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Preambulum

A mikrocirkulacid épsége alapvetd fontossdgli a tdpcsatorna teriiletén,
kiilondsen azokban a korképekben, ahol krénikus gyulladdsos folyamatokkal
kell megbirk6znunk. Ebben a vonatkozdsban a gyulladasos bélbetegségek az
egyik legfontosabb entitas, hiszen eldforduldsi gyakorisdga folyamatosan
emelkedik, masrészt komplex pathomechanismusa folytdn szamos olyan
tertiletet taldlhatunk, ahol akad felderiteni vald. Klinikdnk munkacsoportja 20
éve foglalkozik az ér-endothel kisérletes, laboratoriumi vizsgalatdval, korabban
HUVEC tenyészetben tanulmanyoztuk a vérlemezkék ¢és az endothel
interakcidit, majd kiterjedt vizsgalatok folytak a mikrocirkulacidé épségét
biztositd, egyik legérdekesebb ¢és legfontosabb szabalyozdé mechanismus, az
EDRF-NO rendszerrel kapcsolatban. Az NO-szintetaznak két alapveté formaja
fedezheto fol a bélfal szoveteiben is, nevezetesen az endothelialis, konstitutiv e-
NOS ¢és az indukalt, gyulladdsos milieuben megjelend un. indukalthato 1-NOS.
Az értekezés els6 része ezeket a vizsgdlatokat demonstralja, amelyek részben
2005-ben, 2006-ban jelentek meg angolul, részben a legfrissebb vizsgalatok
eredményei kozelmultban alltak 6ssze egy nagyobb ivii kozleménnyé, ami 2011 -
ben latott napvilagot. A kapillarisok, a mikrocirkulacio épségét szamos tényezo,
példaul a szabadda valo agressziv haemoglobin, szabad gyokok, vagy a fertdzést
kiserd bakteriaemia veszé€lyeztetheti, az endothel épséget védd intraluminalis
tényezOk kozott olyan kiemelkedd jelentOségliek vannak, mint a haptoglobin,
masrészt a bakteridlis invazioval szembeni ellenalld képességet befolyasolo
manndz kotd lektin. Ezeket a komponenseket tobb, igen jelentds létszamu
beteganyagon vizsgaltuk — részben Crohn betegségben, részben kronikus
majbetegségekben, részben coelidkidban is. Az igen érdekes megallapitasok
2007 ¢és 2011 kozott keriiltek kozlésre, szintén dontéen angol nyelven. A
makrocirkulacié egyik legizgalmasabb problémdja a gastrointestinélis vérzések
kérdéskore. Klinikankon 1996 6ta miikodik a mara mar orszagosan elfogadott és
elismert vérzObeteg szubintenziv részleg. A disszertdci6 harmadik részében
ennek a 15 éves tevékenységnek szamos érdekes tapasztalatit szeretném
Osszefoglalni. Ezidd alatt 2015 alkalommal 1794 beteget kezeltiink (1059 férfi
¢s 735 nd). Ez a kovetett ¢s feldolgozott beteganyag nemcsak orszdgosan, de
nemzetkozi mértékkel mérve is impondld. Az életkorok, a tarsbetegségek,
megeldz6 gyogyszerek, vérzéstipusok, relapsusok, kezelési modok, transzfizids
1gények, mortalitasi adatok etc. feldolgozasa igen érdekes tanulsagokat rejt. Az
idevonatkoz6 kozlések részben magyarul jelentek meg, részben angol nyelvii
kongresszusi kiadvanyokban szerepelnek, tobb izgalmas esetrdl szdmoltunk be
angol kozleményekben, valamint 2012-ben publikdlt angol nyelvil
tanulmanyunk, Récz professzorral (Gydr) kozdsen, egy kiterjedt, orszagos
felmérés tanulsagait dolgozza fel.
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Bevezetés

Az ¢ér-endothel az emberi szervezet miikodésének biztositdsdban ¢és
homeostasisanak fenntartasdban az egyik legfontosabb tényezd. A
mikrocirkulacid6  épsége  meghatarozd  jelentéségli  minden  szerviink
miikodésében, a sejtek taplalasaban, a tapanyagok szallitdsaban, a kiilonféle
anyagcseretermékek elszallitasaban, a sejtes és humoralis immunvédekezés
eldsegitésében, a vér folyékonysdganak biztositdsaban, az érsériilések utani
rekonstrukcidban, a szoveti regeneracio, vagy €éppen a tumorprogresszid soran
1étrej6vo érajdonképzdédésben ete. A keringés rendszerét mérete alapjan célszerii
két fontos formara szétosztanunk, igy kiilon beszélhetiink a mikrocirkuléciorol,
valamint a makrocirkulaciorol. A tapcsatorna vonatkozasaban a mikrocirkulacid
mikodése kiilonosen olyan kronikus gyulladdsos korképekben dontd
jelentdségli, mint példdul a Crohn betegség és a colitis ulcerosa. A
makrocirkulacié egyik legfontosabb karosodasa, sériilése a tapcsatornai vérzések
soran ¢szlelhetd, egy masik jelentds terlilet a zsigeri keringés zavarainak
témakore, mesenteridlis ischaemia, portalis thrombosis, vagy a Budd-Chiari
syndroma esetén. Mindkét betegségcesoportnak oriasi klinikai jelentdsége van,
amire valamivel késobb tériink ki.

1. dbra Az ér-endothel szerepének sokrétiisége a tapcsatornaban

Gyulladasos korképek Tépcsatornai
EDRF —NO (IBD, pancreatitis etc.) vérzések
Cytokinek Tumoros angiogenesis Mesenterialis
IEglies Sepsis, infekciok, keringés zavarai
AL RS microthrombosis, Portali
VEGF, novekedési . - . OHEELE

szoveti hypoxia hypertensio

faktorok, PAI etc. /

N S

Keringés folyamatossaganak biztositasa
Folyékonysag vs thrombosis
Eratméro és aramlasi sebesség szabalyozasa

Tapanyag és salakanyag szillitas

Kornyezeti homeostasis fenntartasa
Gyulladasos és immunaktiv sejtek emigracioja,
Folyadék, elektrolitok ateresztése

MICRO-
VASCULATURA
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. Kisérletes vizsgalatok

Az ér-endothel miikodési zavarai gyulladasos bélbetegségekben

A gyulladéasos bélbetegségek korébe sorolt Crohn betegség €s colitis

ulcerosa az elmult évtizedekben egyre nagyobb klinikai jelentdségre tettek szert,
mert szamuk, fOleg az un. fejlettebb vildgrészeken folyamatos emelkedést
mutat. Bar a diagnozishoz vezetd tiinetek a bélhuzammal kapcsolatosak,
mindkét korkép gyakorlatilag a szervezet egészét érintheti. Az elmult 3-4
évtized intenziv kutatasai ellenére a pontos etioldgia €s a teljes pathogenetikai
rendszer tovdbbra sem ismert, mégis az elmult 10 évben jelentds eldrelépés
tortént ezen a téren mely alapvetden valtoztatta meg e korképekrdl alkotott
elképzeléseinket, alapul szolgalt az tgynevezett biologiai kezelés kiilonbozd
formdinak bevezetésére €s eldrevetiti a tovabbi kutatdsi utakat és eldrelépési
lehet8ségeket. Uj eredmények sziilettek az intestinalis epithel miikddésérol,
permeabilitasdrél, a bél baktérium mikroflora és a nydlkahartya
immunrendszerének kolecsonhatasairdl, az oralis immuntolerancia természetérol.
Az epidemioldgiai vizsgéalatok egész sora segitette a kdrnyezeti tényezok és a
Crohn betegseég, valamint a colitis ulcerosa kapcsolatanak jobb megismerését.
Az experimentalis, genetikailag manipulalt allatmodelleken, ,,in vitro”
sejtkultardkon végzett vizsgalatok alapvetd adatokat szolgaltattak a bélgyulladas
természetére vonatkozoan. A kiterjedt gyulladasos infiltratum €s a szoveti
elvaltozasok hatterében zajlo komplex immunologiai folyamatoknak részese az
EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-nitrogen oxide) rendszer mely, a
szervezet egyik altalanos és alapvetd medidtor és effektor anyagat a NO-t
termeli L-argininbol. A nitrogén oxid a szervezet egyik legkisebb bioldgiailag
aktiv molekuldja, mint ubiquiter szabadgyok, mennyiségétdl, keletkezési
helyétdl és idejétdl valamint a kornyezetében zajlo reakcioktdl és a pH-tol
fliggben pozitiv vagy negativ szerepet jatszik a gyulladasos folyamatok
keletkezésében ¢és fenntartdsdban. Hatékony vasodilatator, gatolja a
tényezoje, mint mediator és effektor molekula.
A nitrogén oxid szerepe a gyulladidsos bélbetegségekben, a bélnyalkahartya
szintjén zajlo gyulladdsban nem tisztazott. Az epithelium, a nyalkahartyat
infiltralé gyulladasos sejtek, valamint a bélfal microkeringésének endothelje
altal termelt NO kiilonb6z6 nitrogén oxid szintetaz izoformak miikodésének az
eredménye, melyek indukcidja, aktivitasa a gyulladas kiilonb6zd fazisaiban
eltér6, a képz6dd nitrogén oxid pedig bizonyos koriilmények kozott
proinflammatorikus, maskor pedig antiinflammatorikus hatast fejt ki és
valoszintileg eltéré modon érvényesiil a Crohn betegségben, illetve a colitis
ulcerosa-ban.

A nitrogén monoxid szintetdz (NOS) harom kiilonb6z6 formdja ismert.
Az 1. tipusi NOS, vagy neuronalis NOS (nNOS), egy cytoplasmaban 1évo
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szolubilis enzim, mely elsdsorban az agyban van jelen, de megtalalhato a
gerincveldben, a periférids idegekben, vazizomzatban, vesében €s pancreasban
is. Konstitutivan expresszalodik az intracellularis Ca™ minimélis emelkedésének
hatdsara az idegsejtekben és idegvégzddésekben. A hatdsara keletkez6 NO
tobbek kozott a tanuldsi €s memoria funkciokban, a fajdalom ingerek
kialakuldsaban és a gastrointestinalis motilitas befolyasoldsaban vesz részt.

A 1I. tipust NOS, vagy indukalhat6 NOS (iNOS), szintén szolubilis
enzim ¢s neutrophil granulocytadkban, monocytakban, macrophagokban, T-
lymphocytakban, endothel, epithelialis valamint egyéb sejttipusokban fordul
el6. Transzkripcios szinten szabalyozhato, bakterialis lipopolysaccharidok és
gyulladdsos cytokinek indukaljdk. Nagy mennyiségben keletkezik az
intracellularis pathogének és a tumor sejtek elleni védekezésben. Termelddése
fliggetlen az intracellularis Ca ™ 4tmeneti véltozasaitol.

A TII tipusid NOS vagy endothelialis NOS (eNOS), Ca™- calmodulin
fliggd ¢és a vascularis ténus valamint az endothelium homeostazisanak
fenntartdsadban  jatszik  jelentds  szerepet.  Konstitutivnak  tekinthetd,
kismennyiségben termel NO-t, mely aktivalja a solubilis guanilat-ciklaz enzimet
¢s ezzel a masodlagos hirvivd cGMP szintézisét eldsegitve, a fiziologias
simaizom tonus fenntartasat biztositja.

A Kisérletes laboratoriumi munkak célkitiizései

Munkank sordn a nitrogén oxid szintetdz izoformak expresszidjanak mindségi €s
mennyiségi vizsgalatat kivantuk elvégezni Crohn-os és colitis ulcerosas betegek
bélnyalkahartyajabol vett mintakban, valamint a bélgyulladas kiilonbozo
fazisaiban 1évé Dbetegek szérumaval kiegészitett tapfolyadékkal kezelt,
tenyésztett human ko6ldokzsinér véna endothelialis sejtekben (HUVEC). A
tovabbiakban tanulményozni kivantuk az 1jabb, un. bioldgiai kezeléshez
alkalmazott infliximab hatésat is részben a tenyésztett sejteken, részben az
infilximabbal kezelt betegek szérumainak felhasznéalasaval. Célunk az NO
szerepének megvilagitdsa, a kiilonbségek regisztralasa a gyulladdsos
bélbetegségek kiilonboz6 formaiban, és ezeknek a felismeréseknek esetleg
gyakorlati, differencidldiagnosztikai szempontbol vald értékelése, tovabba az
ujabb kezelési mod endothel szintii hatasainak kideritése volt.
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Anyagok és modszerek

Betegek kivalasztasa, kezelése

A vizsgalatban résztvevd IBD-s betegek tartosan fenndlld colitis ulcerosdban
(CU) vagy Crohn-betegségben szenvedtek, a colonoscopias mintavétel elétti
négy hétben nem kaptak szisztémas vagy lokalis kortikoszteroid kezelést, illetve
az alkalmazott gydgyszerek dozisdit nem valtoztattuk. A CU betegeknek
proctosigmoiditise vagy bal oldali colitise volt. A Crohn-betegekben a gyulladas
a vastagbélre lokalizalodott, nem-stenotizald6 és nem-penetrald gyulladéasos
formakat vizsgaltunk, melyet a bécsi Crohn-betegség osztilyozas (Vienna
classification, 1998) alapjan hataroztunk meg. A Crohn-betegeknek magas C-
reaktiv fehérje szintjilk (CRP>10 mg/l) volt, talyog és fertdzés jele nélkil. A
betegek sennoside B-t (X-PREP, Mundipharma) kaptak a colonoscopia elétt 16
oraval.

Biopszia mintavétel

A vastagbél biopszia mintakat IBD-S betegekbdl a gyulladt és makroszkoposan a
gyulladas altal megkimélt sigma és jobb oldali colon teriiletekrdl vettiik. A
kontroll mintdkat colorectalis carcinoma sziirésen résztvevl, egészséges
egyének colonoscopias vizsgalatakor vettiik. Az utdbbi mintavételbdl szarmazo
biopszidkat csak akkor hasznaltuk vizsgalatainkban, ha a patoldgiai-szovettani
elemzés soran a nyalkahartya nem mutatott gyulladasos tiineteket. Mindegyik, a
vizsgalatban részt vevd egyén nyilatkozatban fejezte ki hozzdjarulasat a
kisérletekben valo részvételhez.

