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Preambulum

A mikrocirkulacio épsége alapvetd fontossagu a tapcsatorna teriiletén,
kiilondsen azokban a korképekben, ahol krénikus gyulladdsos folyamatokkal
kell megbirk6znunk. Ebben a vonatkozasban a gyulladasos bélbetegségek az
egyik legfontosabb entitas, hiszen eléforduldsi gyakorisdga folyamatosan
emelkedik, masrészt komplex pathomechanismusa folytan szamos olyan
tertiletet taldlhatunk, ahol akad felderiteni vald. Klinikdnk munkacsoportja 20
éve foglalkozik az ér-endothel kisérletes, laboratoriumi vizsgalataval, korabban
HUVEC tenyészetben tanulmanyoztuk a vérlemezkék és az endothel
interakcidit, majd kiterjedt vizsgalatok folytak a mikrocirkulacidé épségét
biztositd, egyik legérdekesebb ¢és legfontosabb szabalyoz6 mechanismus, az
EDRF-NO rendszerrel kapcsolatban. Az NO-szintetaznak két alapveté formaja
fedezhet6 fol a bélfal szGveteiben is, nevezetesen az endothelialis, konstitutiv e-
NOS ¢és az indukalt, gyulladdsos milieuben megjelend un. indukalthaté 1-NOS.
Az értekezés els6 része ezeket a vizsgélatokat 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 mikrocirkulacié épségét szamos tényezo,
példaul a szabadda valé agressziv haemoglobin, szabad gyokok, vagy a fertézést
kiserd bakteriaemia vesze€lyeztetheti, az endothel €pségét védd intraluminalis
tényezok kozott olyan kiemelkedd jelentdségliek vannak, mint a haptoglobin,
masrészt a bakteridlis invazioval szembeni ellenalld képesseget befolyasolo
mannoz kotd lektin. Ezeket a komponenseket tobb, igen jelentds létszamu
beteganyagon vizsgaltuk — részben Crohn betegségben, részben kronikus
majbetegségekben, részben coelidkiaban is. Az igen érdekes megallapitasok
2007 és 2011 kozott keriiltek kozlésre, szintén dontden angol nyelven. A
makrocirkulacié egyik legizgalmasabb problémdja a gastrointestinalis vérzések
kérdéskore. Klinikankon 1996 6ta miitkodik a mara mar orszagosan elfogadott és
elismert vérzObeteg szubintenziv részleg. A disszertdcid harmadik részében
ennek a 15 éves tevékenységnek szamos érdekes tapasztalatit szeretném
Osszefoglalni. Ezid6 alatt 2015 alkalommal 1794 beteget kezeltiink (1059 férfi
¢s 735 nd). Ez a kovetett és feldolgozott beteganyag nemcsak orszdgosan, de
nemzetkozi mértékkel mérve is impondlo. 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 nyelvi
kongresszusi kiadvanyokban szerepelnek, tobb izgalmas esetrdl szdmoltunk be
angol kozleményekben, valamint 2012-ben publikalt angol nyelvi
tanulmanyunk, Racz professzorral (Gydr) kozosen, egy Kkiterjedt, orszagos
felmérés tanulsagait dolgozza fel.
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Bevezetés

Az ¢ér-endothel az emberi szervezet miikodésének biztositdsdban ¢és
homeostasisanak  fenntartdsdban az egyik legfontosabb tényezs. 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 érujdonképzddésben etc. A keringés rendszerét mérete alapjan célszerii
két fontos formara szétosztanunk, igy kiilon beszélhetiink a mikrocirkulaciorol,
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
makrocirkulacio egyik legfontosabb karosodasa, sériilése a tapcsatornai vérzések
soran ¢szlelhetd, egy masik jelentds teriilet a zsigeri keringés zavarainak
témakore, mesenteridlis ischaemia, portalis thrombosis, vagy a Budd-Chiari
syndroma esetén. Mindkét betegségcsoportnak oriasi klinikai jelentésége 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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.  IRODALMI ATTEKINTES

A. Az ér-endothel mikodési zavarai
B. A mikrocirkulaci6 zavarai a tdpcsatornaban

C. A makrocirkulaci6 eltérései a tdpcsatornaban

A. Az ér-endothel miikodési zavarai a tapcsatornaban

Ebben a fejezetben a tapcsatornat érintd sejt- €s szovetszintli eltérésekbdl
mutatunk be egy szeletet, amelyek az endothelsejtek 4ltal expresszalt
struktirdkkal, novekedési faktorokkal, cytokinekkel kapcsolatosak, ide
sorolhatok a sejttenyészetben veégzett tanulmanyok is. Szo esik tovabba két
olyan — mashol termelddd, de a keringésben megjelend tényezordl is — a
haptoglobinrél és a manndz kotd lektinrél — amelyeknek az endothelsejtekkel
valdo kolcsOnhatasai 10jabb  ismereteink szerint érdemi  valtozasokat
eredményezhetnek a gyulladdsos folyamatok kialakuldsdban, illetve az
endothel-felszin épségének megdrzésében.

