre lokalizálódótt. Az endoszkópos eltéréseket az ismert 

endoszkópos aktivitási indexek szerint értékeltük. (I. táblázat) Nem-stenotizáló és nem-penetráló 

gyulladásos formákat vizsgáltunk, melyet a bécsi Crohn-betegség osztályozás kritériumai (Vienna 

classification, 1998) alapján határoztunk meg. A vizsgált betegcsoportok nem és kor szerint 

eloszlás alapján összehasonlíthatók. A Crohn-betegeknek magas C-reaktív fehérje szintjük 

(CRP>10 mg/l) volt, tályog és fertQzés jele nélkül. A betegek sennoside B-t (X-PREP, 

Mundipharma) kaptak a kolonoszkópia elQtt 16 órával. 
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I. Táblázat Colitis ulcerosás (CU) és Crohn betegek (CD) adatai  

 
Dg. No Életkor (év) 

Átlag 
Nem F/N 
Átlag 

Endoszkópos 
aktivitási index 

Klinikai 
aktivitási index 

Kezelés 

CU 24 28 (19-36) 13/11 G1: 4 

G2: 12 

G3: 8 

4øUC-DAI 5-ASA 

CD 20 30 (21-45) 13/7 8øCDEISø14 150øCDAIø450 5-ASA 

Kontroll 16 31 (25-38) 8/8    

 
G0-3: A colitis ulcerosa endoszkópos gyulladási foka (Lennard-Jones, Br Med J, 1964, 1:89) 
CDEIS: A Crohn betegség endoszkópos súlyossági indexe (Modigliani, Gut, 1989, 30:983-89) 
UC-DAI: Colitis ulcerosa aktivitási index (Truelowe-Witts, Br Med J, 1955, 2:1041) 
CDAI: Crohn betegség aktivitási index (Best, Gastroenterol, 1979, 77:843) 
5-ASA: 5-amino-salicyl sav 
 

 

Biopszia mintavétel 

A vastagbél biopszia mintákat IBD betegekbQl a gyulladt és makroszkóposan a gyulladás által 

megkímélt sigma és jobb oldali colon területekrQl vettük. (1. táblázat). A kontroll mintákat 

colorectalis carcinoma sz_résen résztvevQ, egészséges egyének kolonoszkópiás vizsgálatakor 

vettük. Az utóbbi mintavételbQl származó biopsziákat csak akkor használtuk vizsgálatainkban, ha a 

patológiai-szövettani elemzés során a nyálkahártya nem mutatott gyulladásos tüneteket. Mindenik, 

a vizsgálatban részt vevQ egyén nyilatkozatban fejezte ki hozzájárulását a kísérletekben való 

részvételre. 

 

Vérszérumok gy_jtése 

A kísérletben résztvevQ betegektQl 5-5 ml vért vettünk citrátos vákuumcsövekbe, majd 2000 rpm 

fordulattal 10 percig centrifugáltuk. A szérumokat (felülúszó) elkülönítettük és felhasználásig 

fagyasztóban (–80C°) tároltuk.  
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Szövettani vizsgálatok

 

Biopsziák elQkészítése 

A 4%-os paraformaldehidben (PFA) vagy acetonban rögzített fagyasztott biopsziákból 10 om 

vastag metszeteket készítettünk.  A PFA-ben rögzített minták egy részét paraffinba ágyaztuk, a 

metszeteket pedig a maximális nyomás kialakulásától számítva 3 percig fQztük kuktában antigén 

feltárás céljából 0.1 M Na-citrát pufferben.  

iNOS immunhisztokémia 

iNOS kimutatására anti-iNOS poliklonális nyúlban termeltetett antitestet (OXIS, Portland, Oregon 

USA; Calbiochem, Darmstadt, Németország) használtunk 1:1000 hígításban PFA-ben fixált 

paraffinos vagy fagyasztott metszeteken. A metszeteket 4% normál kecske szérummal való 1 órás 

blokkolás után egy éjszakán át 4flC-on inkubáltuk az iNOS antitesttel. Az immunreakció 

elQhívására Universal avidin-biotin-peroxidáz kit-et (Vector Laboratories, Peterborough, Egyesült 

Királyság) használtunk, melyhez a festék 3,3’-diaminobenzidin (DAB) volt. A DAB reakciót 

0.005% H2O2 jelenlétében, a jelet esetenként 1% Ni(NH4)2SO4 hozzáadásával erQsítve, 0.05 M 

Tris-HCl (pH 7.6) inkubációs pufferben végeztük. Az eljárásban minden antitestet 0.1% marha 

szérum albumint (BSA), 0.1% Na-azidot és 0.1% Triton-X 100-at tartalmazó fiziológiás NaCl-t 

(0,15 N) tartalmazó 0.1 M foszfát pufferben (PBS)-ben hígítottuk. Minden inkubációs lépést 

követQen a metszeteket 4 x 10 percig mostuk.  Kontroll kísérletekben a primer antitestet kihagytuk 

az inkubálás során. Az antitest specificitásának ellenQrzésére a primer antitestet, a reakciónál 

alkalmazott hígításban, elQinkubáltuk 250 たg/ml iNOS blokkolópeptiddel (az iNOS szekvencia 

1131-1144 aminósavszekvenciájának alapján készült szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, 

Németország). A kontroll kísérletekben nem tapasztaltunk pozitív immunreakciót. 
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eNOS immunhisztokémia 

Az acetonban szárított fagyasztott metszeteket inkubáltuk eNOS antitesttel (nyúl, 1:100, 

Calbiochem, Darmstadt, Németország) egy éjszakán át 4 flC-on, hasonló módon, mint azt az iNOS 

immunreakciónál tettük. KövetkezQ lépésként biotinnal jelölt második antitesttel inkubáltunk 

(1:200, Vector Laboratories, Peterborough, Egyesült Királyság), a reakciót, pedig avidinhez kötött 

FITC-tal (1:200, Boehringer Mannheim, Németország) tettük láthatóvá. Mindkét inkubációs lépés 

2-2 óráig tartott. A mintákat háromszor mostuk a lépések között és végül a metszetet glicerin-PBS 

1:1 tartalmú oldattal fedtük le. Az eNOS antitest specificitását az antitest megfelelQen kihígított 

oldatának és 250 たg/ml eNOS blokkolópeptidnek (az eNOS szekvencia 599-613 alapján készített 

szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németország) elQinkubálása után végzett 

immunreakcióval ellenQriztük. A kontroll kísérletekben nem tapasztaltunk pozitív immunreakciót. 

 

NADPH-diaforáz hisztokémia 

A NADPH-diaforáz reakciót (NADPH-d), a NOS izoformák gyors hisztokémiai kimutatására 

használják (77, 78, 79) 12, 13, 14). A PFA-ben rögzített fagyasztott metszeteket 1 óráig sötétben 

inkubáltuk szobahQmérsékleten az 1 mM d-NADPH-t, 0.2 mM nitrokék-tetrazóliumot és 0.3% 

Triton-X-100-at tartalmazó Tris-HCl pufferben (0.1 M, pH 8.1) (Sigma-Aldrich, Budapest, 

Magyarország). A metszeteket, alapos PBS-sel való mosást követQen, eozinnal festettük és 

glicerin-PBS 1:1 tartalmú oldattal fedtük le. Kontroll reakciókban a d-NADPH-t kihagytuk az 

inkubációs oldatból, vagy helyettesítettük c-NADPH-val vagy d-NADH-val. A kontroll 

kísérletekben specifikus festQdést nem tapasztaltunk. A reakció elegyben 1 mM difenilén-

jodonium-ot, a NADPH/NADH-oxidáz enzim gátlószerét alkalmazva, az eredeti rekcióhoz képest 

változást nem tapasztaltunk az aldehid-rezisztens NADPH-d reaktivitásban, mely alapján a 

NADPH-d reakciót jó közelítéssel a NOS-nak feleltethetjük meg. A nyálkahártya alkalikus 
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foszfatázának aktivitása enyhe háttérreakciót váltott ki néhány mintán, melyet 5 mg/ml levamizol 

hozzáadásával szüntettünk meg.  

 

KettQs jelölés iNOS tartalmú sejtek azonosítása 

A szövetek iNOS immunreaktív (iNOS-IR) sejtjeinek azonosítására az iNOS-ra elQhívott paraffin 

metszeteket egér anti-CD68 (makrofág azonosítás) és anti-CD15 (neutrofil granulocita azonosítás) 

antitestekkel inkubáltuk. Második lépésben, a gyulladásos sejtek megjelenítésére DAKO LSAB2 

kit-et (Dako, Glostrup, Dánia) használtunk, ahol sztreptavidinhez kötött alkalikus-foszfatáz volt a 

jelölQ anyag és „Új Fukszin” volt a festék. Az iNOS immunreakció lilás-fekete színe 

[Ni(NH4)2(SO4)2-al felerQsített DAB reakció] és a sejt azonosításra használt immunreakció 

rózsaszínes piros színe (fukszin) a metszeteken jól elkülöníthetQ volt.   

A PFA-del rögzített biopsziákból fagyasztott sorozat metszetek készültek annak eldöntésére, hogy 

a NADPH-d hisztokémiai és iNOS immunhisztokémiai reakciók milyen mértékben feleltethetQk 

meg egymásnak.   

Az érendothél kimutatása 

A biopsziákban lévQ erek kimutatására monoklonális anti-PECAM-1 (CD31) antitestet 

használtunk. Az antigén-feltárás céljából fQzött paraffin metszeteket a primer antitesttel inkubáltuk 

(1:100 hígításban) 1 órán át 4 °C-on, majd anti-egér IgG-hez kötött alkalikus foszfatázzal (1:100 

hígításban) 1 órán át szobahQn reagáltattuk. Az immunreakciót az iNOS kimutatására használt 

módszerhez hasonlóan végeztük. A színreakciót „Új Fukszin” festékkel, a háttér magfestést metil-

zölddel jelenítettük meg.  

 

Az immunreakciók mennyiségi értékelése  

A metszeteket Olympus Provis AX/70A mikroszkóppal vizsgáltuk, és Olympus Camedia C4040 

digitális kamerával fényképeztük. A minták mennyiségi kiértékelése számítógépes képelemzQ 
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Olympus analysis 2.11 szoftver segítségével (Olympus, Tokió, Japán) történt. Az iNOS-IR sejtek 

számát átlagfelületre vonatkoztattuk (sejtszám/mm2). A mintaelemzéskor, eltekintve néhány 

optikailag nem tökéletes képtQl, a szoftver paramétereit egyféle beállítással használtuk. A 

paramétereket úgy állítottuk be, hogy a szövetsérülések ne befolyásolják a tényleges eredményt.  