Verszerumok gyiijtése

A kisérletben résztvevd betegektdl 5-5 ml vert vettiink  citratos
vakuumcsovekbe, majd 2000 rpm fordulattal 10 percig centrifugaltuk. A
szérumokat (feliiliszo) elkiilonitettiik és felhasznaldsig fagyasztoban (—80C°)
taroltuk.
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Szovettani vizsgalatok

Biopsziak elokészitése

A 4%-o0s paraformaldehidben (PFA) vagy acetonban rogzitett fagyasztott
biopszidkbol 10 pm vastag metszeteket készitettiink. A PFA-ben rogzitett
mintdk egy részét paraffinba dgyaztuk, a metszeteket pedig a maximalis nyomas
kialakuldsatol szamitva 3 percig foztiik kuktdban antigén feltaras céljabol 0.1 M
Na-citrat pufferben.

INOS immunhisztokemia

INOS kimutatdsara anti-iINOS poliklonalis nyulban termeltetett antitestet (OXIS,
Portland, Oregon USA; Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk
1:1000 higitasban PFA-ben fixalt paraffinos vagy fagyasztott metszeteken. A
metszeteket 4% normdl kecske szérummal valé 1 6ras blokkolds utan egy
¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk az iNOS antitesttel. Az immunreakcid eléhivasara
Universal avidin-biotin-peroxidaz kit-et (Vector Laboratories, Peterborough,
Egyesiilt Kirdlysag) hasznaltunk, melyhez a festék 3,3’-diaminobenzidin (DAB)
volt. A DAB reakciot 0.005% H,0O, jelenlétében, a jelet esetenként 1%
Ni(NH,4),SO, hozzaadasaval erdsitve, 0.05 M Tris-HCI (pH 7.6) inkubacids
pufferben végeztiik. Az eljardsban minden antitestet 0.1% marha szérum
albumint (BSA), 0.1% Na-azidot és 0.1% Triton-X 100-at tartalmazo fiziologias
NaCl-t (0,15 N) tartalmazoé 0.1 M foszfat pufferben (PBS)-ben higitottuk.
Minden inkubaciés 1épést kovetden a metszeteket 4 x 10 percig mostuk.
Kontroll kisérletekben a primer antitestet kihagytuk az inkubalds soran. Az
antitest specificitdsanak ellenérzésére a primer antitestet, a reakcional
alkalmazott higitasban, eldinkubaltuk 250 pg/ml iNOS blokkolopeptiddel (az
INOS szekvencia 1131-1144 aminosavszekvenciajanak alapjan késziilt
szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németorszdg). A kontroll
kisérletekben nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

eNOS immunhisztokéemia

Az acetonban szaritott fagyasztott metszeteket inkubaltuk eNOS antitesttel
(nyul, 1:100, Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) egy ¢€jszakan at 4 °C-on,
hasonl6 moédon, mint azt az iNOS immunreakcional tettiik. Kovetkezo 1épésként
biotinnal jelolt masodik antitesttel inkubaltunk (1:200, Vector Laboratories,
Peterborough, Egyesiilt Kiralysag), a reakciot, pedig avidinhez kotott FITC-tal
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(1:200, Boehringer Mannheim, Németorszag) tettiik lathatova. Mindkeét
inkubdcids 1épés 2-2 oraig tartott. A mintdkat haromszor mostuk a Iépések
kozott és végiil a metszetet glicerin-PBS 1:1 tartalmt oldattal fedtik le. Az
eNOS antitest specificitasat az antitest megfelelden kihigitott oldatanak és 250
ng/ml eNOS blokkoldpeptidnek (az eNOS szekvencia 599-613 alapjan készitett
szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) eldinkubalasa utan
végzett immunreakcidoval ellendriztik. A  kontroll kisérletekben nem
tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

NADPH-diaforaz hisztokémia

A NADPH-diaforaz reakciot (NADPH-d), a NOS izoformak gyors hisztokémiai
kimutatasara hasznaljdk A PFA-ben rogzitett fagyasztott metszeteket 1 oraig
sOtétben inkubdltuk szobahdémérsékleten az 1 mM [B-NADPH-t, 0.2 mM
nitrokék-tetrazéliumot és 0.3% Triton-X-100-at tartalmazo Tris-HCI pufferben
(0.1 M, pH 8.1). (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A metszeteket,
alapos PBS-sel valo mosast kovetden, eozinnal festettilk és glicerin-PBS 1:1
tartalmu oldattal fedtiik le. Kontroll reakciokban a B-NADPH-t kihagytuk az
inkubacios oldatbol, vagy helyettesitettik [B-NADH-val. A kontroll
kiseérletekben specifikus festodést nem tapasztaltunk. A reakcio elegyben 1 mM
difenilén-jodonium-ot, a NADPH/NADH-oxidaz enzim gatloszerét alkalmazva,
az eredeti reakcidhoz képest valtozast nem tapasztaltunk az aldehid-rezisztens
NADPH-d reaktivitasban, mely alapjan a NADPH-d reakciot jo kozelitéssel a
NOS-nak feleltethetjiik meg.

Kettos jelolés iNOS tartalmu sejtek azonositasa

A szdvetek iINOS immunreaktiv (iNOS-IR) sejtjeinek azonositasara az iNOS-ra
el6hivott paraffin metszeteket egér anti-CD68 (makrofag azonositds) €s anti-
CD15 (neutrofil granulocita azonositas) antitestekkel inkubaltuk. Mésodik
Iépésben, a gyulladasos sejtek megjelenitésere DAKO LSAB2 kit-et
hasznaltunk, ahol sztreptavidinhez kotott alkalikus-foszfataz volt a jel6l6 anyag
¢és ,,Uj Fukszin” volt a festék. Az INOS immunreakcid lilas-fekete szine
[Ni(NH4)2(SO4),-al felerdsitett DAB reakcio] és a sejt azonositasra hasznalt
immunreakcid rézsaszines piros szine (fukszin) a metszeteken jol elkiilonithetd
volt. A PFA-del rogzitett biopsziakbdl fagyasztott sorozatmetszetek késziiltek
annak eldontésére, hogy a NADPH-d hisztokémiai és iNOS immunhisztokémiai
reakciok milyen mértékben feleltethetOk meg egymasnak.
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Az ér-endothe/ kimutatasa

A biopszidkban 1év6 erek kimutatasara monoklonalis anti-PECAM-1 (CD31)
antitestet hasznaltunk. Az antigén-feltaras céljabol f6zott paraffin metszeteket a
primer antitesttel inkubaltuk (1:100 higitasban) 1 o6ran at 4 °C-on, majd anti-egér
I9G-hez kotott alkalikus foszfatazzal (1:100 higitasban) 1 6ran at szobahdn
reagaltattuk. Az immunreakciot az iNOS kimutatdsara haszndlt modszerhez
hasonléan végeztiik. A szinreakciot ,,Uj Fukszin” festékkel, a hattér magfestést
metil-zolddel jelenitettiik meg.

Az immunreakciok mennyiségi értékelése

A metszeteket Olympus Provis AX/70A mikroszkoppal vizsgaltuk, és Olympus
Camedia C4040 digitalis kameraval fényképeztik. A mintdk mennyiségi
kiértékelése szamitogépes képelemz6é Olympus analysis 2.11 szoftver
segitségeével (Olympus, Tokio, Japan) tortént. Az iNOS-IR sejtek szadmat
atlagfeliiletre vonatkoztattuk (sejtszam/mm?). A mintaclemzéskor, eltekintve
ne¢hany optikailag nem tokéletes képtdl, a szoftver paramétereit egyféle
bedllitassal hasznaltuk. A paramétereket ugy Aallitottuk be, hogy a
szovetsériilések ne befolyasoljak a tényleges eredményt.

INOS immunblott

Ot-hat darab endoscoposan gyulladt CU és Crohn-beteg, valamint kontroll
vastagbélbdl vett biopszidkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
dorzscsészében nitrogén alatt porrd Oroltik €és a mintdkat — 70 °C-0s
fagyasztoban taroltuk felhasznalasig. A mintakat RIPA lizis puffer-ben (0.01 M
NaH,PO,, 1% Nonident P-40, 1% Na-deoxycholate, 0.1% Na-dodecil szulfat
(SDS), 0.15 M NaCl, 2 mM EDTA, 100 U/ul protedz inhibitor keveréket
(Sigma-Aldrich) hasznalva homogenizaltuk. Az 0Osszfehérje tartalmat BCA
modszerrel hataroztuk meg, kontrollként BSA-t hasznédlva. ELISA leolvasdban
540 nm-en. A kapott értékeket GraphPad Prism szoftverrel, lineéris regresszios
fliggvény alkalmazasaval hataroztuk meg mg/ml-ben. A teljes homogenizatum
100 pl-éhez 80 ul mintapuffert (100 mM Tris pH 6.8, 0.2% bromfenol kék, 20%
glycerin) és 20 pl B-merkaptoetanolt adtunk és az oldatot 5 percig foztiik 100
°C-on. Mindenik mintadbol 20 ul fehérje-oldatot (1 mg/ml) vittiink fel 10% SDS-
poliakrilamid gélre, ¢és a fehérjéket -elektroforetikusan szétvalasztottuk 120V
fesziiltség mellett 1 oran keresztiil. A fehérjeket a gélrdl nitrocelluloz
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membranra (Pharmacia, Bécs, Ausztria) blottoltuk (100 V-on 90 perc) transzfer
pufferben (192 mM glycine, 25 mM Tris-base, 20% methanol) folyamatos
kevertetése és hiutése mellett. A membrant kétszer mostuk 0,1% Twen 20-at
(PBS-Twen) tartalmaz6 0.1 M PBS-ben (pH 7.6), majd 1 6ran at blokkoltuk 5%
zsirszegény turista tejport tartalmazo PBS-Tween oldatban. Ezt kdvetden, 3 x 5
perc PBS-Tween-es mosas utan, a membrant 1:500-ra higitott anti-INOS
antitesttel (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag), inkubaltuk 2 6ran at PBS-
Tween-ben, amely 0.1% nem zsirszegény tejport is tartalmazott. Ujabb 3 x 5
perces PBS-Tween-nel valé mosas utdn, a membrant 30 percig inkubaltuk a
masodlagos antitesttel (1:5000-re higitott anti-nyul IgG-hez kotott torma-
peroxidaz (Vector, Bulingam, CA, USA) PBS-Tween-ben. A membran ismételt
3 x 5 perces PBS-Tween-ben, majd egyszer PBS-ben torténd mosasa utan, a
blottokon kifejlddé immunreakciokat kemilumineszcens reagenst tartalmazo kit
(Pierce, Rockford, Illinois, USA) segitségével hivtuk el rontgen filmen.
Mennyiségi analizis céljabol, azonos betegségbdl szarmazd, harom kiilonbozd
homogenizatumbol késziilt immunreaktiv sav intenzitdsainak atlagat szamitottuk
a savok denzitometrias analizise alapjan (Molekuléris Analizis Szoftver térfogat
elemzésre, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A denzitometrids analizishez
kontrollként BSA-t vagy miozin-foszfataz regulator alegység kiilonb6zo
koncentracioi alapjan késziilt kalibracids gorbét hasznaltunk.

Endothel-sejteken végzett vizsgdlatok

HUVEC preparadlas és tenyésztés

A frissen izolalt koldokzsinorokat a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrumdnak Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajarol
szereztiik be. A koldokzsinorokat steril edényben 1€v6 sejttenyésztd folyadékban
(50% normal human szérum, 2% HEPES, 1% L-glutamin, 1% amfotericin, 1%
penicillin, 45% sterilre szirt M199-oldat, Sigma-Aldrich) szallitottuk a
sejttenyésztd laboratériumba. A koldokzsinor mindkét végét elkotottik €s a
koldokvéna mindkét végebe kaniilt helyeztiink. A vénat a kaniilok segitségevel
atmostuk steril PBS-sel, majd Hank egyensulyi so-oldattal (HBSS, Sigma-
Aldrich) és M199 folyadekkal. Ezutan a vénat feltoltottiik 1 mg/ml kollagenazt
tartalmazo M199 oldattal és CO, inkubatorba helyeztiik 12 percre 37 C°-on. A
véna endothel sejteket 2 x 20 ml M199-oldattal valé kimosés utan steril edénybe
vettiik le. A sejtszuszpenziot 1000 rpm fordulattal 15 percig centrifugéltuk, a
feliiliszot eldobtuk és a sejteket Ujra szuszpendaltuk tenyésztd folyadékban.
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A sejteket (2 x 10° sejt/ml koncentracioban) oltottuk Greiner miianyag
tenyésztdedénybe. Egy nappal a leoltds utan az edényeket mostuk 37°C-0S
HBSS-sel, majd ismét tenyésztdéfolyadékot adtunk a sejtekhez. Négy-6t nap
tenyésztés utdn, mikézben a sejtek intenziv nodvekedésnek indultak és a
tenyésztéedényt benotték, a sejteket HBSS-sel mostuk, majd 1 ml tripszin-
EDTA (tripszin:/EDTA = 1:25) oldattal leemésztettiikk az edény falardl. A
sejteket 1 ml tenyésztd oldatban felszuszpendaltuk és egy steril edényben
Osszeraztuk. A sejteket ezutdn ismét leoltottuk, ndvesztettiik és dsszegyljtottiik
a fentiekhez hasonloan. A sejteket kisérlet céljabol tenyésztdlapokra helyeztiik 2
X 10° sejt/ml koncentracioban és szaporitottuk. Amikor az egyrétegii
sejttenyészet 20-30%-0s vagy 70-80%-os fedettséget mutatott a sejteket 50%
normal, CU vagy Crohn-beteg szérumat tartalmazé tenyésztd oldatba helyeztiik
¢s kiilonbozo ideig (2, 4, 8, 12, 20, 24, 36, 48 6ra) inkubaltuk.