Az EDRF-NO jelentosége a tapcsatornaban

Az NO kozponti szerepet jatszik a tdpcsatorna élettandban és szadmos
kérformaban is. A bél potencidlis NO forrdsai kozé tartoznak a bélfal belsd
részei, a hizosejtek, epithelium, simaizom, neuralis plexus, a bélfalhoz kitapado,
vagy azt infiltralé fehérvérsejtek (neutrophilek, monocytdk), mig a luminalis
nitratokat a commensalis anaerob baktériumok bontjdk el. Az agyban és az
endothelsejtekben nyugalmi viszonyok kozott mikoddé NO szintetaz enzimet
konstitutivnak tekintjilk, mig az indukalhatd NO szintetaz gyulladasos
viszonyok kozott aktivalodik. Elettani koriilmények kozott a nyalkahartya
vérataramlasat NO  szabdlyozza, ami a mesentérium ¢érhaldzatanak
endothelsejtjeibdl szarmazik. Gyulladas esetén az indukalhaté NO szintetaz
altal termelt excessziv NO jarul hozzd a hyperaemidhoz. A perisztaltika és a
tapcsatornai sphinchterek koordinaciojat szintén a felszabaduldé NO medialja,
amely a non-adrenerg, non-cholinerg enteralis idegrendszer elsédleges
neurotransmittere. A bél motilitasanak 1ényeges valtozasai, példaul paralitikus
ileus esetén, excessziv NO koncentracid kovetkezményei, amit példaul
endotoxinok generalnak. Az NO szerepet jatszik a gyomormucosa sav ¢€s

bicarbonét szekrecmjanak a szabélyozéséban is. A _gyomormucosa

s

ischaemia, korai endotoxin shock, 6nemésztddés etc.- esetén, példaul ugy, hogy
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akadalyozza a neutrophilek kitapadasat a mesenteridlis endotheliumhoz, gatolja
a vérlemezke adhaesiot, megakadalyozza a hizosejtek aktivaciojat. A fiziologias
NO koncentracié védi a nyalkahartya barrier funkciojat, mig az excessziv NO
jelenlét kozvetleniil karosithatja a mucosat, karositja a cytoskeleton
actinfilamentjeit, gatolja az ATP képzddést, rontja a sejtek kozotti szoros
kapcsolodasi pontok (tight junction) épségét, hyperpermeabilitast 1déz eld. Az
indukalhaté NOS izoformak szelektiv gatlasa, illetve a konstitutiv NOS
miikodésének megovasa egyarant therapias hatasu lehet.

Az endothel barrier kdrosodasa szdmos korképben kimutathatd, ennek egyik jo
példaja a sulyos akut pancreatitis. Fontos allatmodell az, ahol intraduktalis
epeinfuzioval provokaljdk az akut pancreatitist patkanyokban. A kiterjedt,
szamos szervet érintd oedema kialakulasa ilyenkor jol demonstralja az endothel
barrier megnovekedett permeabilitasat, amit jelzett albumin kilépessel is
igazolni lehet. Az ismert antioxidant N-acetyl-L-cysteinnel végzett el6kezelés az
endothel barrier karosodasat és a kovetkezményes oedema kialakulést jelentésen
mérs€kelte, mig calcium csatorna blockolok (verapamil ¢és diltiazem)
gyakorlatilag hatastalanok maradtak (1). Egy masik tanulmanyaban ugyanez a
munkacsoport akut pancreatitisben vizsgalta az interleukin-1 (IL-1), IL-6 szintek
alakulasat, a  myeloperoxidase  aktivitas  valtozisait, valamint a
proinflammatorikus hatasu platelet-activating-factor (PAF) antagonistajaként
ismert lexipafant elOkezelés hatékonysagat az endothel barrier mikodés
karosodasanak kivédésében (2). Azt talaltdk, hogy a lexipafant csOkkentette a
pancreatitissel jard6 oedemaképzddés meértekét €s a gyulladdsos cytokinek
szintjét 1s. Egy hasonld vizsgalatban ehhez még hozzatették a platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) monoklonalis antitestjét is,
ami szintén csOokkentette az endothelialis mikodészavart, azt demonstralva,
hogy gyulladasos viszonyok kozott az aktivalt thrombocytak kitapadasa rontja a
barrier miikddést, mig ha ennek molekuldris tAmadaspontjat kikapcsoljuk, az
javithat a helyzeten (3). A leukocyta-endothel sejt kapcsolodas kiilonféle
formainak is jelentdsége van egyes gyulladasos korképekben, a két sejtféleség
interakciojanak harom fokozata lehetséges: rolling (gurulds), adherencia és
transendothelidlis migracié. Ezek jol demonstalhatok allatkisérletekben, példaul
sugarkezelés okozta enteritis capillarisaiban, gyulladasos bélbetegség aktiv
fazisaiban, ichaemia/reperfuzios karosodas, bakterialis infekciok esetén is.

A vascularis endothelial growth factor (VEGF) potens mitogén faktor, aminek
igen fontos szerepet tulajdonitunk a tumoros angiogenesisben. Tébb isoforma
Ismeretes, koziilik talan a legjelentdsebbek al8 kDa tomegii VEGF 121, a 23
kDa tomegli VEGF 165 és a 26 kDa tomegli VEGF 189. Egy izgalmas
munkdban (4) 76 colorectalis tumorban vizsgaltak a VEGF isoformak
expressziojat, ugy talaltdk, hogy a legkisebb tomegili forma a normal és a
tumoros colonszdvetben egyarant kimuthatd volt, mig a nagyobb tomegli VEGF
formak jelentdsebb mennyiségben csak a tumoros szovetben voltak fellelhetdk,
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a VEGF 189, ami csak sejthez kotott formaban detektdlhatd, dontéen a
legeldrehaladottabb colon tumorban volt a legnagyobb tomegben. A keringd,
solubilis VEGF (121 ¢és 165) 0Osszemennyisége a tumoros betegekben
szignfikansan magasabbnak mutatkozott, 1081 pg/ml vs 543 pg/ml. Ugy vélik
azonban, hogy a keringésben mért mennyiségnél a tumorképzés szempontjabol
fontosabb a sejthez kotott, legnagyobb tomegli VEGF isoforma.

