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1. Bevezetés

A gyulladésos bélbetegségek (IBD) ismeretlen eredetii, visszatérd, sajatos
krénikus hullamzo lefolyast mutatd, valtozatos intesztindlis €s extraintesztinalis
tinetekkel jaro korképek, melyek eléfordulasi gyakorisdga vilagszerte
novekszik. Bar egyértelmli, preciz 4atfogd epidemioldgiai  adatok
Magyarorszagon nem allnak rendelkezésre, az eddigi eredmények colitis
ulcerosdban 8, Crohn betegségben 3-4 kozotti incidenciat mutatnak,
folyamatosan névekvd tendenciaval az elmult harom évtizedben. Az USA-ban
¢s a Nyugat-Europai orszagokban ennél enyhén gyakoribb el6fordulas
¢szlelhetd, mig Azsia, Afrika, Dél-Amerika orszagaiban sokkal ritkdbban fordul
eld. Els6sorban a fiatal korosztalyokat érinti, a betegség kezdete tilnyomorészt
az elsO és masodik évtizedre tehetd. A pontos etiologia ismeretének hianyaban a
mai kezelési lehetdségek a betegség gydgyitdsara nem alkalmasak, igy
minddssze a tiinetek kezelésére, a szovodmények elkeriilésére ¢s kezelésére
iranyul6 torekvések maradnak, a beteg megfeleld életmindségének biztositasa
¢rdekében.

Bar a pontos etiologia és a teljes patogenetikai rendszer tovabbra sem
ismert, az elmult években jelentds eldrelépés tortént ezen a téren, mely
alapvetden valtoztatta meg e korképekrdl alkotott elképzeléseinket, alapul
szolgalt az tigynevezett bioldgiai kezelés bevezetésére és eldrevetiti a tovabbi
kutatasi utakat és elSrelépési lehetdségeket. Uj eredmények sziilettek az
intesztindlis epithel miikodésérdl, permeabilitasardl, a bél baktérium mikroflora
¢s a nyalkahartya immunrendszerének kolcsonhatdsardl, az  oralis
immuntolerancia természetérdl. Az epidemioldgiai vizsgéalatok egeész sora
segitette a kornyezeti tényezOk és a Crohn betegség, valamint a colitis ulcerosa
kapcsolatanak jobb megismerését. Az experimentalis, genetikailag manipulalt
modelleken, ,,in vitro” sejtkultirdkon végzett vizsgalatok alapvetd adatokat
szolgaltattak a bélgyulladds természetére vonatkozoan. Mara jelentds

ismeretanyag halmozodott fel a gyulladast fokozo és a gyulladast csokkentd



citokineknek, noOvekedési faktoroknak ¢és mas bioaktiv molekuldknak a
bélnyalkahartya homeosztdzisaban jatszott szerepére vonatkozodan. Jelenleg a
genetikai  és immunologiai, illetve immungenetikai tényezOk tekinthetok
dominansnak a gyulladasos bélbetegségek etiopatogenezisében és ezen a téren
gyarapodo ismeretektdl varhatok a betegség tovabbi atfogdbb megismerésének
lehetdségei.

Az IBD jelen elképzelés szerint genetikai, kornyezeti és immunoldgiai
tényezOk komplex egyiitthatasa eredményeként alakul ki. A két f6 klinikai
entitds, a colitis ulcerosa (CU) és Crohn betegség (CD) kivaltasdban és
fenntartasaban a fenti tényezok kiillonbozé mértékben vesznek részt. IBD-ben az
immunsejtek valamint a gyulladasos citokinek szama és aranya is kiilonbozik.

A gasztrointesztinalis rendszer gyulladdsos valaszkészsége korlatozott. Az
inflammatorikus reakcio szovettani €s funkcionalis jellemzoéit elsdsorban az
anatomiai helyzet és a folyamat idébelisége hatarozza meg, kevésbé a kivalto
tényezok. Mindez egy végsé kozos gyulladdsos utat feltételez hasonlo
gyulladasos sejtek, citokinek, lipid mediatorok részvételével. A kiterjedt
gyulladasos infiltratum ¢és a szoveti elvaltozasok hatterében zajlo komplex
immunolédgiai folyamatoknak részese a nitrogén-monoxid (NO), mely a
szervezet egyik altalanos és alapvetd mediatora és effektora. A NO a szervezet
egyik legkisebb biologiailag aktiv molekuldja, mint ubikviter szabadgyok,
mennyis€gétdl, keletkezési helyétdl és idejétdl, valamint a kornyezetében zajlo
reakcioktol és a pH-t6l fliggben pozitiv vagy negativ szerepet jatszik a
gyulladéasos folyamatok keletkezésében és fenntartasaban.