 

iNOS immunblott 

Öt-hat darab endoszkópiásan gyulladt CU és Crohn-beteg valamint kontroll vastagbélbQl vett 

biopsziákat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd dörzscsészében nitrogén alatt porrá 

Qröltük és a mintákat – 70 flC-os fagyasztóban tároltuk felhasználásig. A mintákat RIPA lízis 

puffer-ben (0.01 M NaH2PO4, 1% Nonident P-40, 1% Na-deoxycholate, 0.1% Na-dodecil szulfát 

(SDS), 0.15 M NaCl, 2 mM EDTA, 100 U/ol proteáz inhibítor keveréket (Sigma-Aldrich) 

használva homogenizáltuk. Az összfehérje tartalmat BCA módszerrel határoztuk meg, kontrollként 

BSA-t használva. ELISA leolvasóban 540 nm-en. A kapott értékeket GraphPad Prism szoftverrel, 

lineáris regressziós függvény alkalmazásával határoztuk meg mg/ml-ben. A teljes homogenizátum 

100 ol-éhez 80 ol mintapuffert (100 mM Tris pH 6.8, 0.2% bromfenol kék, 20% glycerin) és 20 ol 

d-merkaptoetanolt adtunk és az oldatot 5 percig fQztük 100 flC-on. Mindenik mintából 20 ol 

fehérje-oldatot (1 mg/ml) vittünk fel 10% SDS-poliakrilamid gélre, és a fehérjéket  

elektroforetikusan szétválasztottuk 120V feszültség mellett 1 órán keresztül. A fehérjéket a gélrQl   

nitrocellulóz membránra (Pharmacia, Bécs, Ausztria) blottoltuk (100 V-on 90 perc) transzfer 

pufferben (192 mM glycine, 25 mM Tris-base, 20% methanol) folyamatos kevertetése és h_tése 

mellett. A membránt kétszer mostuk 0,1% Twen 20-at (PBS-Twen) tartalmazó 0.1 M PBS-ben (pH 

7.6), majd 1 órán át blokkoltuk 5% zsírszegény turista tejport tartalmazó PBS-Tween oldatban. Ezt 

követQen, 3 x 5 perc PBS-Tween-es mosás után, a membránt 1:500-ra hígított anti-iNOS antitesttel 

(Calbiochem, Darmstadt, Németország), inkubáltuk 2 órán át  PBS-Tween-ben, amely 0.1% nem 

zsírszegény tejport is tartalmazott. Újabb 3 x 5 perces PBS-Tween-nel való mosás után, a 
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membránt 30 percig inkubáltuk a másodlagos antitesttel (1:5000-re hígított anti-nyúl IgG-hez 

kötött torma-peroxidáz (Vector, Bulingam, CA, USA) PBS-Tween-ben. A membrán ismételt 3 x 5 

perces PBS-Tween-ben, majd egyszer PBS-ben történQ mosása után, a blottokon kifejlQdQ 

immunreakciókat kemilumineszcens reagenst tartalmazó kit (Pierce, Rockford, Illinois, USA) 

segítségével hívtuk elQ röntgen filmen. Mennyiségi analízis céljából, azonos betegségbQl 

származó, három különbözQ homogenizátumból készült immunreaktív sáv intenzitásainak átlagát 

számítottuk a sávok denzitometriás analízise alapján (Molekuláris Analízis Szoftver térfogat 

elemzésre, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A denzitometriás analízishez kontrollként BSA-t vagy 

miozin-foszfatáz regulátor alegység különbözQ koncentrációi alapján készült kalibrációs görbét 

használtunk.  

 

Endothel citológiai vizsgálatok 

 

HUVEC preparálás és tenyésztés 

A frissen izolált köldökzsinórokat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudományi 

Centrumának Szülészeti és NQgyógyászati Klinikájáról szereztük be. A köldökzsinórokat steril 

edényben lévQ sejttenyésztQ folyadékban (50% normál humán szérum, 2% HEPES, 1% L-

glutamin, 1% amfotericin, 1% penicillin, 45% sterilre sz_rt M199-oldat, Sigma-Aldrich) 

szállítottuk a sejttenyésztQ laboratóriumba. A köldökzsinór mindkét végét elkötöttük és a 

köldökvéna mindkét végébe kanült helyeztünk. A vénát a kanülök segítségével átmostuk steril 

PBS-sel, majd Hank egyensúlyi só-oldattal (HBSS, Sigma-Aldrich) és M199 folyadékkal. Ezután a 

vénát feltöltöttük 1 mg/ml kollagenázt tartalmazó M199 oldattal és CO2 inkubátorba helyeztük 12 

percre 37 C°-on. A véna endothel sejteket 2 x 20 ml M199-oldattal való kimosás után steril 

edénybe vettük le. A sejtszuszpenziót 1000 rpm fordulattal 15 percig centrifugáltuk, a felülúszót 

eldobtuk és a sejteket újra szuszpendáltuk tenyésztQ folyadékban.  
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A sejteket (2 x 106 sejt/ml koncentrációban) oltottuk m_anyag tenyésztQedénybe. Egy 

nappal a leoltás után az edényeket mostuk 37°C-os HBSS-sel, majd ismét tenyésztQfolyadékot 

adtunk a sejtekhez. Négy-öt nap tenyésztés után, miközben a sejtek intenzív növekedésnek indultak 

és a tenyésztQedényt benQtték, a sejteket HBSS-sel mostuk, majd 1 ml tripszin-EDTA 

(tripszin:/EDTA = 1:25) oldattal leemésztettük az edény faláról. A sejteket 1 ml tenyésztQ oldatban 

felszuszpendáltuk és egy steril edényben összeráztuk. A sejteket ezután ismét leoltottuk, 

növesztettük és összegy_jtöttük a fentiekhez hasonlóan. A sejteket kísérlet céljából 

tenyésztQlapokra helyeztük 2 x 106 sejt/ml koncentrációban és szaporítottuk. Amikor az egyréteg_ 

sejttenyészet 20-30%-os vagy 70-80%-os fedettséget mutatott a sejteket 50% normál, CU vagy 

Crohn-beteg szérumát tartalmazó tenyésztQ oldatba helyeztük és különbözQ ideig (2, 4, 8, 12, 20, 

24, 36, 48 óra) inkubáltuk. 

 

Immunblott 

A tenyésztQ oldat eltávolítása után a sejteket jéghideg PBS-ben mostuk, majd sejtkaparóval 50 µl 

RIPA lízis pufferben hígított, 100 U/ml proteáz inhibítor mixet tartalmazó oldatban 

összegy_jtöttük. A sejtek lizálását folyamatos rázással gyorsítottuk. Öt µl lizátumhoz 45 µl RIPA 

puffert adtunk, melybQl fehérjét mértünk hasonlóan a biopszia mintákhoz. A fehérje oldatokat 

lefagyasztottuk és -80 C°-on tartottuk. A mintákból immunoblottot a biopsziákhoz hasonlóan 

végeztük. Minden mintából 30 µg fehérjét tartalmazó oldatot vittünk fel a gélre. Primer antitestként 

anti-eNOS (1: 5000, kat. szám: 482726, Merck-Calbiochem, Darmstadt, Németország) és anti-

iNOS (1:2000, kat. szám: AB5384, Chemicon, Temecula, CA, USA) nyúlban termeltetett 

poliklonális antitesteket használtunk. A NOS reaktív sávokat mindenegyes blotton a 2 órás normál 

szérummal kezelt mintákra normalizáltuk denzitometrálás alapján és ezen kontrollhoz képest az 

eltérést százalékban fejeztük ki. 
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Immunfluoreszcencia vizsgálatok 

A sejteket sterilre sz_rt 10%-os zselatinnal bevont fedQlemezeken tenyésztettük. Azon 

tenyészeteket, melyeket a sejtosztódás, eloszlás és sejthalál (apoptózis/nekrózis) követése céljából 

vizsgáltunk 20-30%-os lefedettség mellett rögzítettük, míg a NOS izoformák kimutatásához 70-

80%-ban fedett tenyészeteket használtunk. A különbözQ szérumokkal történt kezelések után a 

sejteket felszálló alkohol sorban (50, 70, 96%) rögzítettük, majd rehidráltuk PBS-sel. A NOS 

izoformák kimutatását a biopszia metszeteken végzett immunhisztokémiai eljáráshoz hasonlóan 

végeztük. Második antitestként 1:40 hígításban FITC-el kapcsolt anti-nyúl IgG-t használtunk 30 

percig szobahQn.  

Az osztódási intenzitás vizsgálatakor az 50%-os beteg és egészséges szérumok mellett 50% 

normál szérumban oldott NOS gátlót, 10-4 M nitro-L-arginin metil-észtert (L-NAME, Sigma-

Aldrich) is alkalmaztunk. 

A sejteket a proliferációs marker Ki-67 (klón szám: MIB-1, Dako, Dánia) ellen készült 

monoklonális antitesttel reagáltattuk (1:100 hígításban) 2 óráig szobahQn. Második antitestnek 

FITC-cel konjugált anti-egér IgG-t (1:40,  Dako) használtunk.  

A kezelések következtében változó HUVEC életképesség mértékét, az 

apoptótikus/nekrótikus sejtek mennyiségét kimutató annexin-V-biotin kit-tel (Boehringer-

Mannheim, Németország, kat. szám: 1828690) végeztük. A sejtek rögzítése elQtt a tenyésztQ oldat 

propidium-jodid oldattal (1:50 annexin-V-biotin törzsoldat hígítva 0.01M HEPES pufferben, 

eltávolítása és szobahQmérséklet_ PBS-el való mosást követQen a sejteket annexin-V-biotin/pH 

7.4, amely 0.14 M NaCl-ot, 0.005 M CaCl2-ot és 1 µg/ml propidium-jodidot tartalmazott) jelöltük 

15 percig. Ezután HEPES-sel való alapos mosást követQen a sejteket rögzítettük metanol-etanol 

(1:1) keverékében 1 percig, és 5 µg/ml avidin-fluoreszcein-nel inkubáltuk szintén 15 percig. Mosás 

után a fedQlemezen lévQ sejteket tárgylemezre csöppentett PBS-glicerin 1:1 oldatra fektettük. A 

sejtosztódás aktivitásának valamint az apoptózis/nekrózis vizsgálatára jelölt sejteket a lefedés elQtt 

1% toluidin-kékkel festettük, mely a sejtmagok festQdésén keresztül a teljes sejtszám 

 27



meghatározására adott lehetQséget. A sejtváz alakjának és épségének vizsgálatát az aktin rostok 0.2 

µg/ml falloidin-FITC-cel (Sigma-Aldrich) 1 óra inkubálás után történQ festésével végeztük.  

A sejtekrQl készült digitális felvételeken a fényerQt és a kontrasztot azonosan állítottuk be 

Jasc Paintshop Pro 7.0 szoftverrel. A fluoreszcens felvételekkel azonos területekrQl látható fénnyel 

is készítettünk felvételeket (toluidin-kék festés) mennyiségi elemzés céljából. Minden egyes 

adatpontban legalább 103 sejtet számoltunk meg; az osztódó, apoptotikus és nekrotikus sejtek 

számát az összes sejtszámhoz viszonyítva százalékban adtuk meg.  