Az angiogenesisnek, mint fontos pathogenetikai tényezének a szerepe az IBD-
ben a 2000-es évek elsd felében meriilt fol szélesebb korben. Az egyik
legaktivabb olasz munkacsoport IBD-s betegek mintainak vizsgalata mellett
human intestinalis microvascularis endothel sejttenyészetben (HIMEC) is
tanulmanyozta a VEGF, IL-8, bFGF szintek alakulédsat, a nyalkahartya kapillaris
stirliségét (MVD), és az endothelsejteken az avP3 integrin expressziojat. IBD-S
nyalkahdrtya kivonat angiogenetikus potencialjat cornedlis és chorioallantoikus
membran assay-n tanulmanyoztak. Allasfoglalasuk szerint szamos bizonyiték
igazolja az angiogenetikus aktivitdst mind a Crohn betegek, mind a colitis
ulcerosasok nyalkahartyajaban, amely egy lokalis, gyulladasfiiggd angiogenesis
(5). Ennek a komplex folyamatnak a tanulmanyozasa évek ota tart, izgalmas
kérdés, hogy miként alakul IBD-ben az angiogén tényezok egyensulya. Egy 1j
tanulméanyban 14 Crohn betegségben, 21 colitis ulcerosaban szenvedd betegben,
valamint 11 vastagbélrdkos betegben vizsgaltdk immunhistochemiai modszerrel
a biopsias mintdkban a VEGF, az indukalhato NOS ¢és az antiangiogén hatéasu
thrombospondin-1 (TSP-1) expresszidjat (6). Mindharom vizsgalt marker
szignifikdnsan nagyobb mértékben expresszalodott mindkét IBD-s csoport
mintaiban, mint az egészséges kontroll colon mintdkban. A vastagbélrakos
mintdkban csak a VEGF ¢s az iNOS expresszidja volt magasabb, mig a TSP-1
nem kiilonbozott az egészséges csoport eredményeitdl. Ez arra utal, hogy
tumoros milieu-ben az angiogenesist gatld TSP-1 expresszidja lényegében
elégtelen, mig IBD-ben megemelkedik ugyan, parhuzamosan a VEGF
expresszioval, de mértéke nem elégséges a gyulladasos angiogenetikus aktivitas
kivédésére. Egy allatkisérletes munkaban (7) thrombospondin-1 deficiens
egerekben vizsgaltdk dextran natriumszulfattal (DSS) indukalt colitisben a
VEGF, bazikus fibroblast growth factor (bFGF), transforming growth factor -1
(TGFB1), pro- ¢és antiapoptotikus fehérjék (Fas, és Fas-ligand) szintjének
alakulasat, a microvascularis €rsiirliséget, a endothel apoptosis indexet, valamint
a protein 53 és a [P-catenin expressziot. A VEGF, bFGF fehérjék szintje, a
microvascularis érstirliség (MVD) egyarant szignifikansan nétt a TSP-1 negativ
egerekben, mig az endothel apoptosis index ¢€és a Fas-ligand csokkent.
Dysplasiat, p53 overexpressziot 1ényegesen magasabb aranyban észleltek a TSP-
I negativ egerekben, mint a normal populacioban. Kovetkeztetéseik szerint a
TSP-1 csokkenteni képes az angiogenesist, a pro-angiogenetikus faktorok
szintjének csokkentése révén, ugyanakkor endothel apoptosist tud indukalni Fas
¢s Fas-ligand uton. Ehhez tarsul még a p53 €s B-catenin overexpresszio a TSP-1
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negativ egerekben, ami Osszegezve azt mutatja, hogy a TSP-1 hianyanak fontos
szerepe lehet a carcinogenesisben!