Sz¢leskorli vizsgalatok ellenére a NO-nak a kronikus gyulladasos
bélbetegségekben jatszott szerepe nem tisztazott: colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben gyakran ellentmonddsos eredmények sziilettek. Az epithelium, a
nyalkahartyat infiltralo gyulladdsos sejtek valamint az endothel termelte
kiilonb6z6 NO szintetaz (NOS) izoformék altal 1étrehozott NO jelenléte és

koncentracidja a gyulladas kiilonbozé fazisaiban proinflammatorikus illetve



anti-inflamatorikus hatast fejt ki, és valdsziniileg mas-mas modon érvényesiil a
Crohn betegségként, valamint colitis ulcerosaként jellemzett gyulladdsban.
Colitis ulcerosaban inkabb a rendszer fokozott aktivitasat észlelték, mig Crohn
betegségben, bizonyos esetekben magas, madaskor alacsony szintek voltak
mérheték. Crohn betegségben ismert a nyalkahdrtya mikrovaszkularis
rendszerének strukturdlis valtozasa ¢és valoszinlileg ezzel kapcsolatos a
vazodilatator kapacitas diszfunkcigja. A NO szintje valamint a NOS
expresszidja jelezhetik a gyulladasos aktivitast és valosziniileg Osszefiiggés van
a NOS szintek véltozasa valamint az észlelt morfoldgiai eltérések kozott.

A humén koldokzsinér véna endothelialis sejtek (HUVEC) tenyészetét
gyakran hasznaljak, mint specifikus modellt az endothelium miikodésének
vizsgalatara. A HUVEC rendkiviil érzékeny azokra a gyulladaskelté agensekre,
melyeket a kiilonbozé citokinek onmagukban vagy egylittesen kiilonbozo
osszetételben képviselnek. A NO-t a HUVEC-ben konstitutivan az eNOS
termeli, mig bizonyos stimulusok hatdsara az iNOS. A NO hozzajarul az
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endothelidlis sejtek apoptozisanak, proliferaciojanak, valamint

------

2. Célkitiizések

Munkank sordan a NOS izoformdk expresszidjanak mindségi ¢€s
mennyiségi vizsgalatat végeztiik Crohnos ¢€s colitis ulcerosas nyalkahartyaban,
valamint a gyulladdsos bélbetegek szérumdval kezelt huméan koldokzsindr
endothelialis sejtekben (HUVEC) a gyulladéasos folyamat kiilonb6z6 fazisaiban.
Eldszor a gyulladas altal érintett és megkimélt teriiletekbdl aktiv és inaktiv
klinikai allapotban nyert biopszias anyagok szisztémas hisztologiai ¢és
immunhisztologiai vizsgalatara keriilt sor. Majd kisérletes koriilmények kozott
az eNOS ¢és iINOS expressziojat €s lokalizaciojat konfluens €s semi-konfluens
HUVEC tenyészeteken tanulmanyoztuk. Kovettik a sejtek viabilitasi

mutatoinak, az apoptotikus €s nekrotikus aktivitdsnak valamint a proliferacionak



a valtozasait a NOS izoformak expressziojanak fiiggvényében gyulladasos és
kontroll szérumokkal tortént kezelés soran.

Célunk a NO szerepének megvilagitasa, a kiilonbségek regisztralasa, a
gyulladasos bélbetegségek kiillonbozdé formdiban, és ennek esetleg gyakorlati,

differencialdiagnosztikai szempontbo6l valo értékelése.

3. Anyagok és modszerek

Betegek kivadlasztdsa, kezelése

A vizsgélatban résztvevé IBD betegek tartosan fenndllo CU vagy Crohn-ban
szenvedtek, a kolonoszkdopids mintavétel eldtti négy hétben nem kaptak
szisztémas vagy lokalis kortikoszteroid kezelést, illetve az alkalmazott
gyogyszerek dozisat nem valtoztattuk. A CU betegeknek proctosigmoiditise
vagy bal oldali colitise volt. A Crohn-betegekben a gyulladas a vastagbélre
lokalizal6dott, nem-stenotizdldé ¢€s nem-penetrald gyulladdsos formakat
vizsgaltunk, melyet a bécsi Crohn-betegség osztalyozéds (Vienna classification,
1998) alapjan hatdroztunk meg. A Crohn-betegeknek magas C-reaktiv fehérje
szintjik (CRP>10 mg/l) volt, talyog és fertdzes jele nélkiil. A betegek sennoside
B-t (X-PREP, Mundipharma) kaptak a kolonoszkopia el6tt 16 oraval.

Biopszia mintavétel

A vastagbé¢l biopszia mintdkat IBD betegekbdl a gyulladt és makroszkoposan a
gyulladés altal megkimélt sigma €s jobb oldali colon teriiletekrdl, mig a kontroll
mintakat colorectalis carcinoma sziirésen résztvevo, egészséges egyének
kolonoszkdpias vizsgalatakor vettiik.

Verszérumok gyiijtése

A kisérletben résztvevd Dbetegektdl 5-5 ml vért vettiink citratos
vakuumcsovekbe, majd 2000 rpm fordulattal 10 percig centrifugaltuk. A
szérumokat (feliiliszo) elkiilonitettiik €s felhasznalasig fagyasztéban (—80C°)

taroltuk.