Immunblott

A tenyészt6 oldat eltavolitasa utan a sejteket jéghideg PBS-ben mostuk, majd
sejtkaparoval 50 ul RIPA lizis pufferben higitott, 100 U/ml proteaz inhibitor
mixet tartalmaz6 oldatban Osszegytijtottiik. A sejtek lizdlasat folyamatos
razassal gyorsitottuk. Ot pl lizdtumhoz 45 ul RIPA puffert adtunk, melybdl
feheérjét mértiink hasonléan a biopszia mintdkhoz. A fehérje oldatokat
lefagyasztottuk ¢és -80 C°-on tartottuk. A mintakbol immunoblottot a
biopszidkhoz hasonloan végeztilk. Minden mintabol 30 pg fehérjét tartalmazo
oldatot vittiink fel a gélre. Primer antitestként anti-eNOS (1: 5000, kat. szam:
482726, Merck-Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) és anti-iNOS (1:2000,
kat. szam: AB5384, Chemicon, Temecula, CA, USA) nyulban termeltetett
poliklondlis antitesteket hasznaltunk. A NOS reaktiv sdvokat mindenegyes
blotton a 2 o6rds normal szérummal kezelt mintdkra normalizaltuk
denzitometralds alapjan és ezen kontrollhoz képest az eltérést szazalékban
fejeztiik ki.

Immunfluoreszcencia vizsgalatok

A sejteket sterilre szlrt 10%-os zselatinnal bevont feddlemezeken
tenyésztettiik. Azon tenyészeteket, melyeket a sejtosztddas, eloszlas és sejthalal
(apoptdzis/nekrozis) kovetése ceéljabol vizsgaltunk 20-30%-os lefedettség
mellett rogzitettiik, mig a NOS izoformak kimutatasahoz 70-80%-ban fedett
tenyészeteket hasznaltunk. A kiilonb6z6 szérumokkal tortént kezelések utan a
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sejteket felszallo alkohol sorban (50, 70, 96%) rogzitettiik, majd rehidraltuk
PBS-sel. A NOS izoformdk kimutatisat a biopszia metszeteken végzett
immunhisztokémiai eljarashoz hasonléan végeztiik. Masodik antitestként 1:40
higitasban FITC-el kapcsolt anti-nyal IgG-t hasznaltunk 30 percig szobahon.

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

A sejteket a proliferaciés marker Ki-67 (klon szam: MIB-1, Dako, Dania)
ellen késziilt monoklonalis antitesttel reagaltattuk (1:100 higitasban) 2 o6raig
szobah6n. Masodik antitestnek FITC-cel konjugalt anti-egér IgG-t (1:40, Dako)
hasznaltunk.

A kezelések kovetkeztében valtoz6 HUVEC életképesség mértékét, az
apoptotikus/nekrotikus sejtek mennyiségét kimutaté annexin-V-biotin Kit-tel
(Boehringer-Mannheim, Németorszag, kat. szam: 1828690) végeztiik. A sejtek
rogzitése elott a tenyészté oldat propidium-jodid oldattal (1:50 annexin-V-biotin
torzsoldat higitva 0.01M HEPES pufferben, eltavolitasa és szobahdmérsékletii
PBS-el valo mosast kdvetden a sejteket annexin-V-biotin/pH 7.4, amely 0.14 M
NaCl-ot, 0.005 M CaCly-ot és 1 ug/ml propidium-jodidot tartalmazott) jeloltiik
15 percig. Ezutan HEPES-sel val6 alapos mosast kovetden a sejteket rogzitettiik
metanol-etanol (1:1) keverékében 1 percig, és 5 pg/ml avidin-fluoreszcein-nel
inkubaltuk szintén 15 percig. Mosas utan a feddlemezen IlévO sejteket
targylemezre csOppentett PBS-glicerin 1:1 oldatra fektettiik. A sejtosztodas
aktivitasdnak valamint az apoptdzis/nekrozis vizsgalatara jelolt sejteket a lefedés
eldtt 1% toluidin-kékkel festettiik, mely a sejtmagok festddésén keresztiil a teljes
sejtszam meghatarozasara adott lehetdséget. A sejtvaz alakjanak és épségének
vizsgalatat az aktin rostok 0.2 pg/ml falloidin-FITC-cel (Sigma-Aldrich) 1 o6ra
inkubalas utan torténd festésével veégeztiik.

A sejtekrdl késziilt digitalis felvételeken a fényer6t €s a kontrasztot
azonosan allitottuk be Jasc Paintshop Pro 7.0 szoftverrel. A fluoreszcens
felvételekkel azonos teriiletekrdl lathatd fénnyel i1s készitettiink felvételeket
(toluidin-kék festés) mennyiségi elemzés céljabol. Minden egyes adatpontban
legalabb 10° sejtet szamoltunk meg; az 0sztddd, apoptotikus és nekrotikus sejtek
szamat az Osszes sejtszamhoz viszonyitva szdzalékban adtuk meg.
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Sejttenyeszetek fenottipusos vizsgalata

Az in vitro tenyésztett HUVEC sejteket 0.025% tryspin/1 mM EDTA
(Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) segitségével felvettik majd kétszer mostuk
FACS pufferben (0.9% NaCl, 5 mM EDTA és 5% BSA) 3x10° sejtet
szuszpendaltunk 40 pl FACS pufferben és jégen 30 percig inkubaltuk dket a
fluorokrémmal jelzett ellenanyagokkal. A jelolést kdvetden a sejteket kétszer
mostuk FACS pufferben, majd a méréshez 400 upl FACS pufferbe
szuszpendaltuk Oket. A fenotipizadlashoz az alabbi ellenyanyagokat hasznaltuk:
anti-CD29-FITC, anti-CD31-FITC/PECAM-1, anti-CD105, anti-CD144/VE-
Cadherin, anti-VEGFR2/KDR-FITC (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
anti-CD45, anti-CD90, anti-CD106 (BD Biosciences, San Jose, CA), CD133-
APC (Miltenyi Biotech, University Park, PA) és a megfeleld fluorokrommal
jelolt izotipus kontrollokat. A méréseket FACSCalibur aramlasi citométerrel
végeztiikk (BD Biosciences, San Jose, CA). Az eredményeket CellQuest Pro v5.2
(BD Biosciences) segitségével értékeltiik ki. Minden mintaban 200.000 sejtet
mértiink és csak azokat az eredményeket tekintettiik elfogadhatonak, ahol a mért
eseményszam meghaladta a 100- at.

RNS izolalas

AZ RNS izolalasa elott a HUVEC sejttenyészeteket kétszer mostuk PBS-sel,
majd TRISOL reagensben vettiik fel 6ket, az RNS izolalasa a gyartd altal
megadott protokoll szerint tortént (Invitrogen/Gibco, London, UK) Az izolalt

RNS mennyiségét és mindségét spektrofotométer segitségével ellendriztiik
(Nanodrop, ND1000; Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE).

eNOS génexpresszio mérése RT-Q PCR segitségével

100 ng RNS-t irtunk at High Capacity cDNA archive Kit segitségével, a reakciod
1 oran at 42 °C-on, majd 5 perig 72 °C-on zajlott (Applied Biosystems, Foster
City, CA). ART Q-PCR reakciot ABI SDS 5700 miszeren végeztiik el (Applied
Biosystems, Foster City, CA) Mintanként 25 ul reakcidelegyet hasznaltunk az
alabbi reakcidban: 40 ciklusszdmon keresztiil 94°C, 12 mdasodpercig, majd 60
°C-n 1 percig. Minden PCR reakcio triplikdtumokban keriilt elvégzésre, a
kontroll reakcidoban nem hasznaltunk reverz transzkriptazt. Az eredmények
kiértékeléséhez a AC; moddszert alkalmaztuk, az eNOS MRNS expresszids
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szintjét a h36B4 haztartasi génhez normalizaltuk. Minden mérést a SDS 2.1
szoftver segitségével értékeltiink ki (Applied Biosystems, Foster City, CA).

A mérésekhez az eNOS/nos3 ABI-TagMan Gene Expression assay-t
hasznaltuk (Hs00167166_m1. Applied Biosystems, Foster City, CA)

Cytokinek merése

A betegek szérumaban 1évo TNF-o szintet OptEIA Human TNF Set (BD
Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, CA) segitségével hataroztuk meg. A
szekretalt angiogenezisben szerepet jatszo cytokineket CBA Cytokine Flex bead
—ekkel mértilk meg a sejttenyészetek feliiliszojabol, a gyartd altal ajanlott
protokollnak megfeleléen. (BD Biosciences, San Jose, California) A modszer
detektalasi hatarai az alabbiak voltak: 2.0 pg/ml a TNF-a, 4.5 pg/ml a VEGF,
4.6 pg/ml az angiogenin és 3.4 pg/ml a bFGF esectében.

Statisztika

A mennyiségi adatokat atlag + atlagtol meért kozepes eltérés értékekként
adtuk meg. Az eredmények szignifikanciajat paratlan Student t-teszttel, a
csoportok (gyulladt illetve nem gyulladt, CU illetve Crohn-beteg biopsziai és
szérum kezelések) kozotti kiillonbségek szignifikans voltat pedig variancia
analizissel (ANOVA) becsiiltik meg. A P ¢rtékeket az abrakon illetve az
abramagyarazatoknal tiintettiik fel. A kiilonbségeket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a p<0.01.

Eredmények

Aktiv  colitis ulcerosa gyulladt teriiletein jelentds mennyiségii,
hisztokémiailag NADPH-diaforaz reakciot add sejtet észleltink. A NADPH-
diafordz pozitiv sejtek foként a Lieberkiihn kriptdk mélyén és falai mentén
helyezkedtek el. Parhuzamos metszeteken iNOS ellenes antitestekkel végzett
vizsgalatok azt mutattak, hogy az iINOS immunreaktiv sejtek és a NADPH-
diaforaz pozitiv sejtek eloszlasa és morfologiai jellemz6i azonosak voltak. A
colitis ulcerosas mintdkkal ellentétben Crohnos mintdkban szembetlinden
kevesebb volt a NADPH-diaforaz pozitiv és az iNOS immunreaktiv sejtek
eléfordulésa.
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Kettds jelolésti immunhisztokémiai vizsgalatok soran gyulladt IBD nyélkahartya
INOS-IR gyulladasos sejtjeineck CD68 és CD15 felszini membran antigén
pozitivitaisa a macrophagokat (CD68-IR sejtek) valamint a neutrophil
granulocytakat azonositotta. Colitis ulcerosa nyalkahartyaban a CD15-IR sejtek
tulnyom¢ tobbsége iNOS-IR volt. Crohn betegségben a domindns gyulladasos
sejttipus a macrophag volt, ugyanakkor a CDG68-IR sejtek kisebb hanyada
mutatott INOS immunreaktivitést.

Szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat szignifikdnsan
tobb iINOS-IR sejtet mutatott colitis ulcerosas gyulladt nyalkahartyaban (UC;
64+4 sejt/mm?) mint a Crohn-os gyulladt teriileteken (CDi 442 sejt/mm?).
Szignifikans kiilonbséget talaltunk a colitis ulcerosas gyulladt és nem gyulladt
teriiletek iNOS immunreaktivitasa kozott is (UC, 1948 sejt/mm?).

A CD15-IR sejtek szama messze meghaladta a CD68 pozitiv sejtek
szamat aktiv colitis ulcerosaban, az eloszlasi aranyt tekintve 92% illetve 8%-t
talaltunk. A CD15-IR 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 iINOS
immunreaktivitast is (7£5% a teljes festddd sejtszamnak). A colitis ulcerosas
nem gyulladt terlileteken az i1NOS pozitiv sejtek ardnya szignifikdnsan
alacsonyabb volt, 9.6% a CD15-IR sejtek kozott és 11.8% a CD68-IR sejtek
kozott. Az 6sszes CDI15 ¢s CD68 festddést mutatod sejten beliil, csak az iNOS
pozitiv neutrophilek (CD15-IR sejtek) aranya mutatott szignifikans kiilonbséget
a gyulladt és nem gyulladt teriiletek ko6zott (UC, 8+3%, UC; 85+10%).

Aktiv Crohn-os gyulladasos teriileteken jellemz6bb 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 makroszkdposan ép terlileteken
(CDy) az iINOS immunreaktiv sejtek aranya a CDI15-IR sejtek kozott nem
valtozott jelentdsen (16.7%), mig a CD68-IR sejtek kdzott magasabb volt, mint
a gyulladt teriileteken (33.8%). A teljes sejtszamra (CD15-IR és CD68-IR)
vonatkoztatva, az iINOS-IR CD68-IR sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb
volt a gyulladt teriileteken (CD; 4+3%) mint a nem gyulladt részeken (CD,
23+8%).

A metszetek jelentds részén, ahol az iNOS-IR sejtek szdma alacsonyabb
volt, a gyulladt teriileteken az epithelium apicalis része er6s NADPH-diaforaz és
INOS festddést mutatott mindkét korképben. A kontroll vizsgalatokon NADPH-
diaforaz reaktiv vagy iNOS-IR epithelium nem volt kimutathato.
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Az IBD betegek colonoscopos biopszias mintainak homogenizatumabol

végzett immunblott vizsgilat egy 130 kD molekulatomegii iNOS-IR fehérje
sdvot 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 anyagidban nem jelentkezett
szignifikans intenzitasbeli kiilonbség az érintett €s €p teriiletek kozott, valamint
a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Az immunblott denzitometrids
szemikvantitativ vizsgalata bizonyitotta az iINOS szignifikdns mennyiségi
kiilonbségeit a colitis ulcerosas €s a Crohn-os biopszidk kozott.
Szintén jelentdsen kiilonbozott az érstrukturak NADPH-diaforaz festédése is a
colitis ulcerosas és Crohn-os mintadkban. Colitis ulcerosaban altalaban tag
érképleteket taldltunk, melyek endotheliuma intenziva NADPH-diaforaz
reaktivitast mutatott. Ezzel szemben Crohn betegekbdl szarmazd mintakon
relative sok, kis atmérdji ér volt kimutathatdo, melyek endotheliuma
gyakorlatilag nem mutatott NADPH-diaforaz pozitivitast. Az erek fala a lamina
propria teriiletén megvastagodott ¢és Iumeniik sziikebb volt. A kontroll
csoportbdl szarmazd mintdkban a kapillarisok NADPH-diaforaz reaktivitasa
mérsékelt volt. Hasonlo mintazatot talaltunk a nem gyulladt colitises és Crohnos
anyagban is.