 

Statisztika 

A mennyiségi adatokat átlag ‒ átlagtól mért közepes eltérés értékekként adtuk meg. Az 

eredmények szignifikanciáját páratlan Student t-teszttel, a csoportok (gyulladt illetve nem gyulladt, 

CU illetve Crohn-beteg biopsziái és szérum kezelések) közötti különbségek szignifikáns voltát 

pedig variancia analízissel (ANOVA) becsültük meg. A P értékeket az ábrákon illetve az 

ábramagyarázatoknál tüntettük fel. A különbségeket akkor tekintettük szignifikánsnak, a p<0.01.  
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10. Eredmények 

Az iNOS+ immunreaktív sejtek megoszlása és jellemzése IBD nyálkahártyában 

Aktív colitis ulcerosa gyulladt területein jelentQs mennyiség_, hisztokémiailag NADPH-diaforáz 

reakciót adó sejtet észleltünk.(1.1A ábra). A NADPH-diaforáz pozitív sejtek fQként a Lieberkühn 

kripták mélyén és falaik mentén helyezkedtek el. Párhuzamos metszeteken iNOS ellenes 

antitestekkel végzett vizsgálatok azt mutatták, hogy az iNOS immunreaktív sejtek és a NADPH-

diaforáz pozitív sejtek eloszlása és morfológiai jellemzQi azonosak voltak.(1.1B ábra) A colitis 

ulcerosás mintákkal ellentétben Crohn betegekbQl származó mintákban szembet_nQen kevesebb 

volt a NADPH-diaforáz pozitív (1.2A) és az iNOS (1.2B) immunreaktív sejtek elQfordulása. 

A B

* * * * 
* 

* * 
* 

e e

 
C 

e
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1. Ábra iNOS-t tartalmazó sejtek IBD betegek colon biopsziáiból készített horizontális metszetében, teljes nézetben. // 
A-B. Az UC mucosában az immunsejtek NADPH-diaforáz hisztokémiai reakcióval (A) detektálhatók A NADPH-
diaforáz reaktív sejtek (nyílhegyek) fQként a Lieberkühn-kripták bazális részén és a fala mentén akkumulálódnak. 
Csillag: a kripták alja; e: a mucosa epitheliális felszíne. A metszeteken iNOS kimutatást (B) is végeztünk 
immunreakció segítségével, számos iNOS-IR sejt mutatható ki a kripták oszlopa mentén és bazális részén. A. 
MegjegyzendQ, hogy az iNOS-IR sejtek eloszlása és jellemzQi hasonlóak az A ábrán látható NADPH-diaforáz reaktív 
sejtekére. Csillag: a kripták alja; e: a mucosa epitheliális felszíne. C-D. CD mucosából készített metszetek. Ezekben a 
biopsziákban csak kevés NADPH-d reaktív (C) és iNOS-IR sejt (nyíl) található a lamina propriában. Csillag: a kripta 
alja; e: a mucosa epitheliális felszíne.. A 3. ábrán látható az IBD-ben kimutatható iNOS-IR sejtek kvantitatív 
kiértékelése és statisztikai analízise. // A skála egy beosztása 400 om. // 
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KettQs jelölés_ immunhisztokémiai vizsgálatok során gyulladt IBD nyálkahártya iNOS 

pozitív gyulladásos sejtjeinek CD68 és CD15 felszíni membrán antigén pozitivitása a 

makrofágokat (CD68-IR sejtek) valamint a neutrofilek azonosította.(2. ábra) Colitis ulcerosa 

nyálkahártyában a CD15 pozitív sejtek túlnyomó többsége iNOS pozitivitást mutatott. (2F ábra) 

Ezzel ellentétben Crohn betegségben a domináns gyulladásos sejttípus a makrofág volt, 

ugyanakkor a CD68 immunreaktív sejtek kisebb hányada mutatott iNOS immunreaktivitást.(2G 

ábra)  

Számítógépes képanalízissel végzett mennyiségi vizsgálat szignifikánsan több iNOS 

immunreaktív sejtet mutatott colitis ulcerosa gyulladt területeirQl származó nyálkahártyában (UCi 

64±4 sejt/mm2) mint a Crohnos gyulladt területeken (CDi 4±2 sejt/mm2). (3.A ábra) Ugyancsak 

szignifikáns különbség jelentkezett a colitis ulcerosás gyulladt és nem gyulladt területek iNOS 

immunreaktivitása között (UCu19±8 sejt/mm2). (3.A ábra)  

A CD15 immunreaktív sejtek száma messze meghaladta a CD68 pozitív sejtek számát aktív 

colitis ulcerosában, az eloszlási arányt tekintve 92% illetve 8%-t találtunk. (3B ábra) A CD15 

immunreaktív sejtek 92,4%-a iNOS pozitív volt (85‒10%-a a CD15+ és CD68+ sejtek 

összegének) míg CD68+ sejtek 87,5%-a mutatott iNOS immunreaktivitást is (7‒5% a teljes 

festQdQ sejtszámnak). (3.B ábra) A colitis ulcerosas nem gyulladt területeken az iNOS pozitív 

sejtek aránya szignifikánsan alacsonyabb volt, 9,6% a CD15+ sejtek között és 11,8% a CD68+ 

sejtek között. Az összes CD15 és CD68 festQdést mutató sejten belül, csak az iNOS pozitív 

neutrofilek (CD15+ sejtek) aránya mutatott szignifikáns különbséget a gyulladt és nem gyulladt 

területek között (UCu 8‒3%, UCi 85‒10%)  

Aktív Crohnos gyulladásos területeken jellemzQbb volt a CD68+ sejtek jelenléte (90%), 

szemben CD15+ sejtekkel (10,0%). (3.C ábra) A sejtek alacsony hányada mutatott iNOS 

pozitivitást, a CD15+ sejtek esetében 14,3%, a CD68+ sejtek között pedig csak 4,4%. 
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2. Ábra. Az iNOS-IR sejtek sejttípusának meghatározása paraffinba ágyazott IBD biopsziákon. // A. Az UC 
kötQszövetében fekete szín_ iNOS-IR sejtek ABC-Ni/DAB módszerrel detektálhatók. // B. Az UC-ben lévQ anti-CD68 
ellananyaggal megjelölt makrofágokat kromogénként New Fuchsint (rózsaszín) használó AP reakcióval detektáltuk. // 
C Azok a sejtek, amelyek iNOS-ra és CD68-ra egyaránt pozitívak voltak, lilásfekete szín_ek, ami a fekete (lásd A) és a 
rózsaszín (lásd B) immunreaktív anyagok átfedésébQl adódik. // D. Az UC-ben jelenlévQ CD15-IR immunsejtek 
(neutrofil granulociták) megjelölése New Fuchsinnal (rózsaszín) történt az AP reakció kifejlQdése közben. // E Egy UC 
metszet két sejtje anti-iNOS és anti-CD15 kettQs jelöléssel. // The A lilásfekete szín az iNOS-IR (fekete, lásd A) és a 
CD15-IR (lásd D) színének az átfedése miatt alakul ki. // F. Számos sejt mutat mind iNOS, mind CD15 (neutrofil 
granulocita) immunpozitivitást (lilásfekete szín, nyíl) UC esetében a colon kötQszövetében. Néhány sejt csupán CD15 
immunreaktivitást (nyílhegy) mutat. // Kersztmetszet. // Csillag: Lieberkühn kripta. // G. CD esetében egy boholy 
apikális részének nagyított képe számos CD68-IR (makrofág) sejttel (nyíl, nyílhegy). // Ezen CD68-IR sejteknek csak 
némelyike mutat iNOS immunreaktivitást (kékesfekete szín, nyilak), többségük csak anti-CD68 ellenanyaggal jelölt 
(rózsaszín, nyílhegy). // Horizontális metszet. //. E: a boholy epitéliuma; lu: a colon lumene. //  A skála egy beosztása: 
10 om az A, B, C, D, E képen, 40 om az F képen és 25 om a G képen. 
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3. Ábra Az iNOS-IR sjtek kvantitatív értékelése (A) és sejttípusának meghatározása UC (B) és CD (C) esetében. // A. 
Az iNOS-IR sejtek száma szignifikánsan magas az UC-bQl (UCi), alacsonyabb CD-bQl származó gyulladt mucosa 
biopsziákban (CDi) az IBD colon nem gyulladt részeibQl (UCu, CDu) valamint egészséges páciensekbQl vett biopszia 
mintákhoz képest. // B-C. Az IBD mucosa szöveti metszeteiben az iNOS-IR együtt fordul elQ a CD15-IR-rel vagy a 
CD68-IR-rel (lásd 2. ábra). // Számítógépes képanalízis segítségével meghatároztuk a CD15-IR és a CD68-IR sejtek 
számát. A sejteket iNOS-IR és iNOS immunonegatív csoportokra osztottuk. // Mind a gyulladásos (UCi, CDi), mind a 
nem gyulladásos (UCu, CDU) esetekben az oszlopok mutatják a CD15-IR és a CD68-IR sejtek számát százalékban 
kifejezve. A részletes számadatok a szövegben találhatók. UCi és UCu esetén kiugróan magas a CD15-IR / CD68-IR 
sejtek aránya (B), CD esetében viszont fodított az arány (C), magasabb értékkkel CDi, és alacsonyabb értékkel CDu 
esetén. //. UCi esetén a CD15_IR és a CD68-IR sejteknek igen nagy százaléka volt iNOS-IR, míg UCu esetén csak 
néhány sejt mutatott iNOS immunreaktivitást (B). CDu-ban az immunsejtek között magasabb az iNOS-IR sejtek 
aránya, mint CDi-ben, ahol a CD15_IR és a CD68-IR sejtek nagy része nem mutatott iNOS immunreaktivitást. // 
Minden biopsziából (UC=24, CD=20) húsz metszetet vizsgáltunk. // 
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A makroszkóposan nem érintett területeken (CDu) az iNOS immunreaktív sejtek aránya a 

CD15+ sejtek között nem változott jelentQsen (16,7%), míg a CD68+ sejtek között magasabb volt, 

mint a gyulladt területeken (33,8%). A teljes sejtszámra (CD15+ és CD68+) vonatkoztatva, az 

iNOS immunreaktív CD68+ sejtek aránya szignifikánsan alacsonyabb volt a gyulladt területeken 

(CDi 4‒3%) mint a gyulladás által nem érintett területeken (CDu 23‒8%). A metszetek jelentQs 

részén, elsQsorban azokon, ahol az iNOS immunreaktív sejtek száma alacsonyabb volt, a gyulladt 

területeken az epithelium apicalis része erQs NADPH-diaforáz (4.B ábra) és iNOS (4.C ábra) 

festQdést mutatott mind colitis ulcerosaban mind Crohn betegségben. A kontroll vizsgálatokon 

NADPH-diaforáz reaktív vagy iNOS immunreaktív epithelium nem volt kimutatható. (4.A ábra) 