Biopszia vizsgalatok

Biopsziak elokészitése

A 4%-o0s paraformaldehidben (PFA) vagy acetonban rogzitett fagyasztott
biopsziakbol 10 um vastag metszeteket készitettiink. A PFA-ben rogzitett
mintak egy részét paraffinba agyaztuk.

iINOS immunhisztokéemia

INOS kimutatdsara anti-INOS poliklondlis nyulban termeltetett antitestet
hasznéltunk 1:1000 higitdsban PFA-ben fixalt paraffinos vagy fagyasztott
metszeteken. Az immunreakcio el6hivasara Universal avidin-biotin-peroxidaz
kit-et hasznaltunk, melyhez a festék 3,3’-diaminobenzidin (DAB) volt. Kontroll
kisérletekben a primer antitestet kihagytuk az inkubdlas sordn. A kontroll
kisérletekben nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

eNOS immunhisztokémia

Az acetonban szaritott fagyasztott metszeteket inkubdltuk eNOS antitesttel
(nyul, 1:100) egy éjszakadn at 4 °C-on, hasonlé mddon, mint azt az iNOS
immunreakcional tettiik. Kovetkez6 1épésként biotinnal jeldlt masodik antitesttel
inkubaltunk (1:200), a reakciot, pedig avidinhez kotétt FITC-tal (1:200) tettiik
lathatova. Az eNOS antitest specificitasat az antitest megfelelden kihigitott
oldatanak és 250 pg/ml eNOS blokkoldpeptidnek eldinkubélasa utdn végzett
immunreakcioval ellendriztiik. A kontroll kisérletekben nem tapasztaltunk
pozitiv immunreakciot.

NADPH-diaforaz hisztokéemia

A NADPH-diaforaz reakciot (NADPH-d), a NOS i1zoformék gyors hisztokémiai
kimutatasara hasznaljdk A PFA-ben rogzitett fagyasztott metszeteket 1 oraig
sotétben inkubaltuk szobahdmérsékleten az 1 mM B-NADPH-t, 0.2 mM
nitrokék-tetrazéliumot €s 0.3% Triton-X-100-at tartalmazo Tris-HCI pufferben
(0.1 M, pH 8.1). Kontroll reakciokban a B-NADPH-t kihagytuk az inkubacios
oldatbol, vagy helyettesitettiik B-NADH-val. A kontroll kisérletekben specifikus

festddést nem tapasztaltunk. A reakcid elegyben 1 mM difenilén-jodonium-ot, a



NADPH/NADH-oxiddaz enzim gatloszerét alkalmazva, az eredeti rekcidhoz
képest valtozdst nem tapasztaltunk az aldehid-rezisztens NADPH-d
reaktivitasban, mely alapjdn a NADPH-d reakcidt jo kozelitéssel a NOS-nak
feleltethetjiik meg.

Kettés jeloles iNOS tartalmu sejtek azonositasa

A szovetek iINOS immunreaktiv (iINOS-IR) sejtjeinek azonositdsara az iNOS-ra
el6hivott paraffin metszeteket egér anti-CD68 (makrofag azonositds) €s anti-
CD15 (neutrofil granulocita azonositds) antitestekkel inkubaltuk. Masodik
Iépésben, a gyulladdsos sejtek megjelenitésére DAKO LSAB2 kit-et
hasznaltunk, ahol sztreptavidinhez kotott alkalikus-foszfataz volt a jelolé anyag
¢€s ,,Uj Fukszin” volt a festék. Az iINOS immunreakcio lilas-fekete szine
[N1(NH4)2(SOy),-al felerdsitett DAB reakcid] és a sejt azonositdsra hasznalt
immunreakcio rézsaszines piros szine (fukszin) a metszeteken jol elkiilonithetd
volt.

A PFA-del rogzitett biopsziakbol fagyasztott sorozatmetszetek késziiltek annak
eldontésére, hogy a NADPH-d hisztokémiai és iNOS immunhisztokémiai

reakciok milyen mértékben feleltethetok meg egymasnak.

Az érendothél kimutatasa

A biopszidkban 1évé erek kimutatasira monoklondlis anti-PECAM-1 (CD31)
antitestet hasznaltunk. Az antigén-feltaras céljabol {6zott paraffin metszeteket a
primer antitesttel inkubaltuk (1:100 higitasban) 1 6ran 4t 4 °C-on, majd anti-egér
IgG-hez kotott alkalikus foszfatazzal (1:100 higitasban) 1 oran 4t szobahdn
reagaltattuk. A szinreakciot ,,Uj Fukszin” festékkel, a hattér magfestést metil-

z6lddel jelenitettiik meg.



Az immunreakciok mennyiségi értékelése

A metszeteket Olympus Provis AX/704 mikroszkoppal vizsgéltuk, és Olympus
Camedia C4040 digitalis kameraval fényképeztiik. A mintdk mennyiségi
kiértékelése szamitogépes képelemz6 Olympus analysis 2.11 szoftver
segitségével tortént. Az iNOS-IR sejtek szamat atlagfeliiletre vonatkoztattuk

(sejtszam/mm®).

iNOS immunblott

Ot-hat darab endoszkopidsan gyulladt CU és Crohn-beteg valamint kontroll
vastagb¢lbdl vett biopszidkat folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd
dorzscsészében nitrogén alatt porra Ordltiik és a mintakat 70 °C-os fagyasztoban
taroltuk felhasznaldsig. A mintdkat RIPA lizis puffer-ben 100 U/ul protedz
inhibitor keveréket hasznidlva homogenizaltuk. A teljes fehérje tartalmat BCA
modszerrel hataroztuk meg. A mintabol 20 ul fehérje-oldatot (1 mg/ml) vittiink
fel 10% SDS-poliakrilamid gélre, ¢és a fehérjéket elektroforetikusan
szétvalasztottuk 120V fesziiltség mellett 1 oran keresztiil. Mennyiségi analizis
céljabol, azonos betegségbdl szarmazo, harom kiillonbdzé homogenizatumbodl
késziilt immunreaktiv sdv intenzitdsainak datlagat szamitottuk a savok
denzitometrids analizise alapjan (Molekularis Analizis Szoftver térfogat

elemzésre, Bio-Rad).