Colitis ulcerosas metszetek lamina proprigjaban a kapillarisok és a kis
erek eNOS immunreaktivitasa Kifejezett volt, ezzel szemben a Crohn betegek
mintaiban eNOS-IR endothelium alig volt detektalhato. Ugyanakkor, a kriptak
koriili myoepithelialis sejtek eNOS immunreaktivitaisa minden vizsgalt
csoportban megfigyelhet volt.

A colon biopszias mintdk vasculéris statuszanak elemzésére a PECAM-1
(CD31) endothel markert hasznaltuk. A CD31 és az eNOS immunreaktivitas
kozotti mindségi kiilonbségeket megerdsitette a szamitogépes képanalizis
mennyiségi vizsgalat is. A colitis ulcerosas mintakban 1746 ér/mm?, Crohn-0s
mintdkban 48+12 ér/mm’ mig kontrollban 24+8 ér/mm?’ volt a CD31 pozitivitas
mértéke. Mig a kontroll és a colitis ulcerosas metszeteken az eNOS/CD31-IR
kapillarisok aranya 92.0% illetve 82.3% volt, addig a Crohn-0s anyagban ez az
arany szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult (8.3%).

A HUVEC lizatum Western-blott vizsgalata a human eNOS-nak
megfelelé molekulatdomegii 160 kDa IR csikot mutatott ki. Otven szdzalék
normal humén szérumot tartalmaz6é médiummal kezelt HUVEC sejtkultiraban
az eNOS mennyisége nem valtozott szignifikansan a 48 oras vizsgalati 1d6 alatt.
Az 50% colitis ulcerosas szérumot tartalmazo sejttenyésztd folyadékban az
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eNOS szint 8 6ra utan kezdett emelkedni és 12 oranal érte el a csticsértéket. A
tizenkettedik 6rdban az eNOS szint dupldja volt a masodik 6rdban mért normal
szinthez képest. Tizenkét oran tal 50% colitis ulcerosas szérumot tartalmazo
médiumban tortént inkubacid sordn az eNOS szintje csokkent és a kontroll
szintjét 48 oranal érte el. Otven szazaléknyi Crohn-os szérumot tartalmazé
sejttenyésztd folyadékban tortént inkubalds soran az eNOS nem valtozott
szdmottevéen 8 oraig, majd csokkenni kezdett 12 6ra utan, 20-24 6ra kdzott érve
el a legalacsonyabb szintet. Ezt kdvetden lassan nodvekedni kezdett és 48 oranal
a kontrollal k6zel megegyezd szintet detektaltunk.

Az eNOS immunfluoreszcens vizsgalata HUVEC-ben az enzimet foleg a
teriileteken 1s. A normdl humdn szérum nem befolyasolta az eNOS
immunreaktivitas intenzitasat €s eloszlasat. Colitis ulcerosas szérummal tortent
12 oras kezelest kovetéen az eNOS immunreaktiv teriilet kiszélesedése ¢€s az
immunfluoreszcens aktivitas élénkiilése volt észlelhetd. Crohn-os szérummal
tortént kezelés negyedik orajatol az eNOS immunreaktivitds a sejtek kdzponti
részére koncentralodott ¢és az immunfluoreszcens aktivitds csokkent. Nem
talaltunk kiilonbséget a normal, a colitis ulcerosas €s Crohn-os szérum kozott a
HUVEC eNOS immunfluoreszcens aktivitasaban 48 ora utan.

A HUVEC lizdtum Western blott vizsgalata enyhe iNOS-IR savot
mutatott 130 kDa-nal, amely megfelel a human iNOS molekulatomegének. Az
enyhe iINOS expresszio HUVEC tenyészetben 50%-nyi normal human szérumot
tartalmaz6 médiumban tortént 48 6rés inkubacid alatt nem mutatott szignifikans
valtozast. Otven széazalékos colitis ulcerosds szérummal tortént inkubalas soran
az iINOS 4 ora utan kezdett emelkedni, a legmagasabb értéket 8 6ranal érte el,
majd fokozatosan csokkent és 48 oOra utdn a normdl értékhez kozelitett. A
HUVEC 50% Crohn-os szérumot tartalmazé mediummal tortént inkubacidja
soran az iINOS szintje 2 6ra utan kezdett noni €és 8 6rdnal érte el a maximumat.
Fokozatosan csokkent 12 6ratol €s a 24-48 6ras iddszakban a kontrollal azonos
szintet mutatott. Otven sz4zalékos normal szérummal tortént inkubacié mellett a
HUVEC enyhe immunfluoreszcens aktivitdst mutatott. Az iNOS megjelenése
HUVEC-n IBD-s szérum jelenlétében 4-12 o6rds peridodusban volt a
legkifejezettebb. Mind a colitis ulcerosds, mind a Crohn-os szérum
szignifikdnsan fokozta az INOS immunfluoreszcenciat a 4-12 6ras periodusban.
A kezelést koveto elsé négy ora alatt, valamint a 12 6ra utani mintakban az
iNOS nem volt kimutathato a sejttenyészetben.
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A vizsgalatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a
a sejtosztodas valamelyik allapotdban volt, a sejtkultara 20-30%-0S
konfluencigja mellett. A 2-48 6ras periddusban nem észleltiink kiilonbséget a
Ki-67-IR/toluidin kék festddést mutatd sejtmagok aranyaban 50%-nyi normal és
50%-nyi colitis ulcerosas szérumot tartalmazé médiumban tortént kezelés
mellett. Ezzel szemben, 50%-s Crohn-os szérum hatdsara a proliferald sejtek
szignifikans emelkedését lehetett észlelni 20 6ra utan. A HUVEC magok 50-
65%-a Ki-67 immunfluoreszcenciat mutatott CD szérummal tortént 24-48 6ras
kezelés alatt. Hasonld mértékii véltozast észleltink 10* M L-NAME 50%-s
normal szérumot tartalmazé HUVEC tenyészethez torténd hozzaadasaval; a
proliferacios aktivitas szignifikdnsan emelkedett 24 6ratol kezdve.

Annexin-V-biotin modszerrel mutattuk ki a korai apoptotikus sejteket,
amelyek membranjan azonosithatd a fluoreszcens jel, mig a propidium-jodid a
sejtmag DNS-éhez kapcsolddo, ugynevezett nuklearis fluoreszcens jelet adva
mutatta a nekrotikus sejteket. Mindkét festés észlelhetd a késdi apoptotikus
sejteken, egyarant jelolve a sejtek membranjat és magjat. A 48 oras vizsgalati
id6 alatt 50% normal szérummal tortént inkubacid soran az apoptotikus sejtek
aranya alacsony maradt (1-3%). Folyamatos, de nem szignifikans névekedés
volt észlelhetd az apoptotikus sejtek szamaban 50%-S Crohn-os szérummal
tortént inkubacid soran. Colitis ulcerosas szérum mellett az apoptotikus index
nem mutatott jelentds kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva. Mind a normal,
mind a Crohn-os szérummal kezelt HUVEC tenyészetben enyhén emelkedett a
nekrotikus sejtek szama, de a nekrotikus index nem valtozott szignifikdnsan. A
falloidin-FITC-el megjelenitett aktin filamentumok azonos intenzitassal
festddtek, jelezve a sejtek szerkezeti stabilitasat, fliggetleniil az inkubal6 oldattol
vagy az inkubécid idejétol.

A gyulladasos bélbetegek szérumanak hatasait a HUVEC sejtkulturak
szerkezetére és alakjara 20-30% konfluencia szint mellett vizsgaltuk. Az eNOS
immunfluorescens sejtek részben szigetekben helyezkedtek el, poligonalis
alakzatot véve fel egymashoz kapcsolodva. A sejtek tobbségén megnyult,
allabszeri nytlvanyok lathatok. Otven szizalékos normal és 50%-s colitis
ulcerosas szérum jelenlétében a sejtek formaja és eloszlasa nem valtozott
szembetlinben a 48 oOras vizsgalati periodus alatt. Ezzel szemben az azonos
kétdimenzios retikularis halozatot alkottak. A sejtkultirdban megjelend
szerkezeti valtozasok, a szoveti vascularizacids jelenségek korai elvéltozasaira
emlékeztettek.
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Infliximab-al kezelt aktiv Crohn betegek szérumaval inkubalt HUVEC
tenyészetben az eNOS protein expresszio 100%-ig korrigalhato volt a korabbi,
aktiv Crohn betegbdl szdrmazd szérum okozta, 40-70%-0s szignifikans
csokkenéshez képest. Az infliximab (15 ng/mL) hozzaadisa hasonld eNOS
protein expresszié ndvekedést mutatott HUVEC tenyészetben in vitro 24 6ras
aktiv Crohn szérummal tortént eldkezelés utan. Az eNOS szintje két ora alatt
normalizalddott és 48 oran 4t stabil maradt.

Normal szérummal tortént inkubalast kovetden az infliximab kezelés (15ng/ml)
mar nem okozott szignifikans eNOS valtozast.

Erdekesek és perspektivikusnak tarthatok azok a vizsgalataink,

amelyekben az infliximab kezelés hatasat az eNOS expressziora a HUVEC
tenyészetben egyéni beteg szérumokkal vizsgaltuk, amit 5 mg/KG infliximab
infuzids kezelésre adott jo klinikai valasz (2 hét utan) mellett gyljtottiink. Az
ilyen szérumot tartalmazé mediumban torténd inkubacio esetén az eNOS szint
normalizalodasat lehetett regisztralni 24 o6ra utan. Ugyanakkor infliximab
kezelésre refrakter betegbdl nyert szérum nem modositotta az eNOS szintet!
Az eNOS mRNA RT Q-PCR-ral meghatarozott expresszioja HUVEC-n 50%-
nyi egészséges kontroll szérum mellett a 48 oras inkubacid alatt alacsony
maradt. 50%-nyi Crohn-os szérum nem befolyasolta az eNOS mRNA szintet 12
oran at, ezt kovetden azonban jelentdés eNOS mRNA szint novekedés
jelentkezett, 48 oranal érve el a csucsot, 11-szeres emelkedéssel a kontrollhoz
képest. Infliximabbal elékezelt Crohn-0s szérumot tartalmazo sejttenyésztod
médium kettds csticsi eNOS mRNA upregulatio-t eredményezett 2 és 24
oranal, ahol a mRNA expresszid szintje a kontroll szintjét igen jelentdsen, 12X
illetve 6-szorosan haladta meg. Crohn-os szérummal torténé 24 6ras inkubaciod
¢és ezt kovetéen 15 ng/ml infliximab hozzaadasa utain az eNOS mRNA szint
hasonld volt, mint Crohn-os szérummal torténd kezelés soran. Az infliximab
hozz4adasa tehat onmagaban nem befolyasolta az eNOS mMRNA expressziot.

A VEGFR2 megjelenése ismert modon fiigg az eNOS szintézistol.
HUVEC tenyészetben torténd expressziojat Western-blott technikaval
vizsgaltuk. Kontroll kozegben tartott HUVEC tenyészetben a VEGFR2
egyaltalan nem expresszalodott. 50%-nyi Crohn-os szérummal torténé kezelés
utan azonban azonnal megemelkedett a VEGFR2 expresszid, a legmagasabb
szint 6 €s 24 6randl volt észlelhetd. Infliximab-al kezelt Crohn beteg széruma
mellett a VEGFR2 szint szignifikansan alacsonyabb maradt, mint a nem kezelt
esetekben. Crohn szérummal tortént 24 oras elokezelés utdn 15 ng/ml infliximab
hozzdaddsa a rendszerhez a VEGFR2 expressziot minimdlis mértékben
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csOkkentette. A TNF-a (20 ng/ml) hozzdadasa gyors VEGFR2 emelkedést
valtott ki, mely megmaradt a 48 oOras vizsgalati periodusban. Ha ehhez a
rendszerhez infliximab-ot adtunk, 12 o6ras inkubacidét kovetden az alacsony
VEGFR?2 szint visszadllt.

A vastagbél nyéalkahartya microvascularis rendszerének eNOS
deficienciaja Crohn betegekben valosziniileg hozzajarul a proliferacié indukalta
neovascularizadciohoz. Az 50%-nyi egészséges szérumot tartalmazd médiummal
inkubalt HUVEC tenyészet feliiliszoja alig tartalmaz angiogén cytokint, 24
oras inkubaciot kovetéen csupan az angiogenin volt detektalhatd 3.56+0.04
ng/ml koncentracioban. Aktiv Crohn beteg szérumaval torténd kezelés utan az
angiogenin koncentracidé csokkent (2.9+0.035 ng/ml), egyidejiileg a VEGF és
bFGF nétt (204.5£12.9 és 166.7+£13.9 pg/ml). Infliximabbal kezelt beteg
szérumanak hatasara az angiogenin és a bFGF kocentracio a kontroll szintjén
maradt (angiogenin 3.34+0.1 ng/ml; bFGF a kimutatasi szint alatt), mig a VEGF
koncentracio (80.1+23.8 pg/ml) szignifikansan csokkent a kezelés eldtti szinthez
képest.