Az IBD-ben tehat az angiogenesis fontossaganak elfogadasa egyre vilagosabb,
azonban a folyamat elinditasaban szerepet jatszé sejtek és komponensek nem
teljesen vilagosak. Egy fontos tanulmanyban (8) azt vizsgaltdk, hogy a
vérlemezke adhesioja a gyulladt human bél endotheljéhez milyen hatassal van az
angiogenesisre. Nem stimulalt, ill. thrombinnal aktivalt vérlemezkéket
rétegeztek nyugalmi allapotban 1évo, ill. TNF-a el6kezelésben részesitett human
intestinalis microvascularis endothel (HIMEC) sejtkultirdra. A rendszerhez
kiilonbozo antitesteket is adagoltak, igy vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), intercellularis adhesion molecule-1 (ICAM-1), integrin ovf3,
szoveti faktor ¢és fractalkine (FKN) ellen termelt ellenanyagokat. A
thrombocytak kitapadasat mikroszkoppal nézték, valamint mérték a VEGF és a
solubilis CD40L felszabadulasat ELISA-val. Ezt kovetéen Matrigel csé
formacios tesztet is végeztek, annak vizsgélatara, hogy a vérlemezkék mennyire
indukalnak angiogenesist a co-kulturdban. A TNF-a eldkezelés ICAM-1, FKN,
avp3 integrin expressziot valtott ki HIMEC-ben. Az aktivalt thrombocytak jol
tapadtak mar a nyugalomban 1évd endothelsejtekhez is, de még jobban a TNF- o
elékezelést kovetden. A vérlemezke kitapadds VCAM-1-t61 és szdveti faktortol
nem fliggott, viszont az ICAM-1-t6l, FKN-t6l és az integrin avp3-t6l igen. Az
endothelsejtek csak akkor termeltek VEGF-t és solubilis CD40L-t, amikor TNF-
a elokezelés utan vérlemezkékkel taldlkoztak és ez a hatas meg kifejezettebb
volt, ha a vérlemezkék IBD-s betegbdl szarmaztak!! Osszegezve: a vérlemezke
kitapadast a TNF- a kezelést kapott HIMEC-en az ICAM-1, FKN ¢és avfp3
integrin medialja, ez VEGF ¢és solubilis CD40L felszabadulast indukal, ill.
aktivalt vérlemezkék esetén tubulus formalddast is elindit. Tovabbi informaciot
szolgaltattak azok a vizsgalatok, amelyek HIMEC-ben a thalidomide hatasat
tanulmanyoztak (9). A glutamsav szarmazék thalidomide a TNF-a transcriptios
inhibitora, de az erekre is hat. Refrakter Crohn betegségben jo hatasfokkal
alkalmaztak, de a pontos mechanismus még nem ismert. A HIMEC kulturdban
thalidomide el6kezelés utan végezték a TNF- a aktivalast alacsony aramlési
stressz mellett és ezt kovetben szdmos tényez6t tanulmanyoztak: fvs
adherenciat, E-selectin, ICAM-1, VCAM-1 expressziot, iNOS, COX-2, NF-
kappa B aktivaciot. A thalidomide kezelés gatolta a fehérvérsejtek kitapadasat a
HIMEC-hez, blokkolta az adhaesiés molekulak expresszidjat és az NF-kappa B
aktivaciot, ugyanakkor nem befolyasolta az iNOS, ill. a COX-2 expressziot,
amelyek fontos molekuldk a HIMEC aktivacio lefékezésében. A thalidomide
emellett hatékonyan gatolta a VEGF indukalta HIMEC ndvekedést,
cs6formalodast €s vandorlast. Mindez arra utal, hogy a thalidomide hat4dsanak
kulcsa Crohn betegségben az érendothel mitkodésének befolyasolasa.

Danese munkacsoportja azt is tanulmanyozta, hogy a VEGF az angiogenetikus
aktivitason kiviil befolyasolja-e magat a gyulladast is IBD-ben. Egyrészt betegek
mintaiban vizsgaltdk a VEGF-A és receptorai, a VEGFR-1, ill. VEGFR-2
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expressziojat, masrészt HIMEC tenyészetben tanulmanyoztak a VEGF-A
hatdsdra a matrigel-csd tesztben a tubulus képzddést, a VCAM-1, ICAM-1
expressziot €s a neutrophil fehérvérsejtek kitapadasat. A VEGF-A és VEGFR-2
szintje magasabb volt az IBD-s betegek mintaiban, a VEGF-A angiogenesist
indukalt a HIMEC-ben, egyidejiileg azonban fokozta a neutrophilek kitapadasat
IS, ugy tinik tehat, hogy a VEGF a gyulladasos aktivitas fokozasara is képes,
tehat a VEGF-A szignal blokkolasa akar therapias lehetdségii is lehet IBD-ben
(10).

A proton pumpa gatlok hasznélata igen széleskori lett az elmult 2 évtizedben.
Ismeretes, hogy a Helicobacter pylori okozta gyomormucosa gyulladas
pathomechanismusaban az interleukin-8 okozta neutrophil infiltracid szerepet
jatszik. Egy érdekes tanulmanyban japan szerzok azt tanulmanyoztdk human
koldozsinor véna endothel sejtkulturaban (HUVEC), hogy a kiilonféle
protonpumpa gatloknak van-e gyulladascsokkentd hatidsa is, a savgatlason
tulmenden, vagyis befolyasoljak-e a gyomor epithelsejtek (MKN45 sejtvonal)
Mindkét kisérleti sejttenyészetet H. pylori vizes kivonataval, ill. IL-1bétaval
stimulaltdk, majd mérték a nuclearis factor kappa B aktivaciot és az IL-8
termelést, valamint az IL-8 indukalta transendothelialis fvs migraciot. A vizsgalt
omeprazol ¢€s lansoprazol egyarant szignifikdnsan gatolta az NFkappaB
aktivaciot és a granulocytak transendothelialis migraciojat is (11)!