Vizsgalatok sejttenyészeten

HUVEC prepardlas és tenyésztés

A frissen izolalt koldokzsinorokat a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrumdnak Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjarol
szereztiik be. A koldokzsindrokat steril edényben 1€vo sejttenyésztd folyadékban
(50% normal human szérum, 2% HEPES, 1% L-glutamin, 1% amfotericin, 1%
penicillin, 45% sterilre szlirt M199-oldat) széllitottuk a sejttenyésztd

laboratoriumba. A koldokzsinor mindkét végét elkotottik és a koldokvéna



mindkét végébe kaniilt helyeztiink. A vénat a kaniilok segitségével atmostuk
steril PBS-sel, majd Hank egyensulyi s6-oldattal (HBSS) ¢s M199 folyadékkal.
A sejtszuszpenziot 1000 rpm fordulattal 15 percig centrifugaltuk, a feliiliszot
eldobtuk ¢és a sejteket ujra szuszpendaltuk tenyésztd folyadékban.

A sejteket (2 x 10° sejt/ml koncentracidban) oltottuk milanyag
tenyésztéedénybe. Egy nappal a leoltas utan az edényeket mostuk 37°C-os
HBSS-sel, majd ismét tenyésztéfolyadékot adtunk a sejtekhez. Négy-6t nap
teny€sztés utdn, mikdzben a sejtek intenziv novekedésnek indultak ¢és a
tenyésztdedényt benétték, a sejteket HBSS-sel mostuk, majd 1 ml tripszin-
EDTA (tripszin:/EDTA = 1:25) oldattal leemésztettilk az edény falardl. A
sejteket ezutan ismét leoltottuk, novesztettilk és Osszegylijtottiik a fentiekhez
hasonldéan. Amikor az egyrétegii sejttenyészet 20-30%-os vagy 70-80%-os
fedettséget mutatott, a sejteket 50% normal, CU vagy Crohn-beteg szérumat
tartalmaz6 tenyésztd oldatba helyeztiik és kiilonboz6 ideig (2, 4, 8, 12, 20, 24,
36, 48 6ra) inkubaltuk.

Immunblott

A tenyésztd oldat eltdvolitasa utan a sejteket jéghideg PBS-ben mostuk, majd
sejtkaparoval 50 pl RIPA lizis pufferben higitott, 100 U/ml proteaz inhibitor
mixet tartalmazd oldatban 0Osszegyijtottik A mintdkbol immunoblottot a
biopszidkhoz hasonléan végeztiik. Minden mintabdl 30 pg fehérjét tartalmazo
oldatot vittiink fel a gélre. Primer antitestként anti-eNOS (1: 5000) és anti-INOS
(1:2000) nyulban termeltetett poliklondlis antitesteket hasznaltunk. A NOS
reaktiv savokat mindenegyes blotton a 2 6rds normal szérummal kezelt mintadkra
normalizaltuk denzitometralds alapjan és ezen kontrollhoz képest az eltérést

széazalékban fejeztiik ki.
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Immunfluoreszcencia vizsgalatok

A sejteket sterilre sziirt 10%-o0s zselatinnal bevont feddlemezeken tenyésztettiik.
Azon tenyészeteket, melyeket a sejtosztodas, eloszlds ¢és  sejthaldl
(apoptdzis/nekrozis) kovetése céljabol vizsgaltunk 20-30%-os lefedettség
mellett rogzitettiik, mig a NOS izoformak kimutatisdhoz 70-80%-ban fedett
tenyészeteket hasznaltunk. A kiilonb6zd szérumokkal tortént kezelések utan a
sejteket felszallo alkohol sorban rogzitettiik, majd rehidraltuk PBS-sel. A NOS
izoformék kimutatdsat a biopszia metszeteken végzett immunhisztokémiai
eljarashoz hasonloan végeztiikk. Masodik antitestként 1:40 higitasban FITC-el
kapcsolt anti-nyul IgG-t hasznaltunk 30 percig szobahdn.

Az osztddasi intenzitas vizsgalatakor az 50%-o0s beteg €s egészséges
szérumok mellett 50% normal szérumban oldott NOS gatlot, 10* M nitro-L-
arginin metil-észtert (L-NAME) is alkalmaztunk.

A sejteket a proliferacios marker Ki-67 ellen késziilt monoklonéalis
antitesttel reagaltattuk (1:100 higitdsban) 2 6rdig szobahdn. Masodik antitestnek
FITC-cel konjugalt anti-egér IgG-t (1:40) hasznaltunk.