Il.  KLINIKAI VIZSGALATOK

A haptoglobin polymorphismus klinikai jelentdségének vizsgalata

A haptoglobin (Hp) molekula jelentds antioxidans tulajdonsagokkal
rendelkezd akut fazis fehérje, melynek f6 feladata, hogy intravascularisan a
vorosvértestekbdl kikeriild, a sejtek szamara toxikus szabad hemoglobint (Hb)
megkosse, és azt a keringésbdl eltavolitsa. A Hp ugyanakkor az extravascularis
szovetekben ¢&s testfolyadékokban is aktiv: direkt angiogenetikus, anti-
inflammatorikus és immunmodulans hatast. Atjut az érfalon és bizonyos
hatasokra kiilonb6zo szovetekben is expresszalodik. A Hp a neutrophil
granulocytakban is megtaldlhato, a gyulladas helyén lokalisan felszabadulva
képes a szovetkarosodas csokkentésére. A Hp receptorai a monocyta-
makrophag rendszer sejtjein expresszaloddo CD163 és a CD11b (CR3), mely a
granulocytédkon, természetes 6ldsejteken és a lymphocytak egy kis csoportjanak
felszinén talalhato. A Hp a CD4+ és CD8+ T lymphocytak tobbségéhez is
egyensulyt. Az intravascularis haemolysis soran a  vOrosvérsejtek
destrukciojanak kovetkeztében szabaddd valé haemoglobin (Hb) és haem ér-
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endothel kérositd hatdsa jol ismert. A vascularis homeosztazis fenntartdsiban
kulcsfontossagu nitrogén-oxid (NO) mennyisége az oxihaemoglobinnal torténd,
prompt ¢és irreverzibilis reakcioba 1épése miatt jelentdsen lecsokken (NO
scavenging), melyet a fokozott NO szintetaz (NOS) aktivitas sem tud
ellensulyozni, ugyanis a voOrosvértestekbol kiszabaduld argindz az enzim
szubsztratjat, az L-arginint, ornitinné alakitja. Az NO hidny a guanilét ciklaz
csokkent miikodését és igy a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)
mennyiségének csdkkenését eredményezi. A cGMP hidnya a simaizom tonus
szabalyozasanak  zavarahoz, lokalis  vasoconstrictiohoz, thrombocyta
aktivaciohoz, valamint aggregaciohoz vezet. A szabaddd val6 haem a
protoporfirin gylirlibe zart ferro vas(Il) miatt is veszélyt jelent: a Fenton-reakcid
soran keletkezd hydroxil gyokok direkt médon karosithatjak az érfalat, valamint
jelentds szerepet jatszanak a low-density lipoprotein (LDL) oxidéacidban is. Az
extravascularisan szabadda valo Hb, pl. szoveti gyulladas vagy érseriilés soran,
hasonl6 médon oxidativ stresszt, NO hianyt eredményez, mely macrophag
aktivacidhoz és kovetkezményes proinflammatorikus cytokin felszabaduldshoz
vezet.

1. abra A haemoglobin haptoglobinhoz vald kotédése és a komplexnek a

macrophagok CD163 scavenger receptoran keresztiil torténdé metabolizmusa
(Moestrup SK, Moller HJ. Ann Med 2004,36,347-354 nyoman).

Hemoglobin

. OO-C\(D

\ < Haptoglobin

Anti-inflammatorikus
valasz

y4
Z/
co

Fe** Bilirubin

Ligand endocitézis\ - !
Lizoszéma = ° —-/
’ . Biliverdin
Makrofag ‘:




dc_562 12 2

A Hp molekula polymorphismusat az a-lancot kodold gén két kodominans
allélja — Hpl és Hp2 — hatarozza meg, mely a 16q22 kromoszoman helyezkedik
el. A Hp polymorphismus kovetkeztében 1étrejové harom, eltérd szerkezeti és
tulajdonsagt Hp molekula (Hpl-1, 2-1, 2-2) szdmos gyulladasos és autoimmun
korkép lefolyasat moédosithatjak.

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
dimer linearis polimerek ciklikus polimerek 2- ébra A haptOQIObln
<D >3O Cﬁ polimerek  Kkialakulasa a
\ » genotipus fiiggvényében

D Hpl
57 (a1p subunit)

(

|

‘ Hp2

| 8) (a2p subunit)

A Hp fenotipusok szérumbol gel elektroforézissel biztonsaggal
meghatarozhatoak, és egyértelmilien azonositjak az egyén genotipusat is. Koch
¢s mtsai DNS mintdkb6él PCR vizsgdlat segitségével meghatarozott
genotipusokat Osszevetve a szérummintdkbol gél elektroforézissel tortént
fenotipus analizis eredményekkel teljes egyezést talaltak.

Nagyszamu in vitro és in vivo adat tamasztja ala, hogy a Hp molekula 3 {6
fenotipusa kozott nemcsak szerkezeti, hanem jelentds funkcionalis kiilonbségek
1s kimutathatdak: kiilonb6z6 mértékii antioxidans, scavenger €s immunmoduléns
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tulajdonsaggal rendelkeznek, €s ezek kapcsolatot mutatnak egyes gyulladdsos
betegségek — fertdzések, atherosclerosis, autoimmun betegségek — lefolyasaval.

A haptoglobin polymorphismus vizsgalata Crohn betegeken

Célunk volt, hogy a haptoglobin polimorfizmusit nagy betegszama IBD-S
populacion és majbetegeken tanulmanyozzuk.

A Crohn-betegség novekvd incidenciajaval parhuzamosan a betegség Klinikai
megjelenésében, lefolyasdban, valamint az  extraintestinalis tiinetek
kialakuldsaban kifejezett heterogenitds ¢€szlelhetd, melyet elsOsorban a
valtozatos genetikai hattér magyarazhat. Az irodalomban a Hp polymorphismus
szerepét a betegségre vald fogékonysag €s a klinikai fenotipus kialakitasdban
vizsgalo, nagy esetszamu tanulmany nem ismert. Valaszt kerestiink ezért arra a
kérdésre, hogy a Hp polimorfizmusok kapcsolatba hozhatok-e a Crohn-betegség
kialakulasaval, annak extraintestinalis manifesztacioival, a betegség klinikai
megjelenési formajaval €s a kezelésre adott valasszal.

Modszerek

Haptoglobin fenotipus/genotipus analizis

A Hp fenotipusok szérumbol gél elektroforézissel biztonsaggal
meghatarozhatdak, és egyértelmlien azonositjak az egyén genotipusat is. A
kiilonbozd betegcsoportok ¢és  kontroll egyének esetén a Hp fenotipus
meghatarozas szérum mintakbol — a Yang és mtsai (178) altal korabban
ismertetett modszert laboratoriumunkban modositva (179)— tortént roviden az
alabbiak szerint: natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid 5-10%-0s linearis
gradiens gél elektroforézist (SDS-PAGE) kovetéen Millipore polivinilidén-
difluorid (PVDF) immobilion-P transfer membran (Millipore, Bedford, MA),
Hp ellenes antitestet (Polyclonal Rabbit Anti-Human Haptoglobin [Dako,
Glostrup, Denmark]; 1:1000) és masodik antitest (Goat Anti-Rabbit-HRP, Dako;
1:2000) tartalmazo oldatok felhasznalasval immunoblottot végeztiink. A
genotipusokat minden vizsgalat soran 1-1 és 2-2 tipusu gyari Hp standardok
(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany) felhasznalasaval allapitottuk meg.
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Betegek:

Osszesen 511 egymdssal rokonsagban nem 4llo IBD beteget (Crohn-
betegség: 468, életkor: 36,5£12,7, férfi/ndi arany: 233/235, betegségtartam:
8,2+6,7 év és colitis ulcerosa: 43, életkor: 38,7 +15,7 év, ffi/no: 22/21,
betegségtartam: 9,6+10,6 év) vizsgaltunk.

Statisztikai analizis

A Hp polymorphismus vizsgalatok esetén a normalitas vizsgalatot

Shapiro Wilk’s W teszt segitségével vegeztiik. A kiilonb6zd beteg €s kontroll
csoportok, valamint az adott betegség esetén az alcsoportok adatainak
osszehasonlitdsara T-probat kiillonbozd varianciaji csoportokra Fischer-exact-
tesztet, illetéleg y>-probat alkalmaztunk helyenként Yates-korrekcioval.
A folyamatos valtozokat eloszlastol fiiggden atlagértékkel jellemeztiik, megadva
a standard deviaciot (SD), vagy kvartilisekre bontva azok medianjat adtuk meg
(IQR). A folyamatos valtozokat Mann-Whitney U teszt vagy Student T teszt
segitségével vetettilk Ossze. Kaplan-Meier tulélési gorbén abrazoltuk és a
kiilonbségeket LogRank és Breslow analiziseket alkalmazva hasonlitottuk 6ssze.
Logisztikus regresszios €s 1épcsdzetes Cox-regresszios analiziseket alkalmazva
vizsgaltuk meg az esetleges O0sszefliggéseket a klinikai és laboratoriumi értékek
valamint a klinikailag szignifikdns bakteridlis infekciok kialakuldsdnak
kockazata illetdleg az elsd infekcidig eltelt id6hossz kozott. Esélyhanyadost
(odds ratiot [OR]) hataroztunk meg 95% konfidencia intervallummal (95% CI).
A p <0,05 érteket tekintettik szignifikiansnak. Az adatokat SPSS13.0
programmal (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) értékeltiik.

Eredmények:

Crohn-betegségben a Hpl allél szignifikansan gyakrabban fordult el6 a
kontroll egyénekhez képest (0,395 vs. 0,345; OR: 1,24, 95% CI: 1,02-1,51,
p=0,03), a Hp fenotipus megoszlas azonban nem kiilonb6zott a vizsgalt IBD
csoportokban a kontroll populaciotol. A Crohn-beteg csoportban egyetlen
ahaptoglobinaemias (Hp 0-0) esetet észleltiink.
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A Hp polymorphismus nem mutatott Osszefiiggést Crohn-betegségben
sem a betegség kezdete kori ¢letkorral, sem a betegség fennalldsanak
id6tartamaval, sem pedig a csaladi IBD gyakorisaggal. Nem volt hatassal a
betegség lokalizacidjara. A Hp fenotipusok és a perianalis manifesztacidé kozott
sem volt 0sszefiiggés kimutathato.

A Dbetegség viselkedése azonban kapcsolatban allt a Hp
polymorphismussal: a 2-1 fenotipus esetén a gyulladasos forma (B1)
eléfordulédsa szignifikdnsan gyakoribb volt (44,9%) a masik két Hp fenotipushoz
viszonyitva (1-1: 36,6%, 2-2: 34,3%) (ORg1Hp2-1 vs egyeb: 2.06, 95%CI: 1.29-3.28),
mig a strikturalé forma (B2) eléfordulasa ritkabb (2-1: 20,3%, 1-1: 32,4%, 2-2:
32,5%; p=0.04). A penetrald (B3) forma eléforduldsa mindharom fenotipus
esetén azonos volt (1-1. 29,6%, 2-1:. 34,8% 2-2: 32,5%). A relapszusok
gyakorisaga nem kiilonbozott a fenotipusok alapjan.

Az extraintestinalis manifesztaciok koziil PSC vonatkozasdban jelentos
kiilonbseget talaltunk a kiilonféle Hp fenotipusok esetén. A 18 PSC-s betegbdl
egyetlen esetben sem fordult elé 1-1 Hp fenotipus. Ezen megfigyelésiinket egy
nagyobb szdmi PSC betegcsoportban is meg tudtuk erdsiteni (n=63)
(Hp1-1: 0%, Hp2-1: 52,4%, Hp2-2: 47,6%, ORp1-1 vs. cgyen- 0,06, 95%CI: 0,003-
0,99, p=0,0012).

Crohn-betegségben a Hp polymorphismus nem mutatott kapcsolatot, a
steroid- és az azathioprin-kezelés sajatossagaival illetdleg a sebészeti
beavatkozasokkal.

Haptoglobin polymorphismus vizsgalata majbetegekben, kiilonos tekintettel
az infekciokra

A bakterialis infekciok a mortalitds és a morbiditds jelentds tényezoi
majcirrhosisos betegekben, koszonhetden az immunkomprimalt allapotuknak.
Mg4jzsugorban jol ismertek az innate (velesziiletett) immunitas zavarat okozo
valtozasok, de bizonyos adatok alapjan az adaptiv immunitas zavarai is
valoszintisitheték. A haptoglobinnak (Hp) és a mannoz kotd lektinnek (MBL) a
lokalis immunvalaszt befolyasolé hatasa alapjan szerepe lehet a majcirrhosisos
betegek infekcidinak kialakulasaban.
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Betegek kivalasztasa

2006. majus-2008. aprilis kozott a DEOEC II. Belklinika Gasztroenterologiai

188/148, a majzsugor fennallasanak ideje 3,9+4.,2, kor: 56.5£10.8 év) tortént
mintavétel. Betegeink kozott 220 esetben (65,5%) az alkoholfogyasztas volt az
etiologiai faktor, 96 betegiinknek (28,6%) C-virus hepatitis talajan alakult ki a
majzsugora, 20-nak (5,9%) egyéb eredetli mdjbetegsége volt. A majzsugor
diagnodzisat a klinikai, a biokémiai és az ultrahangos leletek, illetve ahol elérhet6
volt, a majbiopszia eredménye alapjan allitottuk fel. Bevalasztas sordn kizarasi
kritériumnak tekintettiik, ha a betegnek a megel6z6 6 hétben gasztrointesztinalis
vérzése, vagy bakteridlis infekcidja volt, vagy profilaktikus antibiotikum
terapiaban részesiilt a megel6z6 6 honap alatt.
Tarsbetegségként figyelembe vettilk a megel6zé szivinfarktust, pangasos
szivelégtelenséget, periférids artérids érbetegséget, cerebrovascularis betegséget,
kronikus  tiidobetegséget, kronikus veseelégtelenséget, fekélybetegséget,
diabetes mellitust €s nem metasztatizalo, valamint metasztatizaldé malignus
daganatokat, ideertve a hepatocellularis carcinoma-t. A majcirrhosis sulyossagat
a Child-Pugh klasszifikacio, és a model for end-stage liver disease (MELD)
score alapjan kalkulaltuk. A bevont betegeket 2009. aprilis 1-ig vagy a
halalukig kovettiik, illetve néhany beteget, akik a késObbiekben nem
jelentkeztek az utols6 megjelenésiikig. Az atlagos kovetési 1d6 420 nap volt
(IQR: 88-742). Ez alatt jegyeztiik a klinikailag szignifikans bakterialis infekciok
eléfordulésat.