A manndz-kotd fehérje (mannose-binding lectin: MBL) az innate immunitas
fontos, un. mintazat-felismerd eleme, amit a m4dj termel. Kotddni képes a
mannose-t, fucose-t vagy N-acetylglucosamint tartalmazo
glucoconjugatumokhoz, amelyek szamos baktérium, virus, ill. gombak felszinén
megtalalhatok. Ez a kotddés a lectin Gtvonalon at aktivalhatja a complement
rendszert, vagy opsonizalja a microorganismusokat €s ezzel eldsegiti azok
phagocytosisat. A keringd MBL mindségi, vagy mennyiségi eltéréseit (jjabban
szamos fert6zd betegséggel kapcsolatba hozzdk. Az innate immunitas fontos
szerepet jatszik a nem-alkoholos zsirmaj (NAFLD) kialakulasaban, egy holland
tanulméanyban 43 majbeteg €s 10 kontroll méjbiopsids mintdiban vizsgaltdk a
complement faktorok és a mannoz-koto lectin lerakodasat. Activalt C3-at, C4d-t,
neutrophil infiltradciot, pro-inflammatorikus cytokin expressziot taldltak a
zsirmdju mintak 74 %-aban, mig complement aktivacié nem volt kimutathat6 az
egészséges majakban (12). A manndzzal, vagy fukoézzal kapcsolt fehérjék
viszonyat a majsinusoidok endothelsejtethez €s a Kupffer sejtekhez
sejttenyészetben is tanulmanyoztak, ugy talaltdk, hogy a sinusoidalis
endothelsejteken specialis manndz receptorok vannak, amelyek kotni tudjak a
mannozilalt ¢és fukozilalt bovin szérum albumint (BSA), és ezt a galaktéz
jelenléte nem befolyasolta, mig a Kupffer sejtek esetén tobb receptor is képes a
fukézzal kapcsolt BSA megkotésére, tehat a fukozilalt proteinek inkabb
tekinthetok Kupffer sejt szelektivnek (13). Ismeretes, hogy a complement
klasszikus aktivalodasanak a felismerd molekulaja, a Clq kotédik az



dc_562 12 14

endothelsejtekhez €s aktivacidt valt ki. A mann6z-kotd lectin (MBL), mint a
lectin aktivalédasi tutvonal mintazatfelismerd molekulaja szerkezetileg és
funkcionalisan is rokonsagban van a Clg-val. Magyar munkacsoport
tanulmanyozta, hogy az MBL milyen modon [ép kapcsolatba human
koldokzsindrvéna endothelsejtekkel (HUVEC). Azt taldltdk, hogy a kotédés
dozisfiiggd és competitiv a Clg-val, ami arra utal, hogy ko6z0s receptoron
kotédnek a tenyésztett endothelsejtekkel €s ezt a kotddést az endothelsejtek
lipopolysachariddal torténd eldkezelése fokozni képes, mindez gyulladdsos
folyamatokban fontos szerepet jatszhat (14). Egy masik munkacsoport szintén
tanulmanyozta, hogy az MBL befolyasolja-e a bacterialis LPS endothelsejtekre
kifejtett hatasat. LPS stimulusra a HUVEC szamos cytokint, chemokint képes
expresszalni. Ebben a kisérletben human MBL/ MBL-asszocialt szerin proteaz
komplex, illetve rekombindns human MBL egyarant fokozta a HUVEC LPS
indukalta cytokin szekrécidjat, ugymint az IL-8, IL-6, monocyta-
chemoattractant protein-1 elvalasztast, mégpedig dozis-fiiggé modon. Ezt a
hatast anti-MBL antitest, vagy mann6z gatolni tudta. Valamennyi vizsgalt
cytokin koziil az IL-6 szekrécio volt a legnagyobb, fiiggetleniil attol, hogy csak
rekombindns MBL-t, vagy a szerin proteazt is tartalmazé komplexet vitték a
rendszerbe. Ezek az eredmények azt tamogatjak, hogy az MBL az ismert lectin-
komplement aktivacids Ut mellett mas formaban is befolyasolhatja a gyulladasos
folyamatokat, mégpedig a mikrocirkulacié teriiletén (15). Fontos Kklinikai
relevancidja is van annak a tanulmanynak, amelyben a carotis endarteriectomiaja
utan kialakuld restenosis mechanismusat vizsgaltak abbol a szempontbdl is,
hogy a betegek homozygotak a normal tipusu MBL2-re, vagy ennek valamilyen
variansaval rendelkeznek. A korai postoperativ 1doszakban nézték a
valtozasokat a szérum VEGF, EGF (epidermal growth factor) és PDGF (platelet
derived growth factor) szintjében, ill. ezek alakulasdnak ¢s az MBL2
genotypusanak hatdsat a restenosis kialakuldsara. 82 miitott beteget kovettek 14
hénapon at. A normal MBL2 genotipust betegekben a postoperativ VEGF és
PDGF nagymértékii emelkedése jelentdsen novelte a restenosis esélyét — OR:
27,73 vs 9,23 a csekély postoperativ emelkedést mutatd csoportban. A
konkluzio, hogy a restenosis kialakulasdban a ndvekedési faktorok mellett a
complement aktivacio is szerepet jatszik (16). A complement rendszer képes
indukalni ¢és fokozni gyulladasos reakciokat. Az MBL-hez asszocialt szerin
proteaz (MASP-1) egy dontd eleme a lectin Utjan torténd complement
aktivacionak. Egy izgalmas tanulmanyban azt vizsgaltak, hogy a MASP-1
milyen aktivaciot idéz el6 a HUVEC sejttenyészetben, és azt talaltdk, hogy
stimuldlni képes a kalcium fliggd szignalizacidt, az NF-kappaB és a p38MAPK
aktivaciot is. A masik MBL-hez asszocialt szerin proteaz, a MASP-2 nem tudta
ezt kivaltani. A MASP-1 hatdsa a proteolytikus aktivitassal fliggott oOssze,
mégpedig oly mddon, hogy az endothelsejteken 1év6 protease-activated receptor
(PAR) régiohoz kapcsoldodott, ezen beliil is azt talaltak, hogy a MASP-1 targetje
a PAR4. Azt is sikeriilt demonstralni, hogy MASP-1 kezelés utan a membranhoz



dc_562 12 15

kotott intakt PAR4 mennyisége lecsokken. Ezek az eredmények Uj adatokat
szolgaltattak az endothel sejtmitkodés ¢és a complement rendszer
aktivalodasanak kapcsolatahoz (17). Egy angol tanulmanyban gyermekeken
vizsgaltak az endothel miikddés és az MBL genotypus kapcsolatat, exon 1 és
promoter polymorphismusok vonatkozasdban. 2176 tizéves gyermeket
tanulmanyoztak, akik koziil rovid idével kordban 544-en estek at fert6zo
betegségen. Az endothel miikodést aramlas medialta dilatacio (flow mediated
dilatation: FMD) mérésével nézték. A fert6zés mintegy 10 %-al csokkentette az
FMD-t, ¢és ez szignifikdnsnak bizonyult azon gyermekeknél, akik homozygdta
formaban varians MBL-t hordoztak. Véleményiik szerint ez a varians allel a
késébbi atherosclerosisra hajlamosithatna (18).