A kezelések kovetkeztében valtoz6 HUVEC életképesség mértékét, az
apoptotikus/nekrotikus sejtek mennyiségét kimutaté annexin-V-biotin kit-tel
végeztik. A sejtek rogzitése eldtt a tenyésztd oldat eltavolitasa ¢és
szobahOmeérsekleti PBS-el valo mosast kovetden a sejteket annexin-V-
biotin/propidium-jodid oldattal jeloltik 15 percig. Ezutan HEPES-sel valo
alapos mosast kovetden a sejteket rogzitettiik metanol-etanol (1:1) keverékében
1 percig, és 5 pg/ml avidin-fluoreszcein-nel inkubaltuk szintén 15 percig. A
sejtosztodas aktivitidsanak valamint az apoptdzis/nekrozis vizsgéalatara jelolt
sejteket a lefedés eldtt 1% toluidin-kékkel festettiik, mely a sejtmagok
festodésén keresztiil a teljes sejtszam meghatarozasara adott lehetdséget. A
sejtvaz alakjanak és épségének vizsgalatat az aktin rostok 0.2 pg/ml falloidin-

FITC-cel 1 6ra inkubalas utan torténd festésével végeztiik.
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A sejtekrdl készilt digitalis felvételeken a fényerdt €s a kontrasztot
azonosan allitottuk be Jasc Paintshop Pro 7.0 szoftverrel. A fluoreszcens
felvételekkel azonos terliletekrdl lathatd fénnyel is készitettiink felvételeket
(toluidin-kék festés) mennyiségi elemzés céljabol. Minden egyes adatpontban
legalabb 10’ sejtet szamoltunk meg; az 0sztddo, apoptotikus és nekrotikus sejtek

szamat az Osszes sejtszamhoz viszonyitva szazalékban adtuk meg.

Statisztika

A mennyiségi adatokat atlag + atlagtdél mért kozepes eltérés értekekként
adtuk meg. Az eredmények szignifikancidjat paratlan Student r-teszttel, a
csoportok (gyulladt illetve nem gyulladt, CU illetve Crohn-beteg biopsziai és
szérum kezelések) kozotti kiilonbségek szignifikans voltat pedig variancia
analizissel (ANOVA) becsiiltik meg. A P értékeket az abrikon illetve az
abramagyarazatoknal tiintettiik fel. A kiilonbségeket akkor tekintettiik
szignifikdnsnak, ha p<0.01.

4. Eredmények
Az iINOS immunreaktiv (IR) sejtek megoszlasa és jellemzése IBD
nyalkahartyaban
Aktiv colitis ulcerosa gyulladt teriiletein jelentés mennyiségili, hisztokémiailag
NADPH-diaforaz reakciot ado sejtet észleltiink. A NADPH-diaforaz pozitiv
sejtek foként a Lieberkiihn kriptdk mélyén és falaik mentén helyezkedtek el.
Parhuzamos metszeteken iNOS ellenes antitestekkel végzett vizsgéalatok azt
mutattdk, hogy az iNOS-IR sejtek és a NADPH-diafordz pozitiv sejtek eloszlasa
¢s morfologiai jellemzdi azonosak voltak. A colitis ulcerosds mintakkal
ellentétben Crohnos mintdkban szembetiinden kevesebb volt a NADPH-diaforaz
pozitiv és az iNOS-IR sejtek eléfordulasa.

Kettds jelolésti immunhisztokémiai vizsgalatok soran gyulladt IBD

nyalkahartya iNOS-IR gyulladasos sejtjeinek CD68 ¢s CD15 felszini membran
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antigén pozitivitdsa a makrofagokat (CD68-IR sejtek) valamint a neutrofileket
azonositotta. Colitis ulcerosa nyalkahartydban a CDI15-IR sejtek talnyomo
tobbsége iINOS-IR volt. Crohn betegségben a domindns gyulladasos sejttipus a
makrofadg volt, ugyanakkor a CD68-IR sejtek kisebb hadnyada mutatott iNOS
immunreaktivitast.

Szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat szignifikdnsan
tobb iNOS-IR sejtet mutatott colitis ulcerosas gyulladt nyalkahartydban (UC;
64+4 sejt/mm?) mint a Crohnos gyulladt teriileteken (CDi 4+2 sejt/mm?).
Szignifikans kiilonbség jelentkezett a colitis ulcerosas gyulladt és nem gyulladt
teriiletek iNOS immunreaktivitasa kozott is (UC, 19+8 sejt/mm?).

A CDI5-IR sejtek szdma messze meghaladta a CD68 pozitiv sejtek
szamat aktiv colitis ulcerosaban, az eloszlasi aranyt tekintve 92% illetve 8%-t
talaltunk. A CD15-1IR sejtek 92.4%-a iNOS pozitiv volt (85£10%-a a CD15-IR
¢s CD68-IR sejtek Osszegének) mig CD68-IR sejtek 87.5%-a mutatott iNOS
immunreaktivitast is (7£5% a teljes fest6dd sejtszamnak). A colitis ulcerosas
nem gyulladt teriileteken az iNOS pozitiv sejtek ardnya szignifikdnsan
alacsonyabb volt, 9.6% a CD15-IR sejtek kozott és 11.8% a CD68-IR sejtek
kozott. Az 6sszes CD15 és CD68 festddést mutatd sejten beliil, csak az iNOS
pozitiv neutrofilek (CD15-IR sejtek) aranya mutatott szignifikans kiilonbséget a
gyulladt és nem gyulladt teriiletek kozott (UC, 8+3%, UC; 85+£10%)).