Eredmények

Nem talaltunk kiilonbséget a korokozdkat és az infekciok lokalizacioit tekintve
az egyes Hp fenotipusok kozott. Nem volt kiilonbség az egyes fenotipusok
kozott sem a nemek megoszldsat, sem a cirrhosis sulyossagat, sem a
tarsbetegségek elofordulasat tekintve, a csoportokon beliil az atlagéletkor is
hasonlonak bizonyult. Univaridcids analizist (y2-teszt vagy y2-teszt Yates
szerinti korrekcioval) alkalmazva a klinikai tényezdk koziil a majzsugor Child-
Pugh stadium alapjan jellemzett sulyossaga (p=0,035), az ascites jelenléte (OR:
2,45; 95% ClI: 1,52-4,00; p<0,001) és a tarsbetegségek (OR: 2,70; 95%CI: 1,70-



dc_562 12 2

4,30; p<0,001) bizonyultak a klinikailag szignifikans bakterialis fertdzések
riziko faktorainak.

A Hp fenotipus szoros Osszefliggést mutatott a bakteridlis infekciok
megjelenésének gyakorisdgaval. Univaridcids analizis alapjan (y2-teszt Yates
szerinti korrekcioval) az Hpl-1-s fenotipusi betegekben szignifikdnsan
gyakrabban fordultak el fertézések, mint egyéb fenotipusok esetén (ORppi-1 vs.
cayéns 2,16, 95% CI: 1,07-4,33). R4adasul Hpl-1-s fenotipus esetén az infekciok
egyértelmiien sulyosabb formaban zajlottak (p=0,03).

A vizsgalt 336 cirrhosisos betegben 0sszesen 248 infekcios epizodot észleltiink a
hospitalizaciok sordn. A betegeknek 33,6%-ban fordult el6 valamilyen fertdzés a
kovetési 1d0 alatt, s ezen betegek 54,9%-aban tobb mint egy fertdzéses epizod
zajlott. Az infekciok 32,5%-a hugyuti fert6zés volt, 20,4%-ban SBP, 15,5%-ban
pneumonia, 8,7%-ban bdér vagy lagyrész infekciok, 3,4%-ban bakteriaemia,
2,4%-ban epeuti fertdézés, 0,5%-ban osteomyelitis volt igazolhatd. A fert6zés
lokalizacidjat 16,5%-ban nem tudtuk meghatarozni.

Pozitiv tenyésztési eredmény 138 esetben allt rendelkezésre, ami a fertézéses
epizodok 55,6%-t jelentette. A korokozok 57,2%-ban Gam-negativ, 42,8%-ban
Gram- pozitiv baktériumok voltak, gyakorisdguk sorrendjében a kovetkezok:
Escherichia coli (23,2%), Enterococcus faecalis (15,9%), Klebsiella
pneumoniae (15,2%), Pseudomonas aeruginosa (13,8%), Staphylococcus aureus
(11,6%), Streptococcus pneumoniae (8,7%), Proteus mirabilis (2,9%),
Staphylococcus epidermis (1,4%), egyéb (7,2%).

Univariacios analizist (y2-teszt vagy y2-teszt Yates szerinti korrekcioval)
alkalmazva a klinikai tényezdk koziil a majzsugor Child-Pugh stadium alapjan
jellemzett stlyossaga (p=0,035), az ascites jelenléte (OR: 2,45; 95% CI: 1,52-
4,00; p<0,001) és a tarsbetegségek (OR: 2,70; 95%CI: 1,70-4,30; p<0,001)
bizonyultak a Klinikailag szignifikans bakterialis fertézések riziké faktorainak.

A mannoz-koté lektin vizsgalatanak klinikai jelentosége

Az MBL a C-tipusu lektin receptorok kozé tartozd mintdzatfelismerd
molekula. Egy proteinldinc tobbszoros Osszekapcsolddasakeént kialakulo
multimer szerkezettel bir. A protein lanc N-terminélis vége ciszteinben gazdag,
mellette egy kollagén koté domén talalhato, amit egy rovid helikdlis szerkezetli
ugynevezett nyak kovet. A C termindlis végén a szénhidrat felismeré domén
(lektin domén vagy CRD) helyezkedik el. Harom protein lanc triplahélixet
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alkotva 0sszekapcsolodik €s adja az MBL alegységét. 2-6 alegység kapcsolodasa
révén jon létre a multimer molekula. (3. dbra) A multimer formanak az MBL
funkcidjadban jelentésége van. Egyetlen CRD-nek a felismert szénhidrat
molekuldhoz valé kotdédése gyenge, az erds kotddéshez sok CRD egyiittes
kapcsolodasa kell, mely a multimer és a bakteridlis fal szabalyosan ismétlédo
szénhidrat csoportjainak illeszkedésekor jon 1étre.

3. abra A mannéz koté lektint kodolé gén és a molekula szerkezete (Worthley DL et al.
Intern Med J 2005,35,548-555 nyoman)

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon4
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Funkcionalis multimer

Az innate, vagy velesziiletett immunitas jelenti az elsdédleges védelmi vonalat
a behatold korokozokkal szemben. Ennek az elsddleges védelmi rendszernek a
résztvevoi az €ép epitél mellett szolibilis molekulak (antimikrobialis peptidek,
komlement, cytokinek, természetes antitestek), a phagocytak és a mintazat
felismerd receptorok (PRR). Ez utdbbiak kozé tartoznak a toll-like receptorok
(TLR), a scavenger receptorok a NOD-like receptorok, valamint a C-tipust
lektinek. Az innate immunitds biztositja a baktériumok tobbségének
elpusztitadsat a hosszabb 1d6t igényld adaptiv valasz megjelenése eldtt. Beinditja
a gyulladasos reakciot és az adaptiv immunvalaszt. PRR-k feladata, hogy
felismerj€k, érzékeljek a patogénhez asszocialt molekularis mintdzatot (PAMP),
illetve a megvaltozott sajat felszini mintdzatot (DAMP), beinditsdk a
phagocytosis utjan torténd eltavolitasukat.

Az MBL a mikroorganizmusok széles skalajat képes felismerni (Gram-
pozitiv és negativ baktériumok, virusok, gombak, protozoonok), vizsgalatok
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szerint a CRD-vel torténd kapcsolddas alapjan. Szerkezetébol adoddan képes
felismerni a prokariota sejtre jellemzd szabalyosan ismétlédd szénhidrat
csoportokat. Ca-fliggd modon kotédik a cukrok 3-hydroxi és 4-hydroxi
csoportjaihoz (N-acetil-D-gliilézamin, mann6z, N-acetil-manndzamin, fukoz,
gliikoz, de affinitasa van a teikoinsavhoz is. Az MBL-lel egyidében az egyéb
innate receptorok is felismerik ugyanezeket a ligandokat, egylittes hatdsuk
szlikséges a megfeleld valasz kialakuldséhoz.

Az MBL deficiencia 10-15%-ban fordul el6 a normal populacidban.
Viszonylagos gyakorisagat az magyarazhatja, hogy bar szamos baktériummal
szemben a védettség némileg csokkent lesz, intracellularis korokozokkal
(mycobacteriumok) szemben bizonyos rezisztenciat jelent. Klinikai vizsgalatok
soran ugy tlnik, hogy az MBL deficiencianak akkor van jelentdsége, ha az
immunrendszer milkodése valamilyen mas oldalrol is gyengil. Kis
gyermekkorban, amikor az immunaparatus még éretlen, gyakorinak talaltdk az
infekciok, elsdsorban a 1éguti fertdzések eldfordulasat. Gyakrabban fordultak el
sulyos infekcidk haematologiai tumorok kemoterapidjat kovetéen MBL
deficiensekben, valamint nagyobb valoszinliséggel alakult ki fertézések kapcsan
szeptikus shock. Majtranszplantaciot kovetden szintén gyakoribb volt az életet
veszélyeztetd stlyos fertézések megjelenése a donor MBL deficiencidja esetén.
Ez egyuttal azt is bizonyitotta, hogy az MBL f& forrasa a maj. Kisebb
tanulmanyban azt talaltdk, hogy B hepatitis talajan kialakult cirrhosisos
betegekben gyakrabban volt észlelhetd spontan bacteridlis peritonitis MBL
hidnyosokban, mint az MBL kompetens csoportban. Taldltak Osszefliggést az
MBL polymorphismus ¢és kiilonboz6é autoimmun betegségek kozott is
(szisztémas lupus erythematosus). Ezekben az esetekben a tiinetek megjelenését
azzal magyaraztak, hogy a patogének €s az apoptotikus testek eltavolitasdnak
késése teret enged a keresztreakciok és az autoreaktivitas kialakulasanak.

Célkitiizés

Az MBL szint meghatarozasa gyulladdsos bélbetegségben szenveddkben ¢és
nagy létszdmi majbetegek csoportjan, a kiilonbozoé csoportok Osszevetése és az
MBL deficiencia jelentdségének vizsgalata az infekciok 1étrejotteben.
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Modszerek
MBL-szint meghatarozas

Minchinton és mtsai altal kozolt modszert kovetve, az MBL szinteket két
monoklonalis antitest felhasznadlasaval szendvics ELISA rendszerrel hataroztuk
meg. Roviden, mikrotiter lemezekre (lapos alapti, magas kotdképességli, Greiner
Bio-One, Mosonmagyarovar, Hungary) 1 pg/ml koncentracioban monoklonalis
egér antihuman MBL antitesteket (clone 131-1; BioPorto Diagnostics A/S,
Gentofte, Denmark) vittiink fel, egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk tris puffer
oldatban (TBS). Ezt kovetéen harom kiilonb6zd higitdsu szérummintat (1/5,
1/25, 1/125) és MBL standard sorozat higitdst (BioPorto Diagnostics A/S)
nedves kamraban 90 percen at 37°C-on inkubaltunk.

A standard oldat 1000 AU-t tartalmazott, melyet a gyart6 altal megjeldlt 3200
kovetéen pH 7,5-re allitott TBS és 0,05%-0s Tween-20 és 0,25 uM EDTA
(TBS-T-EDTA)-ban 1:8000-re higitott biotinilalt Mab 131-1 oldatot adtunk
hozza és 90 percig 37°C-on nedves kamraban inkubaltuk. Ujabb mosast
kovetden 1:1000-hez  higitdsi  Avidin-biotinilalt-peroxidaz-konjugatumot
(Vectastain, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) tettiink hozza, majd
1smét inkubacid tortént 30 percig nedves kamraban, szobahOmérsékleten. A szin
clohivasat tetrametil-benzidin  dihidrokloriddal (TMB, Sigma Aldrich,
Schnelldorf, Germany) végeztiik, a leallitas 2M-0s H,SO4—vel tortént. 450 nm-
en Infinite200 lemez leolvas6 (Tecan Austria GmbH, Salzburg, Austria)
segitségével azonnal leolvastuk.

Az eredményeket Magellan software program segitségével, Marquardt gorbe
illesztésével értékeltiik. A 1/5, 1/25 és 1/125-6s higitasokkal végzett mérések
kozotti variacids koefficiens (CV) 11,3%, 12,3% ¢és 11,6% voltak rendre. A
detektalhatdsagi kiiszob 4,86 ng/ml-nek adddott. Az MBL mérések a Debreceni
Egyetem Klinikai Kutatd6 Kozpontjdban vakon torténtek, a betegek klinikai
adatainak ismerete nélkiil.
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Eredmények
MBL szintek és deficiencia majbetegségekben

Sem az MBL szintek, sem az MBL deficiencia gyakorisiga nem

kiilonbozott az alkoholos majbetegek, kronikus HCV fertézésben szenveddk és
majzsugor esetén a kontrol csoportban talalt értékektdl. Az abszolut MBL hidny
(MBL<100ng/ml) 10,7-15,6%-ban fordult el6 az egyes csoportokban, az
alacsony MBL (MBL<500ng/ml) el6forduldsa 31,1%-41,3% volt. El6érehaladott
majcirrhosis esetén alacsonyabb MBL szintek voltak mérhetdk /Child-Pugh
stadium vagy MELD score/, de az MBL deficiensek aranya nem kiilonb6zott a
Child-Pugh stadiumoktol (Child A: 11.8%, Child B: 8.0%, Child C: 13.8%),
vagy a MELD score-t6] fiiggden.
Az abszolit MBL deficiencia (<100ng/ml) ugyanakkor szoros Osszefliggést
mutatott az infekciok kialakuldsanak valdszintiségével (OR: 2,15; 95%CI: 1,07-
4,31, p=0,039) cirrhosisos betegekben. Nem talaltunk 6sszefliggést, ha az MBL
szint cut-off-jat 500ng/ml-nél adtuk meg, vagy ha az MBL szint kvartilisek
szerint értékeltiik az adatokat. (Q1:<337, Q2: 338-1118, Q3:1119-2454,
Q4:>2455 ng/ml). Logisztikus regresszid soran a cirrhosis sulyossaga Chid-
Pugh szerinti értékelésben, a tarsbetegségek, €s az abszolut MBL deficiencia
voltak a bakterialis infekcio bekovetkeztének fliggetlen eldrejelzoi.

A kovetési 1d6 alatt bekovetkezett korhazi halalozas 15% volt, 51 esetben
olyan betegben kovetkezett be, akinek fert6zése volt, 57 esetben pedig
infekciotol fiiggetlen volt a halalozas (20.3% vs. 12.1%, OR: 1.84, 95%CI: 1.22-
2.78, p< 0.005). Az MBL deficiencia egyértelmii Gsszefiiggést mutatott az
infekcidohoz k6t6dé mortalitadssal. Univaridcios analizissel értékelve a fertézés
soran bekovetkezett halalozéds rizikdja joval nagyobb volt az MBL hidnyos
betegekben, mint az MBL kompetensekben (OR: 3.84, 95%Cl: 1.29-11.37,
p=0.013).