Az IBD betegek kolonoszkópos biopsziás mintáinak homogenizátumából végzett 

immunblot vizsgálat egy 130 kD molekulatömeg_ iNOS immunreaktív fehérje sávot mutatott, 

mely a human iNOS molekulatömegének megfelel. (5. ábra) A sáv intenzitása szignifikánsan 

nagyobb volt a gyulladt colitises anyagban, mint a nem gyulladt mintákban, ezzel szemben a 

Crohn betegekbQl származó anyagban nem jelentkezett szignifikáns intenzitásbeli különbség az 

érintett és ép területek között, valamint a kontroll csoportokhoz viszonyítva. (5 ábra) Az 

immunblot denzitometriás szemikvantitatív vizsgálata bizonyította az iNOS szignifikáns 

mennyiségi különbségeit a colitis ulcerosás és a Crohnos biopsziák között. (5 ábra) 
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4 Ábra.. iNOS expresszió IBD-ben a colon epiteliális sejtjeiben. // A.. Kontroll páciensbQl származó colon mucosa 
keresztmetszet, ahol nem látható NADPH-diaforáz reaktivitás a kripták (csillag) epiteliális sejtjeiben. KülönbözQ 
átmérQj_ erek endothelsejtjei (nyíl) és a lamina propria néhány sejtje (nyílhegy) NADPH-diaforáz reaktivitást mutat. // 
A metszet eozinnal festett. // B. Néhány UC esetben a colon gyulladásos helyein az epithelium apikális része NADPH-
diaforázra erQsen pozitív (nyíl). // NADPH-diaforáz reaktív sejtek a lamina propriában is láthatók (nyílhegy). // 
Csillag: Lieberkühn kripták. // C. Néhány CD biopsziában az iNOS-IR (nyíl) a mucosa epithelsejtjeinek apikális részén 
található. / Csillag: Lieberkühn kripták. // iNOSt ABC-DAB módszerrel mutattuk ki. Skálabeosztás: 100 om. 
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5. Ábra IBD colon mucosa biopszia homogenizátum immunoblot anti iNOS-sal. // Az egyes sávok a kontroll, valamint 
UC-ben és CD-ben szenvedQ páciensek intakt (nem gyulladt, u alsó index), és gyulladt (i alsó index) colon 
szakaszaiból származó 5-6 biopsziamintából nyert fehérjét tartalmaznak azonos mennyiségben (20 og/ml). Az anti-
iNOS sávok egy 130 kDa fehérjét jelölnek, ami a humán iNOS molekulatömegének felel meg SDS-PAGE-en. // 
MegjegyzendQ, hogy UC-ben gyulladt mucosa esetén sokkal nagyobb a sávok intenzitása, mint az intakt mucosánál. 
Ezzel szemben CD esetén az iNOS-nak megfelelQ sávok mind az intakt, mind a gyulladt szakaszoknál halványak, ami 
a mucosa alacsony iNOS szintjére utal. // Három sáv denzitometriás vizsgálatát végeztük el az egyes biopsziaminták 
különbözQ homogenizátumaiból. 
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Az eNOS lokalizációja és a vasculáris status összehasonlítása 

JelentQsen különbözött az érstruktúrák NADPH-diaforáz festQdése a colitis ulcerosas és Crohnos 

mintákban. Colitis ulcerosában általában tág érképleteket találtunk, melyek endotheliuma intenzív 

NADPH-diaforáz reaktivitást mutatott.(6.A ábra) Ezzel szemben Crohn betegekbQl származó 

mintákon relatíve sok, kis átmérQj_ ér volt kimutatható, melyek endotheliuma gyakorlatilag nem 

mutatott NADPH-diaforáz pozitivitást. (6.B ábra) Az erek fala a lamina propria területén 

megvastagodott és lumenük sz_kebb volt.(6.B ábra) A kontroll csoportból származó mintákban a 

kapillárisok NADPH-diaforáz reaktivitása mérsékelt volt. (4.A ábra) Hasonló mintázatot találtunk 

a nem gyulladt colitises és Crohnos anyagban is. 

A kapillárisok és a kis erek eNOS immunreaktivitása kifejezett volt a colitis ulcerosas 

metszetek lamina propriájában, ezzel szemben eNOS immunreaktív endothelium alig volt 

detektálható a Crohn betegek mintáiban. (6.C, 6.D ábra) Ugyanakkor, a kripták körüli 

myoepithelialis sejtek eNOS immunreaktivitása megfigyelhetQ volt minden vizsgált csoportban 

(6.C, 6.D ábra) 

A colon biopsziás minták vaszkuláris statusának elemzésére a PECAM-1 (CD31) 

endothelialis markert használtuk. (6.E ábra) A CD31 és az eNOS immunreaktivitás között észlelt 

minQségi különbségeket (6.C, 6.F ábra) megerQsítette a számítógépes képanalízissel végzett 

mennyiségi vizsgálat eredménye. A colitis ulcerosas mintákban 17‒6 ér/mm2, Crohnos mintákban 

48‒12 ér/mm2
, míg kontrollban 24‒8 ér/mm2 volt a CD31 pozitivitás mértéke. (7. ábra) Míg a 

kontroll és a colitis ulcerosas metszeteken az eNOS/CD31 immunreaktív kapillárisok aránya 

92,0% illetve 82,3% volt, addig a Crohnos anyagban ez az arány szignifikánsan alacsonynak 

bizonyult (8,3%) 
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6. ábra Az eNOS megoszlása és az erek morfológiája a colonban UC (A, C, E) és CD (B, D, F) esetén. // A. NADPH-
diaforáz reaktivitás a mucosában UC esetén. // A kapillárisok és egy nagyobb ér (v) endothelsejtjei NADPH-diaforáz 
reaktivitást mutatnak (kék, nyíl), ami NOS jelenlétére utal az érrandszerben. // Eozin festéssel immunsejtek (nyílhegy) 
mutathatók ki az érfalban és a lamina propriában. // Ezen sejtek némelyike, fQként a kötQszövetben és az epithelium 
közelében lévQk NADPH-diaforáz reaktivitást mutatnak (fehér, nyílhegy). // Csillag: Lieberkühn kripta 
keresztmetszetben. // B. Számos vérér (v) található CD mucosában, a NADPH-diaforáz reakció kék csapadéka azonban 
csak ritkán látható az endotheliumban (nyíl). // A kapillárisok és a kis átmérQj_ vérerek eNOS immunreaktivitása igen 
nagymérték_ a lamina propriában UC esetén (nyílhegy). A kripták (csillag) körül myoepithel sejtek mutatnak 
háttérfestést. // D. eNOS-IR ritkán látható a mucosa ereiben (nyíl) CD esetén. // A kripták (csillag) körül myoepithel 
sejtek mutatnak háttérfestést. // C-D acetonnal fixált metszetek, ahol az eNOS megjelölése ABC-FITC-cel történt. // E. 
, Az anti-CD31 ellenanyag endothelsejteket jelöl UC lamina propriában, néhány sejt kis átmérQj_ eret képez 
(nyílhegy). CD31-IR-t AP-New Fuchsinnal jelötük, a sejtmagok festése metilzölddel történt. // F.. CD esetén több, 
anti- CD31 ellenanyaggal detektálható kis átmérQj_ ér (nyílhegy) található a lamina propriában.. A CD31-IR-t AP-
New Fuchsinnal jelötük, a sejtmagok festése metilzölddel történt. A, B, C és D fagyasztva készített metszetek, E és F 
pedig paraffinba ágyazott metszet. A 7. ábra tartalmaz számszer_ adatokat a NOS (NADPH-d reaktív) eloszlásáról 
IBD mucosa kapillárisaiban. // , Egészséges mucosában NADPH-diaforáz reaktivitást mutató elemek láthatók a 4A. 
ábrán. // , Skálabeosztás: 100 om A, B, C és D képen, 200 om E és F képen. 
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7. Ábra A lamina propriában elQforduló eNOS-IR és nem immunreaktív kiserek (kapillárisok) számának becslése 
gyulladt IBD biopsziák (UCi, CDi) esetén. // A kapillárisok számát a CD31-IR mennyiségének számítógépes 
elmzésével határoztuk meg. // , Az adatok azt mutatják, hogy CD esetén sokkal több kapilláris van a lamina 
propriában, mint UC esetén. // CDi-ben az eNOS-IR kapillárisok aránya kicsi, ezzek szemben UCi esetén és a kontroll 
pácienseknél  a kapillárisok többsége eNOS immunreaktivitást mutatott. // Az egyes biopsziákból (kontroll=16, 
UCi=24, CDi=20) húsz metszete vizsgáltunk. 
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Az eNOS kimutatása immunblott és immunfluorescens vizsgálattal HUVEC-n  

A HUVEC lizátum Western-blot vizsgálata a humán eNOS-nak megfelelQ molekulatömeg_ 160 

kDa immunreaktív csíkot mutatott ki. (8.A ábra) 50%-s normal humán szérummal kezelt HUVEC 

sejtkúltúrában az eNOS mennyisége nem változott szignifikánsan a 48 órás vizsgálati idQ alatt. 

Ugyanakkor az 50%-s colitis ulcerosás szérum hatására az eNOS szint 8 óra után kezdett 

emelkedni és 12 óránál érte el a csúcsértéket (a relatív optikai denzitás értéke 188±23% és 

229±26%, P<0,01). A tizenkettedik órában az eNOS szint duplája volt a második órában mért 

normál szinthez képest (100±15%). 12 órán túl 50%-s colitis ulcerosás szérummal történt 

inkubáció során az eNOS szintje csökkent (36 óránál 153±23%, P<0,01), és a kontroll szintjét 48 

óránál érte el (100±8%). 50%-s Crohnos szérummal történt inkubálás során az eNOS nem változott 

számottevQen 8 óráig, majd csökkenni kezdett 12 óra után (41±12%, P<0,01) 20-24 óra között érve 

el a legalacsonyabb szintet (18±16% és 23±15%, P<0,01). Ezt követQen lassú fokozatos növekedés 

volt észlelhetQ és 48 óránál a kontrollhoz közel megegyezQ szintet detektáltunk (65±8%, 8.A, 8.B).                