Egy kinai munkacsoport két izgalmas vizsgalatban elemezte az MBL hatasat
human vese glomerularis endothel sejttenyészetben (HRGEC), kiilonb6zo
a TGF-B1 és az NF-kappaB termelddés mérésével ellendrizték, tovabba aramlasi
cytometridval nézték az MBL és C3 depozicidkat az endothel felszinén.

A magasabb cukrot + MBL-t is tartalmazo6 tapoldatban tartott endothelsejtek
szignifikdnsan tobb TGF-B1-et termeltek és az NFkappaB aktivitas is magasabb
cukorkdzegben, mindezt MBL blokkolé antitesttel ki tudtak védeni.
Osszegzésként megallapitjak, hogy vese eredetli endothel sejttenyészetben a
magasabb cukorszint noveli a TGF-1 termelést, amit az MBL tovabb képes
fokozni, novelve az NFkappaB aktivalodast is (19). A masik tanulmanyban IL-6
¢s TNF-o expressziot mértek a feliilluszoban, ugy, hogy a két magas

s
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a magas cukrot tartalmazé tapfolyadékban az IL-6 és TNF- o termelés
szignifikdnsan magasabb volt, ami szignifikdnsan tovabb fokozodott az MBL
jelenlétében. Ebben a tenyészetben MBL és C3 depozitumokat is ki tudtak
mutatni az endothelsejtek felszinén. Mindez arra utal, hogy a magas cukor €s az
MBL indukalta complement aktivacié altal fokozott gyulladasos faktor képzés a
diabeteses nephropathia kialakuldsdnak fontos patogenetikai komponense lehet
(20).