Aktiv Crohnos gyulladésos teriileteken jellemzObb volt a CD68-IR sejtek
jelenléte (90%), szemben CDI15-IR sejtekkel (10.0%). A sejtek alacsony
hanyada mutatott iNOS immunreaktivitast, a CD15-IR sejtek esetében 14.3%, a
CD68-IR sejtek kozott pedig csak 4.4%. A makroszkoposan ép teriileteken
(CD,) az INOS immunreaktiv sejtek ardnya a CD15-IR sejtek kozott nem
valtozott jelentdsen (16.7%), mig a CD68-IR sejtek kozott magasabb volt, mint
a gyulladt teriileteken (33.8%). A teljes sejtszdmra (CDI15-IR és CD68-IR)
vonatkoztatva, az iNOS-IR CD68-IR sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb
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volt a gyulladt teriileteken (CD; 4+3%) mint a nem gyulladt részeken (CD,
231+8%).

A metszetek jelentds részén, ahol az iNOS-IR sejtek szama alacsonyabb
volt, a gyulladt teriileteken az epithelium apicalis része erds NADPH-diaforaz és
INOS festddést mutatott mindkét korképben. A kontroll vizsgalatokon NADPH-
diaforaz reaktiv vagy iNOS-IR epithelium nem volt kimutathato.

Az IBD betegek kolonoszkdpos biopszids mintainak homogenizatumabol
végzett immunblott vizsgalat egy 130 kD molekulatomegli iNOS-IR fehérje
savot mutatott, mely a human iNOS molekulatomegének megfelel. A sav
intenzitasa szignifikdnsan nagyobb volt a gyulladt colitises anyagban, mint a
nem gyulladt mintdkban. A Crohn betegek anyagaban nem jelentkezett
szignifikans intenzitasbeli kiilonbség az érintett és ép teriiletek kozott, valamint
a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Az immunblott denzitometrids
szemikvantitativ vizsgalata bizonyitotta az iINOS szignifikdns mennyiségi
kiilonbségeit a colitis ulcerosas €s a Crohnos biopsziak kozott.

Az eNOS lokalizacioja és a vaszkularis statusz osszehasonlitasa

Jelentdsen kiilonbozott az érstruktirdk NADPH-diaforaz festddése a colitis
ulcerosas és Crohnos mintdkban. Colitis ulcerosaban altalaban tag érképleteket
talaltunk, melyek endotheliuma intenziv NADPH-diaforaz reaktivitast mutatott.
Ezzel szemben Crohn betegekbdl szarmazd mintdkon relative sok, kis atmérdjii
ér volt kimutathatd, melyek endotheliuma gyakorlatilag nem mutatott NADPH-
diaforaz pozitivitast. Az erek fala a lamina propria teriiletén megvastagodott ¢és
lumeniik szlikebb volt. A kontroll csoportbol szdrmazé mintdkban a kapillarisok
NADPH-diafordz reaktivitdsa mérsékelt volt. Hasonld6 mintdzatot talaltunk a
nem gyulladt colitises és Crohnos anyagban is.

A kapillarisok és a kis erek eNOS immunreaktivitasa kifejezett volt a
colitis ulcerosas metszetek lamina propridjaban, ezzel szemben eNOS-IR

endothelium alig volt detektalhaté a Crohn betegek mintaiban. Ugyanakkor, a
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kriptdk koriili myoepithelialis sejtek eNOS immunreaktivitisa megfigyelhetd
volt minden vizsgalt csoportban.

A colon biopszids mintak vaszkularis statuszanak elemzésére a PECAM-1

(CD31) endothelialis markert hasznaltuk. A CD31 és az eNOS immunreaktivitas
kozotti mindségi  kiilonbségeket megerdsitette a szdmitogépes képanalizis
mennyiségi vizsgalat is. A colitis ulcerosas mintakban 1746 ér/mm?, Crohnos
mintakban 48+12 ér/mmZ, mig kontrollban 24+8 ér/mm” volt a CD31 pozitivitas
mértéke. Mig a kontroll és a colitis ulcerosas metszeteken az eNOS/CD31-IR
kapillarisok ardnya 92.0% illetve 82.3% volt, addig a Crohnos anyagban ez az
arany szignifikdnsan alacsonynak bizonyult (8.3%).
Az eNOS kimutatdsa Western blott és immunfluoreszcens vizsgalattal HUVEC-n
A HUVEC lizdtum Western-blot vizsgalata a humén eNOS-nak megfeleld
molekulatdomegti 160 kDa IR csikot mutatott ki. Otven szdzalékos normal
human szérummal kezelt HUVEC sejtkultirdban az eNOS mennyisége nem
valtozott szignifikansan a 48 oOras vizsgalati 1d0 alatt. Az 50%-s colitis ulcerosas
szérum hatasara az eNOS szint 8 6ra utan kezdett emelkedni és 12 6ranal érte el
a csucsértéket. A tizenkettedik oraban az eNOS szint dupldja volt a masodik
ordban mért normal szinthez képest. Tizenkét 6rdn tul 50%-s colitis ulcerosas
szérummal tortént inkubacié soran az eNOS szintje csokkent és a kontroll
szintjét 48 oranal érte el. Otven szazalékos Crohnos szérummal tortént inkubalds
soran az eNOS nem valtozott szamottevOen 8 oraig, majd csokkenni kezdett 12
ora utan, 20-24 6ra kozott érve el a legalacsonyabb szintet. Ezt kdvetden lassi
novekedett és 48 oranal a kontrollal kozel megegyez0 szintet detektaltunk.