A tapcsatornai vérzések korszeri ellatasa

A Debreceni Egyetem II. Belklinikajan 1996 szeptemberében kezdte meg
miikodését a tapcsatornai vérzObeteg részleg , az un. ,,vérzd szubintenziv”
osztaly, amelynek fokozatosan egyre nagyobb regiondlis felvevOkore alakult ki.
Idében ez lényegében egybeesett a TIPS hazai bevezetésével, szintén a
Debreceni Egyetemen, és az ehhez sziikséges agy hatteret is mi biztositottuk.
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1. tablazat  Fels6 GI vérzések sulyossaganak osztalyozasa korjoslati

szempontbol
Paraméterek score érték
1 2 3

életkor 40 év alatt 40-60 évig 60 év felett

felvételi allapot rendezett orthostatikus shockos allapot
instabilitas

felvételi Hb (g/1) >120 80 — 120 kozott 80 alatt

felvételi norm. PI, APTI | 10 sec alatti APTI 10 sec-nél hosszabb

haemostasis megnyulas és/vagy APTI megnyulas,
ASA, NSAID szedés, | ¢és/vagy cumarin

anamnesisben jol beallitott cumarin| tdladagolas

GI vérzés nem volt ulcus/erosiobdl varixbdl

tarsbetegségek nincs komolyabb | rendszeres gyégyszer| tobb, silyosabb
szedést igénylo

elsé endoscopos

lelet: Forrest Il.c.,111 Forrest ILLA, 11.B Forrest LA, 1.B

nem vérzo varix | varix fibrindugéval | aktiv varixvérzés

2. tablazat A kockazati score alkalmazasa beteganyagunkban
Score érték Esetszam Exitus/sebészet

7 2 -/-

8 3 -/-

9 9 -/-

10 21 -/-

11 29 -/1

12 29 1/5

13 24 211

14 31 214

15 19 -/2

16 20 -/1

17 21 31-

18 10 21 -

19 23 71-

20 7 1/-

21 2 2/ -
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Az éltalunk kidolgozott ¢és alkalmazott score rendszer hatékonyabbnak
bizonyult, mint az alapul szolgalé Rockall score, mert tobb tényezdt vettiink
figyelembe — haemostasis paraméterck, endoscopos kép - és arnyaltabban
végeztiik a besorolast. A 2. tablazat adatai az elsé 250 beteg alapjan késziiltek
¢s jol demonstraljak, hogy az enyhe kategéridban nem fordult el sem halalozas,
sem pedig sebészeti beavatkozas, mig a kozépsulyos kategoriaban fordultak el
a sebészetre kertilt esetek.

3. tablazat A beteganyag f6 szamai 1997 — 2011.

évszam esetszdm betegszam férfiak nék exitus sebészet
1997 117 104 54 50 10 6
1998 123 109 74 35 12 7
1999 134 119 74 45 8 8
2000 140 127 78 49 5 5
2001 126 117 75 42 15 6
2002 130 119 68 51 10 5
2003 148 135 84 51 7 2
2004 133 119 67 52 11 9
2005 135 118 67 51 11 6
2006 140 123 70 53 15 3
2007 128 115 69 46 21 7
2008 133 118 68 50 9 4
2009 140 121 70 51 14 8
2010 146 131 72 59 10 7
2011 142 119 69 50 13 10

Haematologiai paraméterek valtozasa transjugularis intrahepatikus
portosystemas shunt (TIPS) behelyezését kovetoen

A majcirrhosis egyik legrettegettebb szovOodményének tekinthetd nyeldcsd
varixvérzes kivédésének egyik hatékony eszkéze a TIPS, amely a gyakorlatban
a majtranszplantacidig terjedé id6 vérzésmentességét hivatott biztositani. A
TIPS nyitvamaraddsdnak eldrejelzése a kezdeti idékben, amikor még nem
alkalmaztak fedett stenteket, megoldatlan volt. Az irodalmi adatok a TIPS utan
altaldban a vérlemezkeszam mérsékelt emelkedeésérdl szamoltak be , ami logikus
kovetkezménye 1s lehet a 1€p pangéds csokkenésének, ugyanakkor latvanyos
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emelkedés mar csak azért sem kovetkezik be, mert a beteg mdj thrombopoetin
termelése is csokkent mértékli. Magunk szorosan kovettiik a nalunk gondozott
TIPS betegeket, ennek soran tobbek kozott a vérkép és a haemostasis
paraméterek ellendrzésére 1s sor keriilt. A Dbetegeket a kiindulasi
thrombocytaszam alapjan két csoportra osztottuk és az adatokat igy kovettiik, de
szignifikans valtozds az egyes csoportokon beliil nem volt. Ha viszont gy
képeztiink két csoportot, hogy a TIPS behelyezés utan a nyomdsgradiens a
kritikus 12 Hgmm ald csokkent-e, vagy sem, akkor mar szignifikans
kiilonbségek jelentek meg, nevezetesen azon betegekben, ahol a portoszisztémas
nyomdsgradiens 12 Hgmm alatt volt, azok atlagos vérlemezke szama
szignifikdnsan magasabbnak adodott és az id6 elérehaladasaval tovabbi javulast
mutatott, atlagosan 21 G/l-el emelkedett. A masik csoportban, ahol a
nyomasgradiens 12 Hgmm-nél magasabb maradt, az els6 harom honapban volt
némi javulds, azonban ezt kovetden a thrombocytaszam a kiindulasi szintre
esett vissza, sOt esetenként még ennél alacsonyabbra is. Az elsd csoportban az
atlagos kiindulési thrc szdm 144 G/1 volt, szemben a masodik csoporttal, ahol
112 G/1 maradt. A 18 honapos kovetés soran a betegek 58 %-aban észleltiink
egy ¢év utan shuntmiikodési zavart, kétharmadukndl ujabb varixvérzés is
jelentkezett. Ezeket a betegeket kiilon értékelve azt lattuk, hogy ndlunk a shunt
beiiltetését kovetéen 3 honap alatt a thrombocytaszam atlagosan 34 G/1-lel
csokkent, 137-r61 103 G/l-re. A 6. honapig a vérlemezke szam még valamelyest
tovabb csokkent (85-92 G/l tartoméanyban volt), azonban innen mar nem
valtozott. A j6 shuntmiikodésii betegek esetében 3 honap utan a vérlemezkeszam
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult (atlagos emelkedés 32 G/1 volt), de a
tovabbiakban mar nem valtozott. Megfigyelésiink szerint tehat a TIPS betiltetés
utan a thrombocytaszdm gondos kovetése prognosztikus jelentdséglinek
bizonyult a késébb shunt miikodési zavar, color-Doppler vizsgalattal
kimutathatd aramldscsokkenés, ill. elzarddas, valamint a varix Gjravérzés
eldrejelzeésében.

Orszagos felmérés a peptikus fekélyvérzo betegek ellatasaval kapcsolatos
tapasztalatokrol.

Amint az jol ismert, a vérzo peptikus fekély a tapcsatornai vérzések kozott az
egyik legfontosabb korkép, a felsé vérzések mintegy felét képezi és az elmult
két évtized latvanyos terapias €s diagnosztikus fejlodése ellenére, még mindig 5-
10 % koriili mortalitds és 10-30 % kozotti Gjravérzés jellemzd erre a
betegcsoportra. A gyakorlati tapasztalatok minél teljesebb megismerése
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érdekében orszagos kérddives felmérést szerveztiink Réacz Istvan professzorral
(Gy0r), ennek sordn 2009 0szétdl 2010 nyaraig 6 honapon keresztiil gytijtottiik
havonta az adatokat 62 endoscopos munkahelyrél, 39 varosbol, ami a
magyarorszagi endoscopos szervezeti egységek 71 %-at jelentette €s ez a magas
részvételi arany nemzetkozi viszonylatokban is a legnagyobb hatékonysaguak
kozé sorolja a végzett vizsgalatot. Osszesen 3033 vérzd fekély ellatasi adatait
dolgoztuk f6l, a munkahelyeket az ellatott esetek szama alapjan két csoportra
osztottuk, a 39 alacsonyabb esetszami munkahelyen (LCV: low case volume)
atlagosan 5,3 vérzd fekély ellatasara keriilt sor havonta, mig a 23 nagyobb
esetszamu (HCV: high case volume) munkahelyen 12,9 fekélyvérzés tortént
atlagosan. A Forrest klasszifikacid szerint nem volt Iényeges kiilonbség az
alacsony €s magas esetszamu kozpontok kozott. Az endoscopos vérzéscsillapito
eljaras alkalmazasaban az emlitett nagyobb rizikoju csoportban mar volt
bizonyos eltérés, a HCV centrumokban 85,4%-ban keriilt sor aktiv
vérzécsillapitasra, mig az LCV centrumokban csak 68,2%-ban. Az alkalmazott
modszerek koziil a higitott epinephrin injekcid fordult elé leggyakrabban (864
esetben), ezt vagy Onmagaban, vagy kombinacidoban — clippel, vagy
thermocoagulatioval — alkalmaztak, a kombinaci6 szignifikdnsan gyakrabban
tortént a HCV centrumokban (34% vs. 19% p<0,01). A fekélyvérzo betegek
ellatasa soran a betegek 83 %-aban keriilt sor savgatlo kezelés alkalmazasara,
ami 79,9%-ban, 2425 esetben parenteralis proton pumpa gatlo kezelést jelentett,
viszont ez csak 1303 esetben (53,7%) tortént 1.v. bolust kdvetd 8mg/o6ra infuzids
pumpa kezelés formajaban. A kockéazatosabbnak tekinthetd betegcsoportokban a
korszeriibb kezelési format szignifikdnsan gyakrabban alkalmaztak a HCV
centrumokban (49,6% vs. 33,2%  p< 0,01). Az endoscopos -ellatas
eredménytelenségét az LCV centrumokban 6,4%-ban (79 beteg), mig a HCV
centrumokban csak 5,1%-ban (92 beteg) kovette sebészeti kezelés és ez a
kiilonbség a Forrest L.a. tipust fekélyek esetében még szembetlinébb volt, az
LCV centrumokban 29 esetben, 49,2%-ban, mig a HCV centrumokban 36
esetben, ami 32,1% volt, kellett miiteni a beteget (p< 0,05). Az 0Osszes,
fekélyvérzéssel Osszefiiggd haldlozas 3,3% volt (101 eset), viszont a HCV
centrumokban szignifikansan kevesebben haltak meg (48 fé= 2,7% vs. 53
f6=4,3% p=0,023).
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1. UJ MEGALLAPITASOK

1. Colitis ulcerosdban intenziv indukalt NOS immunreaktivitds észlelhetd a
hamsejtekben ¢€és a nyalkahartya gyulladdsos sejtjeiben hisztokémiai,
immunhisztokémiai és immunoblott vizsgalatokkal. A konstitutiv eNOS szint a
colitises bélbetegek szovettani mintadinak endotheliumaban nem kiilonbozik a
kontrolltol. Az iNOS-IR sejtek féleg neutrophil granulocyték.

2. Crohn betegségben, mind az iNOS mind az eNOS szint alacsonyabb a
nyalkahartya leukocyta tipusu sejtjeiben, illetve az endothelben. Alacsony iNOS
immunreaktivitasi CD68 pozitiv macrophagok viszont jelentds szamban
fordultak eld Crohn betegek vastagbél nyalkahartyajaban.

3. A Crohn betegek mintdinak microvascularis endothel sejtjeiben észlelt
csokkent NADPH-diaforaz aktivitas €és az alacsony eNOS immunreaktivitas, az
egyidejlileg észlelt jelentds kapillaris szam novekedéssel egyiitt, alatamasztja a
betegség pathogenezisében a microvascularis rendszer valtozasainak
jelentdségét. A csokkent eNOS pozitivitdst mutatd endothel sejtek €s a jelentds
CD31 immunreaktiv kapillarisok altal jelzett neovascularizacidé a szoveti
,remodelling” részjelensége. Eredményeink szerint a Kronikus gyulladasban a
szerzett endothelialis miikodési zavar az eNOS szintézis gatlasaval ¢és
kovetkezményes koros angiogenezissel jarhat.

4. Nem talaltunk szoros korrelaciot a szovettani elvaltozasok és a klinikali,
valamint endoszkdpos aktivitasi indexek kozott, ami azt tamasztja ala, hogy
ezek az eltérések semmiképpen sem egy aktualis akut gyulladas
kovetkezményeinek tekinthet6k, hanem a kronikus gyulladdsos folyamat
jellemz6i.

5. Eredményeink arra utalnak, hogy az iNOS expresszid és valosziniileg az
eNOS aktivitas szabalyozasa is kiilonbozik colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben. Ez¢ért a NO eltérd szerepet jatszhat az IBD kiilonb6zd formainak
Kialakulasaban és a lefolyas valtozasaiban.

6. A NOS izoformak megjelenésében ¢és szoveti eloszlasdban észlelt
kiilonbségek ujabb, fontos segitséget adhatnak a colitis ulcerosa és a Crohn
betegseg szoveti elkiilonitésében, féleg olyan esetekben, ahol ez a hagyomanyos
korszovettani feldolgozas soran nehézséget okoz.
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7. Bemutattuk, hogy a NADPH-diaforaz hisztokémia sikerrel alkalmazhat6 az
INOS ¢és eNOS szoveti lokalizaciojdnak kimutatdsara. A NADPH-diaforaz és az
INOS reakciok megjelenésének ¢€s intenzitasdnak azonos volta a NADPH-
diaforaz festést egy egyszert, olcséd €s konnyen kivitelezhetd modszerré teszi az
IBD két f6 tipusanak elkiilonitésében.

8. A colitis ulcerosas szérum jelentds INOS ¢és eNOS expressziot indukalt
HUVEC tenyészetben, ezzel szemben Crohn-os szérum az iNOS expresszio
atmeneti emelkedését és parhuzamosan az eNOS hatarozott csokkenését idézte
eld. Az apoptotikus €s nekrotikus sejtek szama jelentésen nem valtozik, a
citoskeleton megdrzi strukturalis integritasat.