Az eNOS immunfluorescens vizsgálata HUVEC-ben az enzimet fQleg a sejt citoplazma  

nukleáris régiójában azonosította, de kimutatható volt a sejt perifériás területein is.(9. ábra) A 

normál humán szérum nem befolyásolta az eNOS immunreaktivitás intenzitását és eloszlását 

HUVEC-ben. Colitis ulcerosás szérummal történt 12 órás kezelést követQen az eNOS 

immunreaktív terület kiszélesedése és az immunfluorescens aktivitás enyhe élénkülése volt 

észlelhetQ. Ezzel szemben Crohnos szérummal történt kezelés negyedik órájától kezdve az eNOS 

immunreaktivitás mindinkább a sejtek központi részére koncentrálódott és az immunfluorescens 

aktivitás csökkent. (9 ábra) Nem találtunk egyértelm_ különbséget a normál, a colitis ulcerosás és 

Crohnos szérum hatása között a HUVEC eNOS immunfluorescens aktivitásában a 48 órás periódus 

végén.            
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8. Ábra. IBD szérummal kezelt HUVEC eNOS mennyiségének Western blott vizsgálata. Hetven százalékos 
konfluenciát mutató HUVEC-t inkubáltunk 50%-s normál, 50%-s CU és 50%-s CD szérummal. A. A blottok három 
különbözQ kísérletbQl származnak, melyek során ugyanabból a köldökzsinórból készült sejttenyészeteket egyidej_leg 
kezeltünk. B. Az immunblotok denzitometriás vizsgálata. Az adatokat az átlag ± átlagtól mért közepes eltérés alapján 
ábrázoltuk. (n=3) A relatív eNOS mennyiségeket az eNOS-IR sávok optikai denzitás értékeinek a normál szérummal 
történt 2 órás kezelésnél kapott eNOS-IR sáv optikai denzitásához viszonyítva (100%) adtuk meg.  
    

 
 

 
9. Ábra eNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-s normal, 50%-s UC és 50%-s CD szérummal történt inkubáció 
mellett. JelentQs különbség észlelhetQ a fluorescens jel intenzitásában a különbözQ kezelésekben 12 óránál de ez 
elt_nik 48 órás kezelésnél. Méretarány: 10 µm 
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Az iNOS kimutatása immunblot és immunfluorescens vizsgálattal HUVEC-n 

 
A HUVEC lizátum Western blot vizsgálata enyhe iNOS immunreaktív sávot mutatott 130 kDa-nál, 

amely megfelel a humán iNOS molekulatömegének. (10.A ábra) Az enyhe iNOS expresszió 

HUVEC tenyészetben 50%-s normál humán szérummal történt 48 órás inkubáció alatt nem 

mutatott szignifikáns változást. Ötven százalékos colitis ulcerosás szérummal történt inkubálás 

során az iNOS négy óra után kezdett emelkedni (a relatív optikai denzitás értéke 225±20%, 

P<0,01), a legmagasabb értéket 8 óránál érte el (300±21%, P<0,01), majd ezt követQen 

fokozatosan csökkent és 48 óra után a normál értékhez közelített (117±15%).  A HUVEC 50% 

Crohnos szérummal történt inkubációja során az iNOS szintje 2 óra után kezdett nQni (201±19%), 

P<0,01) és 8 óránál érte el a maximális értéket. (275±27%, P<0,01) Fokozatos csökkenés volt 

észlelhetQ 12 órától és a 24-48 órás idQszakban a kontrollal közel azonos szintet mutatott. (48 

óránál 92±18%, 10.A, 10.B ábra) 

Ötvenszázalékos normál szérummal történt inkubáció mellett a HUVEC enyhe 

immunfluorescens aktivitást mutatott. (11. ábra) Az iNOS megjelenése HUVEC-n 

immunfluorescens módszerrel IBD-s szérum mellette 4-12 órás periódusban volt a 

legkifejezettebb. Szétszórtan a citoplazmában, helyenként granuláris elrendezQdésben, intenzív 

fluorescens jel volt észlelhetQ. Mind a colitis ulcerosás, mind a Crohnos szérum szignifikánsan 

fokozta az iNOS immunfluorescenciát a 4-12 órás periódusban. A kezelést követQ négy óra alatt 

valamint 12 óra utáni mintákban az iNOS immunfluoreszcens módszerrel nem volt egyértelm_en 

kimutatható a sejttenyészetben.(11. ábra). 
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10. Ábra. IBD szérummal kezelt HUVEC iNOS mennyiségének Western blott vizsgálata. Hetven százalékos 
konfluenciát mutató HUVEC-t inkubáltunk 50%-s normál, 50%-s CU és 50% CD szérummal. A. A blottok három 
különbözQ kísérletbQl származnak, melyek során ugyanabból a köldökzsinórból készült sejttenyészeteket egyidej_leg 
kezeltünk. B. Az immunblottok denzitometriás vizsgálata. Az adatokat az átlag ± átlagtól mért közepes eltérés alapján 
ábrázoltuk. (n=3) A relatív iNOS mennyiségeket az iNOS-IR sávok optikai denzitás értékeinek a normál szérummal 
történt 2 órás kezelésnél kapott eNOS–IR sáv optikai denzitásához viszonyítva (100%) adtuk meg. 
 

 
 

 
11. Ábra iNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-s normal, 50%-s UC és 50%-s CD szérummal. A HUVEC 
iNOS expressziója az IBD szérummal történt kezelés 8 órája után észlelhetQ Méretarány: 10 µm 
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A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC proliferációs aktivitására 

A vizsgálatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a a sejtosztódás 

valamelyik állapotában volt, a sejtkúltúra 20-30%-os konfluenciája mellett (12. ábra). A 2-48 órás 

periódusban nem észleltünk különbséget a Ki-67 immunreaktív/toluidin kék festQdést mutató 

sejtmagok arányában 50%-s normál (48 óránál 19±10%) és 50%-s colitis ulcerosás (48 óránál 

10±3%) szérummal történt kezelés mellett. Ezzel szemben 50%-s Crohnos szérum hatására a 

proliferáló sejtek szignifikáns emelkedését lehetett észlelni 20 óra után (41±12%, P<0,01). A 

HUVEC magok 50-65%-a Ki-67 immunfluorescenciát mutatott CD szérummal történt 24-48 órás 

kezelés alatt (12. ábra). Hasonló mérték_ változást észleltünk 10-4 M L-NAME 50%-s normál 

szérumot tartalmazó HUVEC-hez történQ hozzáadásával; a proliferációs aktivitás szignifikánsan 

emelkedett 24 órától kezdve (42±5%, P<0,01) 48 óráig (48±7%, P<0,01). 

A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC viabilitására 

Annexin-V-biotin módszer használatával a korai apoptótikus sejtek voltak kimutathatók, amelyek 

membránján azonosítható a fluorescens jel (13.A ábra), míg a propidium-jodid a sejtmag DNS-hez 

kapcsolódó, úgynevezett nukleáris fluorescens jelet adva a nekrotikus sejteket jelölte (13.B ábra). 

Mindkét festés észlelhetQ a késQi apoptótikus sejteken egyaránt jelölve a sejtek membránját és 

magját (13.C ábra). A 48 órás vizsgálati idQ alatt 50% normál szérummal történt inkubáció során 

az apoptótikus sejtek aránya alacsony maradt (1-3%), ezzel szemben folyamatos, de nem 

szignifikáns, növekedés volt észlelhetQ az apoptotikus sejtek számában 50%-s Crohnos szérummal 

történt inkubáció során (2-5% maximális szinttel 36 óránál). (14.A ábra). Colitis ulcerosás szérum 

mellett az apoptótikus index nem mutatott jelentQs különbséget a kontrollhoz viszonyítva. Mind a 

normál, mind a Crohnos szérummal kezelt HUVEC-ben enyhén emelkedett a nekrotikus sejtek 

száma a vizsgálati periódus alatt, de a nekrotikus index nem mutatott szignifikáns változást. (14.B 

ábra) A falloidin-FITC-el megjelenített actin filamentumok azonos intenzitással festQdtek, jelezve 

a sejtek szerkezeti stabilitását, függetlenül az inkubáló oldattól vagy az inkubáció idejétQl. (13.D 

ábra)  
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12. Ábra. A HUVEC osztódási aktivitásának vizsgálata. A sejttenyészeteket 20-30%-s konfluencia állapotában 
kezeltük 50%-s normál, 50%-s CU vagy 50-s CD szérummal, vagy olyan szérummal mely 10-4 L-NAME- tartalmazott. 
Az osztódási aktivitást Ki-67 immunfluorescens jelöléssel követtük. A Ki-67-IR sejtmagok száma 24 óra kezelés után 
magasabb volt CD szérum és L-NAME kezelés mellett. Méretarány: 50µm. Az osztódási indexet a Ki-67-IR sejtmagok 
/ toluidin-kék festett sejtmagok (teljes sejtszám) arányából becsültük, legalább 103 sejtet számolva. Az adatokat átlag ± 
átlagtól mért közepes eltérés értékében adtuk meg. (n=3)  
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13. Ábra HUVEC életképességének vizsgálata. Minden képet 24 órás CD szérummal való kezelés után készítettük. A. 
Korai apoptótikus sejtek, melyek annexin-V-biotinhoz kötött avidin-FITC-el jelölik a membrán külsQ falán megjelenQ 
foszfatidil szerint. B. A nekrótikus sejtek magja festQdik propidium-jodiddal, mely a permeabilis membránon keresztül 
jut a maghoz. C. KésQi apoptótikus sejt, mind az apoptótikus, mind a nekrótikus jelet mutatja. D. A falloidin kötött 
TRITC aktin filamentumokat jelöl, mely a sejtváz integritását mutatja. Méretarány: 10µm.  
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14. Ábra A HUVEC apoptótikus (A) és nekrótikus (B) indexe normál és CD szérummal történQ 48 órás inkubáció 
során. Az apoptótikus indexet az annexin festQdést mutató sejtek és a toluidin-kék magfestést mutató sejtek arányából 
számoltuk. A nekrótikus index a propidium-jodiddal festQdQ magok és a toluidin-kék festQdést mutató magok aránya. 
Az index legalább 103 sejt számlálásából készültek. Az adatok az átlagot±SEM (n=3) mutatják. 
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A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása a HUVEC kultúra alakjára és szerkezetére 

A gyulladásos bélbetegek szérumának hatását a HUVEC sejtkultúrák szerkezetére és alakjára 20-

30% konfluencia szint mellett vizsgáltuk. Az eNOS immunfluorescens sejtek részben szigetekben 

helyezkedtek el, poligonális alakzatot véve fel egymáshoz kapcsolódva. A sejtek többségén 

megnyúlt, álláb szer_ nyúlványok láthatóak. Ötven százalékos normál és 50%-s colitis ulcerosás 

szérum jelenlétében a sejtek formája és eloszlása nem változott szembet_nQen a 48 órás vizsgálati 

periódus alatt. Ezzel szemben az azonos koncentrációjú Crohnos szérum mellett 20 órás inkubációs 

idQ után a sejtek kétdimenziós retikuláris hálózatot alkottak. A sejtkultúrában megjelenQ szerkezeti 

változások, a szöveti vascularizációs jelensége korai elváltozásaira emélekeztetnek (15. ábra). 