Az eNOS immunfluoreszcens vizsgalata HUVEC-ben az enzimet féleg a
teriileteken is. A normal huméan szérum nem befolyasolta az eNOS
immunreaktivitds intenzitasat és eloszlasat. Colitis ulcerosas szérummal tortént
12 6ras kezelést kovetden az eNOS immunreaktiv teriilet kiszélesedése és az

immunfluoreszcens aktivitas élénkulése volt észlelhetd. Crohnos szérummal
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tortént kezelés negyedik orajatdl az eNOS immunreaktivitas a sejtek kdzponti
részére koncentrdlodott €s az immunfluoreszcens aktivitas csokkent. Nem
talaltunk kiilonbséget a normal, a colitis ulcerosas és Crohnos szérum kozott a
HUVEC eNOS immunfluoreszcens aktivitadsaban 48 ora utan.

Az iNOS kimutatdasa Western blott és immunfluoreszcens vizsgalattal HUVEC-n
A HUVEC lizatum Western blott vizsgalata enyhe iNOS-IR savot mutatott 130
kDa-nél, amely megfelel a huméan iNOS molekulatomegének. Az enyhe iNOS
expresszid6 HUVEC tenyészetben 50%-s normal human szérummal tortént 48
o6ras inkubacié alatt nem mutatott szignifikins véltozast. Otven szazalékos
colitis ulcerosds szérummal tortént inkubalas soran az iNOS 4 6ra utan kezdett
emelkedni, a legmagasabb értéket 8 oranal érte el, majd fokozatosan csokkent és
48 ora utan a normal értekhez kozelitett. A HUVEC 50% Crohnos szérummal
tortént inkubacidja soran az iNOS szintje 2 6ra utan kezdett néni €s 8 oranal érte
el a maximumat. Fokozatosan csokkent 12 6ratol és a 24-48 oras iddszakban a
kontrollal azonos szintet mutatott. Otven szazalékos normal szérummal tortént
inkubdcié mellett a HUVEC enyhe immunfluoreszcens aktivitast mutatott. Az
iNOS megjelenése HUVEC-n IBD-s szérum jelenlétében 4-12 6ras periodusban
volt a legkifejezettebb. Mind a colitis ulcerosas, mind a Crohnos szérum
szignifikdnsan fokozta az iNOS immunfluoreszcenciat a 4-12 6ras peridodusban.
A kezelést kovetd négy ora alatt valamint 12 o6ra utani mintdkban az iNOS nem
volt kimutathat6 a sejttenyészetben.

A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasa a HUVEC proliferacios
aktivitasara

A vizsgalatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a a
sejtosztddas valamelyik allapotdban volt, a sejtkultiira 20-30%-0s konfluencidja
mellett. A 2-48 oras periddusban nem észleltiink kiilonbséget a Ki-67-
IR/toluidin kék festddést mutatd sejtmagok ardnyaban 50%-s normal €s 50%-s
colitis ulcerosas szérummal tortént kezelés mellett. Ezzel szemben, 50%-s

Crohnos szérum hatasara a proliferalo sejtek szignifikans emelkedését lehetett
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¢szlelni 20 ora utan. A HUVEC magok 50-65%-a Ki-67 immunfluoreszcenciat
mutatott CD szérummal tortént 24-48 oras kezelés alatt. Hasonld mértekil
valtozast észleltink 10* M L-NAME 50%-s normal szérumot tartalmazo
HUVEC-hez torténd hozziadasaval; a proliferacids aktivitas szignifikansan
emelkedett 24 oratol kezdve.

A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasa a HUVEC viabilitasara
Annexin-V-biotin modszerrel a korai apoptotikus sejtek voltak kimutathatok,
amelyek membranjan azonosithatd a fluoreszcens jel, mig a propidium-jodid a
sejtmag DNS-hez kapcsolodo, ugynevezett nuklearis fluoreszcens jelet adva a
nekrotikus sejteket jelolte. Mindkét festés ¢észlelhetd a késéi apoptotikus
sejteken, egyarant jelolve a sejtek membranjat ¢és magjat. A 48 oras vizsgalati
1do alatt 50% normal szérummal tortént inkubacid soran az apoptotikus sejtek
aranya alacsony maradt (1-3%). Folyamatos, de nem szignifikans ndvekedés
volt észlelhetd az apoptotikus sejtek szamaban 50%-s Crohnos szérummal
tortént inkubacio soran. Colitis ulcerosas szérum mellett az apoptotikus index
nem mutatott jelentds kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva. Mind a normal,
mind a Crohnos szérummal kezelt HUVEC-ben enyhén emelkedett a nekrotikus
sejtek szama alatt, de a nekrotikus index nem valtozott szignifikdnsan. A
falloidin-FITC-el megjelenitett aktin filamentumok azonos intenzitassal
festddtek, jelezve a sejtek szerkezeti stabilitasat, fliggetlentil az inkubal6 oldattol
vagy az inkubaci6 idejétdl.