Az endothel felszin kiilonb6zé valtozasokra eltérd modon reagal, igen érdekes,
hogy a nyomasviszonyok valtozasa milyen reakciokat valthat ki, aminek példaul
a klinikumban oriasi jelentdséggel bird portdlis hypertensio vonatkozasdban
lehet szerepe. Egy német kisérletes tanulményban (21) az vizsgaltak, hogy a
vénas nyomas hirtelen megemelkedése és ezzel kapcsolatban az dramlési stressz
valtozasa milyen endothelialis dysfunctiot valthat ki, megfigyelésiik szerint a
vénas hypertensio megemelte a matrix metalloproteinazok (MMP 1,8,9)
aktivitasat, de egyuttal fokozta a szdveti metalloprotedz inhibitorok (TIMP 1,2)
aktivitasat is mind a magas, mind pedig az alacsony nyomadsu teriileteken. Ehhez
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a magas nyomasu terlileteken a vascularis endothelialis novekedési faktor 2
(VEGFR2) receptoranak expresszidja is megemelkedett! Szintén klinikai
relavanciagja van a bakteridlis transzlokacié vizsgalatdnak, ami sajat
megfigyeléseink szerint is, cirrhosisban rontja a betegek életkilatasait. Egy
izgalmas allatkisérletben patkanyokon vizsgaltdk a mesenterialis keringés
szintjén a bakterialis transzlokacid hatasait €s ugy taldltak, hogy a bél lezarasa
utan az endothelhez kitapadd neutrophil fehérvérsejtek szama 5x-0sére
emelkedett, a migralo neutrophilek ardnya 11x-esre nétt €s az endothelialis P-
szelektin, valamint intercellularis adhesion molecule-1 (ICAM-1) expresszioja a
capillarisokban megdupldzodott. A bakterialis transzlokacid ¢és bélelzarddas
természetesen a mortalitast is megemelte (22). Masik igen fontos teriilet az
endothel szerepe a tumoros progresszioban. Dianzani ¢és mtsai (23) emberi
koldokzsinér véna endothel sejtkultiraban (HUVEC) tanulmanyoztak human
colon carcinoma sejtvonal (HT29) tumoros sejtjeinek kitapadasat, illetve a
cyclooxygenase-2 (COX-2) gatld Celecoxib hatasat erre a folyamatra. Azt
talaltak, hogy a Celecoxib mind a nyugvé HUVEC sejtek, mind a TNF-a-val
stimuldlt HUVEC sejtek esetén gatolta a HT29 tumorsejtek kitapadasat, a
pontosabb analizishez western blot-tal vizsgalt ICAM-1 és VCAM-1 adhaesios
molekuldk koziil azonban csak a stimuldlt — tehat gyulladasos viszonyokat
utanz6 - HUVEC sejteken sikertilt gatolni az adhaesios molekulék expressziojat,
leghatékonyabban 10 microM-os celecoxib koncentracioban. Ezek a vizsgalatok
ujabb bizonyitékai annak, hogy a sejtkultira megfelelo feltételekkel igen
hasznos informaciokat adhat a human in vivo vonatkozasok irdnyaban is. Az
altalunk is részletesen tanulmanyozott haptoblobinnak az endothel dysfunctiora
gyakorolt esetleges hatasat tanulmanyoztdk diabeteses gyermekeken.
Felnéttekben 2-es tipusu diabetesben a haptoglobin 1-1 genotipus megléte
protectiv hatasunak tlintk a szovodményekkel szemben. Az aktudlis
tanulméanyban fiatalkori 1-es tipusu diabetesben tanulmanyoztdk ezt, de itt az
endothel miitkodési zavar csak a HbAlc-vel mutatott egyértelmii korrelaciot, a
haptoglobin genotipussal nem lattak 6sszefliggést (24). Egy masik, ugyanebben
a témakorben megjelent kozlemény a cukorbetegekben az endothel miikddési
zavarat a haptoglobin 2-2 genotipusaval hoztak Osszefliggésbe (25). Egy
rendkiviil izgalmas kozleményben endothel progenitor sejteket transfectaltak
haptoglobin génnel, annak tisztdzasara, hogy milyen kozvetlen hatéasa
mutatkozik a haptoglobinnak az endothel progenitor sejtek érujdonképz6 faktor
expresszidjara. Azt talaltdk, hogy a haptoglobinnal mddositott endothel
progenitor sejtekben szamos pro-angiogén faktor expresszioja fokozodott, ami
in vitro csoképzddésben i1s megnyilvanult. Olyan allatkisérletekben, ahol
végtagischaemiat hoztak 1étre, a mddositott endothel progenitor sejtek javitottak
a vérataramlast és az ischaemids sériilésekbdl valo felépiilést (26). A cikk
konkluzidja szerint ex vivo endothel progenitorsejtek haptoglobinnal torténd
modifikédciojaval az érsériilések okozta ischaemia kezelésében lehetne
eredményeket elérni. Egy nagy holland klinikai tanulmanyban az ér-endothel
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miikodési zavaranak ¢és a gyulladdsos markereknek a fontossagat
tanulmanyoztak metabolikus szindromaval tarsuld coronaria és periférids
érbetegekben. A CODAM study keretében 539 beteget vizsgaltak, az endothel
dysfunctio jellemzésére a solubilis E-selectin, a solubilis VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) és a von Willebrand faktor mérését, mig a gyulladas
jellemzésére a C-reaktiv protein, IL-6, solubilis ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1), serum amyloid A, coeruloplasmin és haptoglobin meghatarozasat
alkalmaztak. Eredményeik szerint az endothel dysfunctio egyértelmiien nagyobb
szerepet jatszott metabolikus szindroma mellett a periférids érbetegség
kialakulasaban, mint a coronaria betegségben, feltételezhetjiik tehat, hogy a
periférids érbetegséghez kozelebb allo zsigeri keringési zavarokra is ez az
Osszefiiggés lehet a jellemzobb (27). A tapcsatornai vérzések kezelésének egyik
legkevésbé megoldott teriilete az angiodysplasiabol szarmazd vérzés.
Kozelmultban jelentek meg olyan megfigyelések, hogy a thalidomide, mint az
érijdonképzddés inhibitora, hatékony kezelési alternativa lehetne. Egy érdekes
kinai kozleményben sebészeti mintdkon és human koldokzsindr véna endothel
sejtkultardban vizsgaltdk ezt a kérdést. Immunhistochemiai modszerrel
vizsgalatdk a massziv vérzés miatt operalt betegek bélrezekatuméban a mucosa
kapillérisaiban az angiopoetin 2, Notch 1 és delta like ligand 4 expresszi(')t amit
tenyészetben tanulmanyoztak kiilonb6zo dozisu (25 — 200 mg/L) thalidomide-
dal tortént inkubacio utan ezen proteinek mRNA expresszigjat, ill. a proteinek
megjelenését, azt talaltdk, hogy a thalidomide inkubécié dozisfiiggdé modon
valamennyi vizsgalt protein megjelenését gatolta a sejtkultrdban, ami
alatimasztja az angiodysplasidk kezeléseben az eddigi klinikai hatékonysagra
vonatkozd tapasztalatokat (28). Az angiogenesis gatlasdnak a gyulladasos
bélbetegség vonatkozasaban feltételezett esetleges elonyos hatasat kivantak egy
allatkisérletben demonstralni amerikai kutatok, akik dextran natriumszultattal
(DSS) provokalt egér colitis Iétrehozasa eldtt alkalmaztak intraperitonealis
bevacizumab injekcidt. A kisérlet végén a colon gyulladast és a capillaris
stiriséget elemezték. Megfigyeléseik szerint a VEGF-gatld eldkezelés nem
csokkentette sem a gyulladast, sem az angiogenesist, inkdbb hatraltatta a
gyulladasbol  valdo gydgyulast folyamatat (29)! Az angiodysplasidk
kialakuldsaban egészen 1jszerli koncepciot fogalmazott meg egy angol
munkacsoport (30), abbdl a klinikai ismeretbdl indultak ki, hogy von Willebrand
betegseghez gyakran tarsul angiodysplasia is, ezért gatoltak tenyésztett endothel
sejtekben a vVWF expressziot és azt talaltak, hogy ennek hatasara ndvekedett az
in vitro angiogenesis, fokozodott a VEGFR-2 (vascular endothelial growth
factor receptor-2) dependens proliferacid6 és migracios aktivitas, nott az
angiopoetin-2 felszabadulas is, mig az avp3 integrin szintek csokkentek. VWF
deficiens egerekben végzett vizsgalatokkal is megerdsitették azt a hypothesist,
miszerint a von Willebrand faktornak az angiogenesisben is fontos szerepe van a
haemostasisban betoltott funkcid mellett.  Szabé Sandor Long Beach-i
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munkacsoportja régota foglalkozik a fekélyképzddés kérdésével, az utdbbi
idében az endothelialis novekedési faktor szerepét is vizsgaltak és azt talaltak,
hogy a megnovekedett VEGF nem segitette eld a gyogyulast, aminek hatterében
egy érdekes egyensulyzavart mutattak ki, nevezetesen VEGF-el egyidejlileg
novekszik a gatlo hatdsi endostatin €s angiostatin szintje is, amelyek fokozzéak a
matrix metalloproteinase (MMP) 2 szintjét és ez lehet a magyardzata a
gyogyulasi folyamat lelassulasanak (31). Szintén ez a munkacsoport vetette fol a
kozelmultban, hogy a colitis ulcerosa kezelési, gydgyulasi folyamatdban is
hasonld6 egyensulyzavar feltételezhetd, nevezetesen a microvascularis
dysfunctio, endothel barrier defektus hatterében fennallhat a VEGF indukalta
patholdgids angiogenesis pathogenetikai szerepe, ugyanakkor egy masik,
ujabban leirt angiogén faktor, a placentalis novekedési faktor (PIGF) szerepe is
felmertilt. Ezek alapjan a pathologias angiogenesis gatlasa akadalyoznd a colitis
ulcerosa kifejlodését. Masrészt ismeretesek olyan adatok is, hogy mar fennallo
aktiv betegségben az angiogenesis stimulacidja PDGF (platelet derived growth
factor), vagy bFGF (basic fibroblast growth factor) révén a gydgyulést tudja
felgyorsitani. Ezek az 0j ismeretek 0) tavlatokat nyithatnak a colitis ulcerosa
kiilonb6z6 stddiumaiban alkalmazhatd6 angiogenikus, vagy éppen anti-
angiogenikus  terapiak vonatkozasaban (32). Az aszimmetrikus arginin
(ADMA), amely a konstitutiv NO-szintetaz (NOS) enzim endogén inhibitora,
fontos szerepet jatszik szamos korfolyamatban. 1992-ben irtak le elGszor,
Vallance és mtsai. Az ADMA f0leg a sejtmagban taldlhatd, metilalt arginint
tartalmazo6 proteinek hidrolizisével szintetizalodik és competitiv mdédon gatolja a
vascularis endothelsejtek NO szintetazanak miikodését, ennek megfelelden
potencidlis rizikofaktora a coronaria betegségek kialakulasanak, emelkedett
plasma szintje szamos olyan folyamatban kimutathato, ahol endothel dysfunctio
all a korfolyamat hatterében, igy hypertensio, hyperglycaemia, veseelégtelenség
etc. koriilményei kozott. Allatkisérletekben az ADMA fokozta a gyomormucosa
sériilékenységét, amennyiben az NO gatlasa révén csokkentette a vérataramlast
és fokozta a TNF-a felszabadulasat. Ugy tiinik, hogy szerepe van a H. pylori
indukalta gyomormucosa karosodas kifejlddésében is. Hatasa ellensulyozhato6 L-
arginine adasaval, ami az NOS szubsztratja és superoxide dismutase-sal (SOD),
ami viszont egy jolismert szabadgyok fogo (33).