 

 
15. Ábra A HUVEC tenyészetek alaki változása, 50%-s normál, 50%-s CU és 50%-s CD szérummal történQ 24 órás 
inkubáció után. A vizsgálatban 20-30%-s konfluenciát mutató sejttenyészeteket használtunk. A sejteket eNOS 
immunfluoreszcenciával jelenítettük meg.  Méretarány: 50 µm. 
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11. Megbeszélés 

 

A vizsgálatban két NOS izoforma, az iNOS és az eNOS megjelenését és eloszlását 

tanulmányoztuk a gyulladásos bélbetegségek különbözQ formáiban, colitis ulcerosában és Crohn 

colitisben hisztokémiai, immunhisztokémiai és molekuláris biológiai módszerekkel, részletes 

minQségi és mennyiségi kimutatásra törekedve. Colitis ulcerosában intenzív iNOS 

immunreaktivitást találtunk a felszíni hámsejtekben, a nyálkahártya gyulladásos sejtjeiben, 

ugyanakkor az eNOS szint az érképletek endotheliumában gyakorlatilag nem különbözött a 

kontrolltól. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb volt a 

nyálkahártya leukocita típusú sejtjeiben, illetve az endothelben. MegelQzQ vizsgálatainkban 

különbözQ antitesteket használtunk a gyulladásos bélbetegek nyálkahártyáját infiltráló gyulladásos 

sejtek jellemzésére. Azt találtuk, hogy csak a makrofágok és a neutrofilek mutatnak iNOS 

immunreaktivitást. Az immunreakciók során a sejtek megfelelQ elkülönítését és mennyiségi 

értékelését teszik lehetQvé a rózsaszín-vörös Új-Fuchsin és a vörös-fekete nikkel-DAB 

chromogének, mind az egyes, mind a kettQs festési technikákkal. Az iNOS immunreaktív sejtek 

colitis ulcerosában fQleg neutrofilek, míg Crohn betegségben ezek makrofágok.  Crohn 

betegségben. A kontroll csoportból származó mintákban is több volt az iNOS immunreaktív sejtek 

száma, mint Crohnos mucosában, továbbá a gyulladt és makroszkóposan épnek t_nQ területek sem 

mutattak jelentQs különbséget a Western blot iNOS immunreaktív sávjai tekintetében.  

 

Az iNOS és eNOS eloszlása a colitis ulcerosas nyálkahártyában 

Aktív colitis ulcerosában fokozott NOS aktivitás volt észlelhetQ a hisztokémiai, 

immunhisztokémiai és immunblot adatok alapján. A NOS szint magasabb volt a gyulladt colitis 

ulcerosas területeken az immunsejtekben, az endotheliumban és az epithelialis sejtekben a 

kontrollhoz és a makroszkóposan ép területekhez képest. Ezek az eredmények egybecsengnek 

korábbi adatokkal (8, 35, 80, 81) amelyek az iNOS fokozott expresszióját és a NO magas színtjét 
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mutatják állatmodelleken elQidézett colitises és humán colitises mintákban. Magas nitrit-nitrát 

szinteket mértek rectalis dializátumban, vastagbél gázokban, és emelkedett citrullin szintet találtak 

colitis ulcerosás biopsziás mintákban. (29, 82, 83) A colitis ulcerosában magas koncentrációban 

elQforduló NO, mely a gyulladásos folyamatok egyik kulcselemének számít, nagyobb részt iNOS 

eredet_, kisebb részben pedig az eNOS aktivitásának eredménye. Dextrán nátrium-szulfát 

indukálta experimentális colitisben iNOS vagy eNOS hiánya esetén a gyulladás mértéke csökken 

(10). A NO védQ szerepérQl számoltak be iNOS és eNOS génhiányos egereken, ahol gyorsan,  

súlyos experimentalis colitis váltható ki és a nyálkahártya gyógyulása lassú, elhúzódó. (18,84) 

Fokozva a nyálkahártya vérellátását és egyidej_leg csökkentve a thrombocyta aggregációt és a 

leukocyta adhéziót a NO kedvezQen befolyásolja a nyálkahártya homeostázisának fenntartását. (1) 

Úgy t_nik, hogy a NOS aktivitás kettQs hatású a colitis ulcerosa pathophysiológiájában. Egyrészt 

protektív hatást fejt ki, a nyálkahártya védekezQ mechanizmusait elQsegítve, másrészt közvetlen és 

közvetett módon hozzájárul a nyálkahártya károsodás kialakulásához.                  

 

Az iNOS és eNOS megjelenése a Crohn colitises nyálkahártyában 

A CD68 pozitív sejtek (makrofagok) jelentQs számban fordultak elQ Crohn betegek vastagbél 

nyálkahártya biopsziájában, de mind a gyulladt, mind a makroszkóposan ép területeken az iNOS 

immunreaktivitása alacsony volt. Az iNOS csökkent expressziója a Crohnos nyálkahártyán az 

antibakterialis védekezés gyengülését eredményezheti. Az alacsony iNOS háttere nehezen 

magyarázható. Újabb adatok a CORD15/NOD2 gén funkció változását és a nukleáris faktor-mB (az 

iNOS expresszió iniciátora) kóros aktivációját jelzik Crohn betegségben a makrophagok és 

epithelialis (85, 86) sejtek szintjén, melynek eredményeként csökkenhet az iNOS szintje és 

aktivitása. A fehérjék nitrálását, amely magas szöveti NO szint mellett alakul ki, jelentQsnek 

találták colitis ulcerosás mintákban a kripták sejtjeiben, neutrophilekben és mononuclearis 

sejtekben szemben a Crohn betegséggel, ahol hasonló eltérést nem észleltek (87). Egy korábbi 

vizsgálatunkban alacsony vizelet nitrit szintet mértünk Crohn betegekben colitis ulcerosás és 
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kontroll betegcsoporthoz viszonyítva, mely indirekt módon szintén jelezheti a Crohn betegségben 

felmerülQ NO hiányt (55). 

A csökkent NADPH-diaphoráz aktivitás és az alacsony eNOS immunreaktivitás Crohnos 

biopsziás minták endothelialis sejtjeiben, egyidej_ jelentQs kapilláris szám növekedéssel, a 

microvasculáris rendszer változásainak jelentQségét támogathatja Crohn betegségben. A colon 

ereinek szerkezeti károsodásai, mint pl. a lumen obstrukció, az intima megvastagodása, a 

simaizom sejt hyperplasia, és fibrosis kialakulása, az erek falának destrukciójához vezethet és ezek 

Crohn betegségben ismert eltérések (9, 83). Újabban a microvasculáris endothelialis rendszer 

m_ködési zavaráról számoltak be, mely a NO dependens dilatáció károsodásával jár Crohn betegek 

intesztinális ereiben és a nyálkahártya gyógyulásának elégtelenségéhez vezet (56, 88, 89, 90). 

Microvasculáris dysfunctio kialakulásának egyik sajátos tényezQje Crohn betegségben a fokozott 

szuperoxid termelQdés. Szuperoxid gyökfogók, valamint NO donorok alkalmazása, a human 

microvacularis endothelialis sejtek aktivációjának normalizációjához vezethet IBD-ben (91). A 

fokozott szuperoxid generációban enzimatikus folyamatoknak, így az eNOS-nak is szerepe lehet  

(92). A microvasculáris endotheliális dysfunctio lokális elQfordulása, a krónikusan gyulladt 

területeken való megjelenése, valószín_leg egy szerzett defektus, mely a szöveti „remodelling” 

következménye a gyulladás által érintett szakaszon (6). A szöveti „remodelling” része a 

neovascularizáció, amit vizsgálatunkban markánsan jelzett a CD31 immunreaktív kapillárisok 

jelenléte a csökkent eNOS pozitivitást mutató endothel sejtek mellett. Korábbi adatok arra utalnak, 

hogy ezek az eltérések a gyengült eNOS aktivitásra vezethetQk vissza (93). A NO az endothelium 

homeostásisában kulcsszerepet játszó tényezQ, gátolja az apoptózist és fokozza az endothelialis 

sejtek proliferációját (94, 95). Egyértelm_ bizonyítékok vannak arra vonatkozóan, hogy a hatékony 

angiogenezishez bioaktív endothelium-eredet_ NO szükséges (95). Krónikus gyulladásban a 

szerzett endothelialis m_ködési zavar az eNOS szintézis gátlásával és következményes kóros 

angiogenezissel járhat, amit a vizsgálati adatok is bizonyítani látszanak. 

 

 50



A NADPH-diaforáz reakció és a NOS immunhisztokémia kapcsolata 

Vizsgálatainkban sikerrel alkalmaztuk a NADPH-diaforáz hisztokémiát az iNOS és eNOS szöveti 

lokalizációjának kimutatására. Elfogadott, hogy idegszövetben aldehides fixálást követQen a 

NADPH-diaforáz reaktív sejtek azonosak az nNOS immunreaktív sejtekkel (77). A NADPH-

diaforáz pozitivitás kimutatott iNOS immunreaktív makrofágokban és neutrophilekben és eNOS 

tartalmú nem idegszövetben is (78, 79). Gyulladás során, mikor mind az eNOS, mind az iNOS 

megjelenik az endothelialis sejtekben, a NADPH-diaforáz reakció intenzitása az erek funkcionális 

állapotát jelezheti. Miután a NADPH-diaforáz és az iNOS reakciók megjelenése és intenzitása 

azonos volt, viszont jelentQs különbséget lehetett észlelni a colitis ulcerosás és Crohnos minták 

között. Ezért a NADPH-diaforáz festés egy egyszer_, olcsó és könnyen kivitelezhetQ módszer 

lehet az IBD két fQ típusának elkülönítésében. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy ezek a 

szövettani adatok nem mutattak korrelációt az aktuális klinikai és endoscopos aktivitási 

indexekkel, tehát nem tekinthetQk a gyulladás aktuális állapotát pontosan jelzQ adatnak.  

 A gyulladásos bélbetegségek kezelésében jelenleg használt gyógyszerek valószín_leg nem 

befolyásolják alapvetQen az intesztinális NO szintézist (81). A szelektív iNOS gátlók lehetséges 

terápiás alkalmazása vizsgálat tárgyát képezi, azonban egyelQre ilyen irányú klinikai adat nem áll 

rendelkezésre (96).  

 A vizsgálat eredményei azt sugallják, hogy az iNOS expresszió és valószín_leg a 

konstitutív eNOS aktivitás szabályozása különbözQ colitis ulcerosában és Crohn betegségben. 

Ezért a NO különbözQ szerepet játszhat a gyulladás kiváltásában és szabályozásában krónikus 

gyulladásos bélbetegségekben. A NOS izoformák megjelenésében és szöveti eloszlásában észlelt 

különbségeknek szerepe lehet a colitis ulcerosa és a Crohn betegség szöveti elkülönítésében.           