9. Az IBD-s szérumok olyan citokin és gyulladasos adhéziés molekulékat
tartalmazd anyagnak tekinthetok, melyek az endothelium funkcionalis
valtozasait és az antigén statusz megvaltozdsat eredményezhetik Az iINOS
fokozott expresszioja gyulladasos bélbetegek széruménak hatdsara a HUVEC
adaptiv valaszat jelenti. A Crohn-os szérum csokkenti az eNOS szintjét az
endotheliumban, és fokozza a leukocyta adhéziés molekulak, pl. az E-selectin
expressziodjat, valtozasokat okozva a gyulladt szovet érrendszerében. A colitis
ulcerosds ¢és Crohn-os szérum hatisanak vizsgalata a HUVEC tenyészet eNOS
expressziojara ravilagit a két betegség kiilonb6z6 pathophysioldgiai torténéseire
¢s az eltérd morfologiai képre.

10. A Crohn-os szérum hatasara a HUVEC tenyészetben vascularis formaciokra
emlékeztetd alakzatok jonnek létre, melyek a szérum angiogenetikus aktivitasa
mellett szolnak. Hasonlo elvaltozasokat colitis ulcerosas szérum nem okozott.

11. A HUVEC tenyészeten végzett vizsgalati eredményeink egybevagnak a
vastagbél biopszia immunhisztokémiai eredményeivel, és olyan cytokin
komplexum jelenlétére utalnak a IBD-s betegek vérében, mely az eNOS/iNOS
expresszids arany megvaltozasat eredményezi az endothelsejtekben. Az eNOS
expresszid csokkenése az iINOS aktivitas egyidejii emelkedésével, valamint a
sejt proliferacids aktivitds fokozodasaval, csokkentheti az endothelidlis sejtek
gyulladasgatlo kapacitasat.

12. EQy Osszetett vizsgalati sorozatban modelleztiik az infliximab kezelés
hatasit az endothel funkcid helyredllitisara a gyulladdsos Crohn
nyalkahartydban, ennek soran kimutattuk, hogy az infliximab kezelés és a
kovetkezményes TNF-a szint csokkenés képes helyredllitani az endothelsejtek
kedvezoétleniil alacsony eNOS expressziojat.
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13. A HUVEC tenyészetben észlelt eNOS expresszid mértékének helyreallasa
egyéni kisérletekben parhuzamos volt a késébbiekben észlelt klinikai javulas
mértékével, ami tovabbi gyakorlati hasznosithatosag lehetdségét veti fel.

14. Nagy betegszamu anyagon végzett elemzés soran megallapitottuk, hogy az
MBL hidny és Hp polymorphismus nem jatszik kozvetleniil szerepet a
majcirhosis etiopatogenezisében ¢€s a betegség-specifikus szovédmények
kialakulasaban. Hasonl6 felmérés korabban nem tortént.

15. Vizsgaltuk a madjzsugorban szenvedd betegekben a bakteridlis infekciok
kialakuldsanak és a Hp fenotipusanak Osszefliggését. Azt talaltuk, hogy Hpl-1
fenotipus esetén nagyobb valdszintiséggel alakul ki fert6zés, és az elsod
infekciodig eltelt 1d6 is rovidebb, mint a Hp2-2 fenotipus esetén. A Hpl-1
fenotipus esetén a betegek fogékonyabbak a bakterialis fertdzésekre. A Hpl-1
fenotipus Osszefiiggése a fertdzésre valdo fogekonysaggal kordban nem volt
ismert. Hp polymorphismus és a cirrhosisos betegek infekcios kockazatanak
Osszefliggését sem vizsgaltak korabban.

16. Nagyobb valoszintiséggel alakul ki fertdzés akkor is, ha a majzsugorban
szenvedd betegnek sulyos tarsbetegsége van. Erre korabbi adat nincsen.

17. Nagyszamu kronikus majbetegben vizsgaltuk az MBL hiany eléfordulésat €s
megallapitottuk, hogy nincs kiilonbség az egészséges populacidban, a
cirrhosisos ¢és nem cirrhosisos kronikus méjbetegek esetén mérhetd ardnyok
kozott. Az MBL deficiencia ezek kialakuldsaban nem jelentés tényezo.
Kronikus majbetegségekben kisebb tanulméanyokban értékelték az MBL statusz
szerepét, de az eredmények ellentmonddak voltak. A korabbiaknal joval
nagyobb betegpopulacioban végeztik a felmérést.

18. Majcirrhosisos betegekben az abszolut MBL deficiencia a bakteridlis
infekciok fliggetlen kockézati tényezdjének bizonyult mind keresztmetszeti,
mind 1d6fiiggd modellben. Korabbi tanulmdnyok egyéb immunszuprimalt
allapotokban felvetették az MBL hidny és a bakteridlis infekciok kapcsolatat.
Cirrhosisos beteganyagban ilyen felmérés nem tortént.

19. Az altalunk vizsgalt nagy esetszamu magyar Crohn-beteg populacioban a
Hpl allél eléfordulasat szignifikdnsan gyakoribbnak talaltuk, a Hp fenotipus
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megoszlds azonban nem tért el a kontroll populdcidoban észlelttél. Crohn-
betegekben a polymorphismus viszont kapcsolatba volt hozhatd a betegség
lefolyasaval: a Hp2-1 fenotipus esetén gyakoribbnak talaltuk a betegség
enyhébb tlinetekkel jard gyulladdsos formdjat €és ritkdbbnak a szovédményes,
stenozizalo format.

20. Ujszerti megfigyelésiink, hogy primer sclerotizalé cholangitisben a Hp1-1
fenotipus egyaltalan nem fordult eld, ez természetesen még tovabbi
vizsgalatokat igényel.

21. A tapcsatornai vérzések ellatdsaval kapcsolatban eldszor kozoltiink és
alkalmaztunk a hazai irodalomban olyan kockézat értékeld rendszert, amely a
vérzobetegek korjoslatara megfeleld informaciot ad.

22. El6szor mutattunk ra, hogy a vérlemezke szam alakuldsdnak kovetése
alkalmas lehet a transjugularis intrahepatikus portosystémas shunt miikddési
zavaranak eldrejelzésében.

23. A vilagirodalomban el6szor kozoltiink olyan esetet, ahol miibillentytivel
rendelkezd beteg sulyos tapcsatornai vérzésének megallitasara reCombinans
aktivalt VII faktor adasara keriilt sor, és sikeriilt a vérzést megallitani, mikdzben
a miibillentyli épsége is megmaradt.

24. A vérz6 peptikus fekélyek hazai ellatdsi sajatossdgait felmérd, tobb régiot
érintd, adatgylijtés eredményeinek elemzése soran megallapitottuk, hogy a
hazai, nagy esetszdmu centrumok eredményei Osszhangban allnak mads, nagy
adatbazisu tanulmanyokkal. Az (jravérzési rata 9,8% volt, sebészi
beavatkozasra 5,6%-ban volt sziikség. az altalanos korhézon beliili mortalitas
3,3% volt, ami kevesebb a kanadai RUGBE tanulmany 5,4%-anal.

25. A felmérés eredményei — a magas €s az alacsony esetszamu centrumok
eredményeiben mutatkozd, helyenként szignifikans kiilonbségek egyértelmiien
alatamasztjak, hogy megfelelé méretli, aktivitasu, esetszamu, felszereltségii €s
finanszirozadsu kozpontok oldhatjdk meg hazadnkban is a tapcsatornai
vérzobetegek nemzetkozi standardoknak megfeleld, a jelenleginél hatékonyabb
¢s kiegyensulyozottabb ellatasat!
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Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

Eredményeink egyrészt ujabb adalékokat adnak az IBD két klinikai formdja
kozotti kiilonbségek pontosabb értelmezéséhez a microvasculatura szintjén, ami
kiilonésen a nehezebben megitélhetd koresetek tokéletesebb jovobeli
kezeléséhez nyujthat segitséget. Az infliximabbal végzett vizsgalatok jol
demonstraltdk ennek a hatékony, 1j, anti-TNF-a kezelésnek az endothelium
miikodését is befolyasolo, adott esetben korrigald hatésat. Ez a vizsgélati mod a
jovOben megteremtheti a biologiai kezelések érzékeny prognosztikai
elemzésének lehetdségét, ami adott esetben koltséghatékony terapids
modositasok eldmozditoja lehet az adott beteg esetében.

Az Hp polimorfizmus ¢és az MBL szint meghatdrozasaval a maéjcirrhosisos
betegek koziil kivalaszthato egy, a bakterialis fertozésekre kiilonosen fogékony
csoport. Ezen betegek szorosabb kovetése indokolt az esetleges infekciok korai
¢szlelése szempontjabol, tekintve, hogy Hpl-1 fenotipus ¢s MBL deficiencia
esetén az infekcidok stlyosabb lefolydsa varhatdé. Tovabba ezen szerologiai
markerek eredménye az antibiotikum profilaxis bevezetésekor a haszon-
kockazat értékelés 1) szempontja lehet.

A tapcsatornai vérzések altalunk kidolgozott kockaztati értekelésének széleskori

7

megtakaritast eredményezhet az egészségpenztar szdmara.

A peptikus fekélyvérzések ellatasaval kapcsolatos orszagos felmérés adatai
egyértelmlien ravildgitanak, hogy mielébb célszerli lenne a vérzébetegek
ellatasat megfeleld méretii, tapasztalata €s felszereltségli centrumok haldzatara
alapozni, mindehhez azonban elengedhetetlentil sziikséges a finanszirozas
racionalizalasa.
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Koszonetnyilvanitds

Ko6szonettel tartozom kordbbi klinika igazgatoimnak, néhai Rak Kalman,
Udvardy Miklés és Boda Zoltan professzoroknak, hogy a gasztroenteroldgia
miivelésének feltételeit biztositottdk, Udvardy Miklosnak kiilon is kdszonettel
tartozom, mert az 6 vezetése mellett indult a tapcsatornai vérzobetegek korszert,
intenziv ellatasanak megszervezése,

tanitomesteremnek, Gyorffy Arpad tanar urnak, aki az endoscopia rejtelmeibe
bevezetett €s aki hatalmas targyi tudéassal és mértéktartd bolcsességgel tdmogatta
torekvéseimet,

Paragh Gyorgy centrumelnok Urnak, aki tamogatta és eldsegitette a debreceni
egyetemi gasztroenterologia egyseges arculatanak kialakitasat,

Szegedi Gyula és Féslis Laszld akadémikus uraknak, akik a nem 0Onallo
gasztroenterologiai tanszek kialakitasat lehetové tettek és tamogattak,

Haldval emlékezem meg néhai Bojan Ferenc professzorrol, akitdl a
sejttenyésztés elsd 1épéseit tanultam és néhai H.K. Breddin professzorrdl,
aminek frankfurti intézetében az endothelsejtekkel foglalkozni kezdtem,
Koszonom  Rajnavolgyi  Eva  professzorasszonynak, Erdédi  Ferenc
professzornak, az Immunoloégiai Tanszék munkatarsanak, Veréb Zoltannak, ill. a
kordbban az egyetemiinkon dolgozd Serfdzd Zoltannak az endothelsejtekkel
kapcsolatos munkékban val6 rendkiviil hasznos kollaboraciot,

koszonom egykori laborvezetonk, Harsfalvi Jolan tanarnd, valamint Herszényi
Laszl6 és Hunyady Béla hasznos gyakorlati tanacsait,

koszonettel tartozom a magyar gasztroenterologus tarsadalom szamos
kivalosaganak, a teljesség igénye nélkiil, Tulassay Zsolt akadémikusnak, Szalay
Ferenc, Racz Istvan, Takacs Tamads, Wittmann Tibor, Lonovics Janos, Pap
Akos, Papp Janos, Mézsik Gyula és Simon Laszl6 professzoroknak, hosszii évek
Ota tapasztalt tdmogatd egylittmiikddésiikért, a sok nagyszerli kollega koziil

kiemelten is Orosz Péter foorvosnak az eredményes szakmai egyiittmiikodésért,
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kival6 munkatarsaimnak, Palatka Karolynak, Vitalis Zsuzsanak, Kacska
Sandornak, Tornai Istvannak, akikkel gytim6lcs6zé tudomanyos mithelymunkat
sikertilt kialakitani, és akik a betegellatas gigédszi feladatainak megoldasaban
faradhatatlanul segitettek,

kiilon ¢és kiemelten mondok koszonetet Papp Maria adjunktusnének, aki a
klinikara kertilése elsd napjatol a tansz€k tudomanyos munkdjanak motorja €s a
diakkorosok tevékenységének legfobb koordinaloja,

Kivalo asszisztenseinknek, Nagyné Berecz Margitnak, Pikoné Gabinak,
Horvathné Irénkének, Butiné¢ Szilvinek, Smausz Enikonek, Veresné Komor
Monika adminisztratorunknak hogy a fonok rigolyait elviselték, €s akiknek
aldozatos munkaja nélkil a korszerli gasztroenteroldgiai ténykedés
megvalosithatatlan lenne,

halasan koszonom néhai Galath Bélanénak és Tomoriné Evanak az onzetlen és
odaado, rengeteg talmunkat ¢€s aldozatot igényld sejttenyésztd laboratoriumi
ténykedest!

Hélaval tartozom feleségemnek, Dr. Acs Maridnak, és gyermekeinknek,
Istvannak, Lauranak, Melindanak és Szibillanak, hogy nagy szeretettel ¢és
végtelen tiirelemmel kibojtoltek, amig helyettiik a klinikai munkaval és a
tudomannyal foglalkoztam.

Végtelen halaval gondolok Sziileimre, Edesapamra, néhai Altorjay Istvan
professzorra, a magyar gyermeksebészet els6 egyetemi tanarara, Edesanyamra,
Dr. Antal Julianna gyermekgyogyasz foorvosndre, akik gyermekkoromtol
kezdve személyes példajukkal is erdsitették bennem az orvosi hivatds, a
gyogyitd munka iranti tiszteletet, elkotelezettséget, az emberi tisztesség ¢€s
erkolcsi tartas rendithetetlen példajaval mutattak minden koriilmények kozott

utat és adtak biztatd tAmogatast.