A colitis ulcerosas és Crohnos szerum hatasa a HUVEC kultura alakjara és
szerkezetére

A gyulladdsos bélbetegek szérumanak hatasit a HUVEC  sejtkultarak
szerkezetére ¢és alakjara 20-30% konfluencia szint mellett vizsgéltuk. Az eNOS
immunfluorescens sejtek részben szigetekben helyezkedtek el, poligonalis
alakzatot véve fel egymashoz kapcsolodva. A sejtek tobbségén megnyult,
allabszeri nytlvanyok lathatok. Otven szazalékos normal és 50%-s colitis

ulcerosas szérum jelenlétében a sejtek formdja és eloszlasa nem valtozott
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szembetlinden a 48 oOras vizsgalati periodus alatt. Ezzel szemben az azonos
kétdimenzios retikularis halozatot alkottak. A sejtkultirdban megjelend
szerkezeti valtozasok, a szoveti vaszkularizacios jelenségek korai elvaltozasaira

emlékeztettek

Megallapitasok

1. Colitis ulcerosdban intenziv iNOS immunreaktivitds ¢észlelhetd a
hamsejtekben ¢és a nyalkahartya gyulladdsos sejtjeiben hisztokémiai,
immunhisztokémiai ¢és i1mmunblott vizsgdlatokkal. Az eNOS szint az
endotheliumban nem kiilonbozik a kontrolltél. Az iNOS-IR sejtek fOleg

neutrofilek.

2. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb a
nyalkahartya leukocita tipusu sejtjeiben, illetve az endothelben. Alacsony iNOS
immunreaktivitasu CD68-IR sejtek jelentdés szamban fordultak elé Crohnos

vastagbél nyalkahartyaban.

3. A csokkent NADPH-diaforaz aktivitas €s az alacsony eNOS immunreaktivitas
Crohnos mintdk endothelialis sejtjeiben, egyidejii jelentds kapillaris szdm
novekedéssel, a mikrovaszkularis rendszer valtozasainak jelentdségét timogatja.
A csokkent eNOS immunraktivitast mutatd endothel sejtek €s a jelentés CD31-
IR kapillarisok 4ltal jelzett neovaszkularizdcio a szoveti ,,remodelling”
részjelensége. Kronikus gyulladasban a szerzett endothelialis miikodési zavar az
eNOS szintézis gatlasaval és kovetkezményes koros angiogenezissel jarhat.

4. A szOvettani elvaltozasok nem mutattak korrelaciot a klinikai és endoszkopos
aktivitdsi indexekkel, tehat nem tekinthetok a gyulladds aktualis allapotat

pontosan jelz6 adatnak.
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5. Az eredmények azt sugalljak, hogy az iINOS expresszio €s valoszinilileg az
eNOS aktivitds szabalyozéasa kiilonbozd colitis ulcerosdban ¢és Crohn
betegségben. Ezért a NO kiilonbozd szerepet jatszhat az IBD kivaltdsaban és

szabalyozasaban.

6. A NOS izoformak megjelenésében ¢és szoveti eloszlasdban észlelt
kiilonbségek segithetnek a colitis ulcerosa és a Crohn betegség szoveti

elkilonitésében.

7. Sikerrel alkalmazhat6é a NADPH-diaforaz hisztokémia az iINOS és eNOS
szoveti lokalizaciojanak kimutatasara. A NADPH-diaforaz és az iNOS reakciok
megjelenésének ¢€s intenzitasanak azonos volta a NADPH-diaforaz festést egy
egyszerli, olcsd és konnyen kivitelezhetd modszerré teszi az IBD két {6

tipusdnak elkiilonitéseében.

8. A colitis ulcerosas szérum jelentés iINOS és eNOS expressziot indukal
HUVEC-n, ezzel szemben Crohnos szérum az iNOS expresszid atmeneti
emelkedését és parhuzamosan az eNOS hatarozott csokkenését idézi eld. Az
apoptotikus és nekrotikus sejtek szama jelentdsen nem valtozik, a citoszkeleton

megOrzi strukturdlis integritasat.

9. Az IBD-s szérumok olyan citokin és gyulladasos adhézios molekulakat
tartalmazo6 anyagnak tekinthetk melyek az endothelium funkciondlis valtozasait
¢s az antigén stitusz megvaltozasat eredményezhetik. Az iNOS fokozott
expresszidja IBD-s betegek széruménak hatdsira a HUVEC adaptiv vélaszat
jelenti. A Crohnos szérum csokkenti az eNOS szintjét az endotheliumban, és
fokozza a leukocita adhézidés molekulak, pl. az E-szelektin expressziojat, mely
befolyasolja a betegség patomechanizmusat, valtozasokat okozva a gyulladt

szOovet érrendszerében. A colitis ulcerosas és Crohnos szérum hatasanak
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vizsgalata HUVEC eNOS expresszidjara ravilagit a két betegség kiilonbozo

crer

10. A Crohnos szérum hatdsara a HUVEC-n vaszkularis formacidkra
emlékeztetd alakzatok jonnek létre melyek a sz€érum angiogenetikus aktivitasa

mellett sz6lnak. Hasonlo elvaltozasokat colitis ulcerosas szérum nem okozott.

11. A HUVEC-en végzett vizsgalati eredmények egybevagnak a vastagbél
biopszia immunhisztokémiai eredményeivel, €és olyan citokin komplexum
jelenlétére utalnak az IBD-s betegek vérében, mely az eNOS/iNOS arany
megvaltoztatasdhoz jarul hozza endothelidlis sejteken. Az eNOS egyidejii
csokkenése és az iINOS emelkedésével, valamint a sejt proliferacids aktivitas
fokozodasaval, csokkenthetik az endothelidlis sejtek anti-inflammatorikus

kapacitéasat.
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