 

A colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatása HUVEC-re                              

A HUVEC sejtkultúrákban végzett vizsgálatok során aktív colitis ulcerosás és Crohn betegek 

szérumának hatását vizsgáltuk a tenyésztett endothel sejtek eNOS és iNOS expressziójára és 
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lokalizációjára, valamint a tenyészet viabilitására. Colitis ulcerosás szérum hatására az iNOS és az 

eNOS indukciója és jelentQs expressziója volt észlelhetQ. Ezzel szemben aktív Crohnos szérummal 

történt kezelés mellett az iNOS expresszió átmeneti emelkedése és párhuzamosan az eNOS 

expresszió határozott csökkenése volt megfigyelhetQ. Az apoptótikus és nekrótikus sejtek száma 

jelentQs változást nem mutatott, az aktin filamentumok festésével vizsgált citoszkeleton megQrizte 

strukturális integritását a vizsgálat alatt. Ez utóbbi adatok azt bizonyítják, hogy a Crohnos szérum 

hatására bekövetkezett eNOS fehérje szint csökkenés nem a sejtek degradációjából adódik.   

Ellentmondásos adatok léteznek a különbözQ cytokineknek az eNOS vaszkuláris 

expressziójára gyakorolt hatásáról (97). Úgyszintén bizonytalan az eNOS eredet_ NO szerepe a 

gyulladásos folyamatok kiváltásában és fenntartásában (98, 99). Korábbi állatkísérleti modellek 

valamint humán vizsgálatok eredményei egymásnak ellentmondó eredményeket adtak, az NO 

fokozhatja, más esetekben csökkentheti a gyulladásos kaszkád intenzitását és kiterjedését krónikus 

gyulladásos folyamatokban (99, 100). Jelenleg elfogadott, hogy a microvasculáris endothelium 

konstitutív eNOS expressziója alapvetQen fontos a szisztémás és helyi vaskuláris homeostázis 

fenntartásában és az érrendszer integritásának biztosításában. Az aktív colitis ulcerosás, valamint 

Crohnos szérum hatásának kitett HUVEC-n az eNOS expresszió ellentétes változását észleltük. Az 

eNOS fehérje szintje a colitis ulcerosás szérummal történt kezelést követQen markáns, de átmeneti 

emelkedést mutatott a HUVEC sejtkultúrákban, 12 óránál lehetett regisztrálni a legmagasabb 

szintet majd fokozatosan csökkent 36-48 óránál érve el a normál szintet. Ezzel szemben Crohnos 

szérum jelenlétében az eNOS szintje csökkent. Az indukciós idQ colitis ulcerosás szérum hatására, 

valamint a gátlásig eltelt idQ Crohnos szérum jelenlétében hozzávetQleg hasonló volt, a maximális 

illetve minimális színt eléréséhez 8-12 órára volt szükség. Az eNOS termelQdését befolyásolják a 

magas cytokin szintek (Crohn betegségben a magas Th1 indukálta cytokin konfiguráció), valamint 

a cytokin szint és összetétel által befolyásolt endotheliális sejtadhéziós molekulák expressziója és 

prezentációja (37). A colitis ulcerosás, valamint a Crohnos szérum ismerten különbözQ cytokin és 

pro-inflammatorikus molekula összetétellel és koncentrációval rendelkezik. A különbözQ 
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cytokinek, illetve cytokin keverékek NOS expresszióra gyakorolt hatása széleskör_ vizsgálatok 

tárgyát képezik. Korábban kimutatták, hogy a TNF-c idQfüggQen csökkenti az eNOS fehérje 

expresszióját humán endotheliális sejtekben (101, 102). A TNF-c hatásmechanizmusa, mellyel az 

intracelluláris NOS expressziót befolyásolja, nem ismert. Kimutatták, hogy a TNF-c gátolja az 

eNOS mRNA aktivitását azáltal, hogy csökkenti stabilitását (103). Vizsgálatunkban a Crohnos 

szérummal történt inkubáció alatt jelentkezQ alacsony eNOS szintet magyarázhatja a magas TNF-c 

koncentráció, amely a Crohnos gyulladásra jellemzQ Th1 dominancia és az általa mediált gyulladás 

egyik legfontosabb mediátora. A gyulladásos folyamatok az endothelium funkcionális változásait 

és az antigén státus megváltozását eredményezhetik. Ezeknek a változásoknak része az eNOS 

alacsony expressziója és a leukocyta adhéziós molekulák, mint pl. az ICAM, VCAM, E-selectin 

magas számban való megjelenése az endothel felszínén (54, 104, 105, 106, 107). Ugyanakkor az 

enzim aktivitás késleltetett csökkenése volt észlelhetQ a vizsgálat során, ami az eNOS fehérjének 

az mRNS-hez viszonyított nagyobb stabilitását jelzi, vagy poszttranszlációs változásokat jelez, 

amelyek az enzim aktivitásának fokozódását eredményezheti (74). Kísérletes colitisekben az eNOS 

úgy t_nik protektív szereppel bír a károsító tényezQkkel szemben. Endothelialis NOS hiányos 

egereken végzett vizsgálatok azt sugallják, hogy a vérben levQ NO legalább 50%-a eNOS eredet_ 

lehet (76). A leukocyta-endothelialis kötQdés fokozott és az ischemia-reperfúzió utáni károsodás 

súlyosabb eNOS hiányos állapotban (42, 108). 

Colitises állatmodellekben jelentQs mennyiség_ iNOS keletkezik a gyulladás során, mely 

különbözQ módon válhat károssá, és összességében rontja a betegség lefolyását (109). Crohn 

colitisben a humán intesztinális microvascularis endothelialis sejtek iNOS termelQ képessége 

csökkenhet, és ez érzékennyé teszi a sejteket a leukocyta-mediált károsodásra (110, 111). Colitis 

ulcerosában kimutatták, hogy az iNOS szint gyorsan emelkedik és ez jól aránylik a betegség 

aktivitásával (112). Magas iNOS aktivitást találtak a mesenteriális microvascularis endothelialis 

sejtekben colitis ulcerosában, mely a vasculáris endotheliális aktiváció és a colitis ulcerosa 

pathogenezise közötti szoros kapcsolatra utal (113). A HUVEC stimulációja pro-inflammatorikus 

 53



cytokinekkel (Il-1く, TNF-g) vagy hormonokkal (pl. relaxin, östrogén) iNOS expressziót indukál és 

a termelQdQ NO fokozza a prostaglandinok és más mediátorok bioszintézisét (114,115,116). Primer 

sejttenyészetben észlelt maximális iNOS szint nem függött a lipopolysaccharid kontaminációtól, és 

nem befolyásolta a sejtproliferációt, csökkenése a konfluens tenyészetben indult meg (117). A 

NOS izoformák expressziójának kettQs modulációja volt észlelhetQ különbözQ koncentrációjú 

östradiollal történt kezelés során. Nanomoláris koncntrációban az östradiol eNOS termelést 

indukált, míg mikromoláris koncentrációban iNOS expressziójára volt képes (118). Korábbi 

vizsgálatokban az INF-け és TNF-g együttesen, valamint IL-1く-t is tartalmazó cytokin koktél 

fokozta a NOS aktivitást, míg ezek a cytokinek egyenként különbözQ módon hatottak a NOS 

expresszióra (74, 119, 120). A vizsgálatban használt szérumok közepes aktivitást mutató Crohn 

betegekbQl (150øCDAIø450) és colitis ulcerosás betegekbQl (4øUC-DAI) származtak. Ezek 

olyan cytokin és gyulladásos adheziós molekulákat tartalmazó keveréknek tekinthetQk, melyek 

nem-specifikus gyulladásos hatással rendelkeznek. Az iNOS fokozott expressziója gyulladásos 

bélbetegekbQl származó szérum hatására a HUVEC adaptív válaszát jelentheti.   

Különös érdeklQdésre tarthat számot a colitis ulcerosás és Crohnos szérum hatásának 

vizsgálata a HUVEC eNOS expressziójára és rávilágíthat a két betegség különbözQ 

pathophysiológiai történéseire, valamint az eltérQ morfológiai képre. A NO meghatározó szerepet 

játszik a vasculáris endotheliális növekedési faktor (vascular endothelial growth factor:VEGF) által 

indukált angiogenezisben és a vasculáris hyperpermeabilitás kialakulásában. In vivo vizsgálatokban 

a NO termelQdés gátlása a VEGF indukálta angiogenezis, és a vasculáris permeabilitás 

csökkenéséhez vezetett (121). Korábbi vizsgálatok eredményei azt bizonyítják, hogy a Crohnos 

szérum fontos elemét képezQ bázikus fibroblast növekedési faktor (basic fibroblast growth factor-

bFGF) különbözQ mechanizmusokkal indukálhat angiogenezist (122). Csökkent VEGF aktivitásra 

utaló adatokat közöltek Crohn betegségben a VEGF receptor (VEGF-Ets-1) és a 

neovascularizációs kaszkád „down-regulációjával”, amely a betegség vasculáris hypothézise 

mellett szól (123, 124, 125, 126). Az eNOS nem megfelelQ expressziója és ezzel együttesen a 
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VEGF indukálta angiogenezis és vasculáris permeabilitás károsodása fontos lépés lehet a Crohn 

betegség pathomechanizmusában. Ugyanakkor a bFGF amely a neovascularizációs folyamatok 

legaktívabb molekulája Crohn betegségben, NO független aktivitást mutat (122, 127). A colitis 

ulcerosa pathomechanizmusa a VEGF aktivitásától függetlennek t_nik (122, 127). A gyulladásos 

cytokinek és angiogén molekulák együttes hatása az eNOS és iNOS expressziójának 

megváltozásához vezet, ezáltal megbomlik az egyensúly a két NOS izoforma között, aminek 

valószín_leg szerepe van az angiogenezis károsodásában, amely a tökéletlen szöveti restitutio 

fontos eleme.  

Az angiogenezis a krónikus gyulladásos folyamatok egyik alapvetQ pathophysiológiai 

folyamata, melynek fontos lépései az endothelialis sejtek proliferációja, migrációja és tubuláris 

elrendezQdése. Ez a folyamat bizonyos angiogenetikus faktorok szoros ellenQrzése alatt áll, melyek 

egyike a NO pro-angiogenetikus hatással (19, 20). A Crohnos szérummal történt kezelés során a 

HUVEC olyan morfológiai változásokat és átrendezQdést mutatott melyek vasculáris formációk 

kialakulására emlékeztetnek. Hasonló szerkezeti elváltozások colitis ulcerosás szérummal történt 

kezelés alatt nem voltak észlelhetQk. A sajátos sorba rendezQdés és hurokszer_ formációk 

kialakulása a Crohnos szérum angiogenetikus aktivitása mellett szól. A sejtek érszer_ strukturákba 

rendezQdése a Crohnos szérummal történQ kezelés 24. órája után volt megfigyelhetQ, amikor az 

iNOS szintje csökkent az eNOS expresszió pedig kifejezettebbé vált. Korábbi adatok szerint, a 

reaktív oxigén gyökök (reactive oxygen species: ROS) potenciális pro-angiogenetikus aktivitással 

rendelkeznek, in vivo, valószín_leg az iNOS „up-regulatio” által (128). A ROS szintén jelentQs 

szerepet játszik a sejt proliferációban az eNOS aktivitás szabályozása által, ugyanakkor az 

antioxidánsok gátolják a HUVEC NO termelését és a proliferációt (129). Ezzel szemben más 

vizsgálatokban azt találták, hogy az antioxidánsok fokozhatják a NOS aktivitását (130, 131). A 

gyulladásos cytokinek mint a TNF-g, IL-1く és a növekedési faktorok indirekt módon fokozzák az 

eNOS expressziót és egyidej_leg elQsegítik a ROS generációját, következményes NO szint 
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változásokat okozva (132). Ez a kettQs hatás szerepet játszhat a HUVEC pro-angiogenetikus és 

proliferációs aktivitásában.  

Endotheliális stresszt okozó különbözQ stimulusok az apoptozis szabályozási rendszerének 

befolyásolása révén hatnak (133). Újabb kísérleti adatok szerint a NO a mitokondriális légzési 

folyamatok szabályozása és a citokrom-C felszabadítása révén a pro-apoptotikus folyamatok által 

stimulált sejthalál elleni védekezési mechanizmusokat triggerel (134, 135, 136). Jelen vizsgálatban, 

a Crohnos gyulladásos szérummal inkubált HUVEC eNOS expressziója alacsony volt, ami 

magyarázatot adhat a minimálisan emelkedett apoptotikus aktivitásra. Mindez egy károsodott anti-

apoptotikus mechanizmus mellett szól. A Crohnos szérumban magas TNF-g szint károsítja a sejtek 

életképességét apoptozist indukálva, NO független mechanizmus által. (137) Ezzel szemben a 

colitis ulcerosás és kontroll szérumokkal kezelt sejtekben észlelt magasabb eNOS szintek a 

fokozott apoptozis ellen jelenthetnek védelmet.  

A HUVEC-en végzett vizsgálati eredmények egybevágnak a korábbi vastagbél biopszián 

alkalmazott immunhisztokémiai eredményekkel, és olyan cytokin komplexum jelenlétére utalnak a 

gyulladásos bélbetegek vérében mely az eNOS/iNOS arány megváltoztatásához járul hozzá 

endotheliális sejteken. Az egyidej_leg végbemenQ változások az eNOS szint csökkenésével és az 

iNOS mennyiség emelkedésével, valamint a sejt proliferációs aktivitás fokozódásával, 

csökkenthetik az endotheliális sejtek anti-inflammatorikus kapacitását. Ezáltal olyan gyulladásos 

kaszkád reakciók indulnak el, melyek az endothelium barrier dysfunkciójához vezetnek, majd a 

nyálkahártya microvasculáris rendszerének strukturális elváltozásait okozzák Crohn betegségben. 

Eredményeink azt mutatják, hogy a Crohnos szérum bizonyos komponensei csökkentik az eNOS 

fehérje szintjét az endotheliumban, ami befolyásolja a betegség pathomechanizmusát kóros 

változásokat okozva a gyulladt szövet érrendszerében.   
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12. Következtetések 

 

1. Colitis ulcerosában intenzív iNOS immunreaktivitás észlelhetQ a hámsejtekben és a nyálkahártya 

gyulladásos sejtjeiben hisztokémiai, immunhisztokémiai és immunoblott vizsgálatokkal. Az eNOS 

szint az endotheliumában nem különbözik a kontrolltól. Az iNOS-IR sejtek fQleg neutrofilek. 

 

2. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb a nyálkahártya leukocita 

típusú sejtjeiben, illetve az endothelben. Alacsony iNOS immunreaktivitású CD68-IR sejtek 

(makrofágok) jelentQs számban fordultak elQ Crohn betegek vastagbél nyálkahártyájában.  

 

3. A csökkent NADPH-diaforáz aktivitás és az alacsony eNOS immunreaktivitás Crohnos minták 

endothelialis sejtjeiben, egyidej_ jelentQs kapilláris szám növekedéssel, a mikrovaszkuláris 

rendszer változásainak jelentQségét támogatja. A csökkent eNOS pozitivitást mutató endothel 

sejtek és a jelentQs CD31 immunreaktív kapillárisok által jelzett neovaszkularizáció a szöveti 

„remodelling” részjelensége. Krónikus gyulladásban a szerzett endothelialis m_ködési zavar az 

eNOS szintézis gátlásával és következményes kóros angiogenezissel járhat. 

 

4. A szövettani elváltozások nem mutattak korrelációt a klinikai és endoszkópos aktivitási 

indexekkel, tehát nem tekinthetQk a gyulladás aktuális állapotát pontosan jelzQ adatnak.  

 

5. Az eredmények azt sugallják, hogy az iNOS expresszió és valószín_leg az eNOS aktivitás 

szabályozása különbözQ colitis ulcerosában és Crohn betegségben. Ezért a NO különbözQ szerepet 

játszhat az IBD kiváltásában és szabályozásában. 

 

6. A NOS izoformák megjelenésében és szöveti eloszlásában észlelt különbségek segíthetnek  a 

colitis ulcerosa és a Crohn betegség szöveti elkülönítésében. 
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7. Sikerrel alkalmazható a NADPH-diaforáz hisztokémia az iNOS és eNOS szöveti 

lokalizációjának kimutatására. A NADPH-diaforáz és az iNOS reakciók megjelenésének és 

intenzitásának azonos volta a NADPH-diaforáz festést egy egyszer_, olcsó és könnyen 

kivitelezhetQ módszerré teszi az IBD két fQ típusának elkülönítésében.  

 

8. A colitis ulcerosás szérum jelentQs iNOS és eNOS expressziót indukál HUVEC-n, ezzel 

szemben Crohnos szérum az iNOS expresszió átmeneti emelkedését és párhuzamosan az eNOS 

határozott csökkenését idézi elQ. Az apoptotikus és nekrotikus sejtek száma jelentQsen nem 

változik, a citoszkeleton megQrzi strukturális integritását.  

 

9. Az IBD-s szérumok olyan citokin és gyulladásos adhéziós molekulákat tartalmazó anyagnak 

tekinthetQk melyek az endothelium funkcionális változásait és az antigén státusz megváltozását 

eredményezhetik Az iNOS fokozott expressziója gyulladásos bélbetegek szérumának hatására a 

HUVEC adaptív válaszát jelenti. A Crohnos szérum csökkenti az eNOS szintjét az 

endotheliumban, és fokozza a leukocita adhéziós molekulák, pl. az E-szelektin expresszióját, 

változásokat okozva a gyulladt szövet érrendszerében. A colitis ulcerosás és Crohnos szérum 

hatásának vizsgálata a HUVEC eNOS expressziójára rávilágít a két betegség különbözQ 

patofiziológiai történéseire és az eltérQ morfológiai képre.  

 

10. A Crohnos szérum hatására a HUVEC-n vaszkuláris formációkra emlékeztetQ alakzatok jönnek 

létre melyek a szérum angiogenetikus aktivitása mellett szólnak. Hasonló elváltozásokat colitis 

ulcerosás szérum nem okozott.  

 

11. A HUVEC-en végzett vizsgálati eredmények egybevágnak a vastagbél biopszia 

immunhisztokémiai eredményeivel, és olyan citokin komplexum jelenlétére utalnak a IBD-s 
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betegek vérében, mely az eNOS/iNOS arány megváltoztatásához járul hozzá endotheliális sejteken. 

Az eNOS egyidej_ csökkenése és az iNOS emelkedésével, valamint a sejt proliferációs aktivitás 

fokozódásával, csökkenthetik az endotheliális sejtek anti-inflammatorikus kapacitását.  
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Összefoglalás 

Az IBD genetikai, környezeti és immunológiai tényezQk együtthatása eredményeként alakul 

ki. A colitis ulcerosa és Crohn betegség kiváltásában és fenntartásában ezek különbözQ mértékben 

vesznek részt, különbözik az immunsejtek valamint a gyulladásos cytokinek száma és aránya is.  

A gyulladás hátterében zajló komplex immunológiai folyamatoknak részese az EDRF-NO 

rendszer mely, a szervezet egyik általános és alapvetQ mediátorát és effektorát az NO-t termeli. A 

NO az egyik legkisebb biológiailag aktív molekula, mint ubiquiter szabadgyök, mennyiségétQl, 

keletkezési helyétQl és idejétQl valamint a környezetében zajló reakcióktól és a pH-tól függQen 

pozitív vagy negatív szereppel bír a gyulladásos folyamatokban. A NO-nak a vizsgálata colitis 

ulcerosában és Crohn betegségben ellentmondó eredményekhez vezetett. 

Colitis ulcerosában intenzív iNOS immunreaktivitást találtunk a hámsejtekben, a 

nyálkahártya gyulladásos sejtjeiben, ugyanakkor az eNOS az érképletek endotheliumában nem 

különbözött a kontrolltól. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb volt 

a nyálkahártya leukocita típusú sejtjeiben, illetve az endothelben. A szöveti „remodelling” része a 

neovascularizáció, amit markánsan jelzett a CD31 immunreaktív kapillárisok jelenléte a csökkent 

eNOS pozitivitást mutató endothel sejtek mellett. Az iNOS immunreaktív sejtek colitis 

ulcerosában fQleg neutrofilek, míg Crohn betegségben makrofágok. 

A NADPH-diaforáz és az iNOS reakciók megjelenése és intenzitása azonos volt, viszont 

jelentQs különbséget lehetett észlelni a colitis ulcerosás és Crohnos minták között, ezért a NADPH-

diaforáz festés egy egyszer_, olcsó és könnyen kivitelezhetQ módszer lehet az IBD két fQ típusának 

elkülönítésében. Az iNOS és az eNOS expresszió különbözQ colitis ulcerosában és Crohn 

betegségben. A NO különbözQ szerepet játszhat a gyulladás kiváltásában és szabályozásában IBD-

ben. A NOS izoformák megjelenésében és szöveti eloszlásában észlelt különbségeknek szerepe 

lehet a colitis ulcerosa és a Crohn betegség szöveti elkülönítésében.  

Colitis ulcerosás szérum hatására az iNOS és az eNOS indukciója és jelentQs expressziója 

volt észlelhetQ HUVEC-n. Crohnos szérum az iNOS expresszió átmeneti emelkedését és 

párhuzamosan az eNOS expresszió határozott csökkenését okozta. Az apoptótikus és nekrótikus 

sejtek száma jelentQs változást nem mutatott, a citoszkeleton megQrizte strukturális integritását.  

A HUVEC-en végzett vizsgálati eredmények egybevágnak a vastagbél biopszia 

immunhisztokémiai eredményeivel, és olyan cytokin komplexum jelenlétére utalnak a IBD-s 

szérumban mely az eNOS/iNOS arányt megváltoztatja endotheliális sejtekben. A Crohnos szérum 

bizonyos komponensei csökkentik az eNOS fehérje szintjét az endotheliumban, ami befolyásolja a 

betegség pathomechanizmusát kóros változásokat okozva a gyulladt szövet 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. 

iNOS 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 

iNOS 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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