Igen fontos 0j felismerés az endothelium miikddési zavarai és a gyulladasos
bélbetegségek kapcsolatrendszerében az NKX2-3 (NK2 transcription factor
related locus 3) szabalyozé szerepe a microvascularis intestinalis endothelsejtek
Endothelin-1 és VEGF szignalizacidjaban. Az NKX2-3 az NKx csalad tagja,
amely egy homeodomain transcriptioés faktorcsalad, amely fontos szabalyozo
szerepet jatszik szovetspecifikus génexpressziokban a szoveti differenciaciod
soran. Az egyedfejlddés idején az NKX2-3 dontden a kozép- és hatsobél
mesodermdjdban ¢€s a Iépben expresszalddik, fontos szerepe van egyebek kozott
a normdlis vékonybélmiikddés kialakuldsaban. Az NKX2-3  szintén
expresszalodik a bélkapillarisok endothelsejtjeiben is, ahol példaul egerekben a
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lymphocyta adhesios molekuldk (MadCAM-1) expresszidjdhoz fontos. A
microvascularis endothel miikodése donté a bél gyulladasos folyamatainak
kezelésében, hiszen cytokinek, bacterialis termékek okozta endothel aktivaciod
nyomdn adhaesidos molekulak expresszalodnak, chemokinek termelédnek és
megindul a leukocytdk transzmigracidja. Miutdn mar kimutattadk, hogy az
NKX2-3 expresszidja fokozodik Crohn betegek bélfalaban és B lymphocytaiban
(34), cbben a fontos tanulmanyban (35) a szerzOk human intestinalis
microvascularis endothel sejtvonalon (HIMEC) tanulméanyoztdk tobbek kozott
az endothelin-1 és VEGF expresszidjat. Azt talaltdk, hogy az NKX2-3 szamos, a
expressziojat, mig az Endothelin-1 expresszio forditottan aranyos az NKX2-3
kifejezddéssel.

A haemoglobin kiszabaduldsa a vorosvértestekbol altalaban gyulladéasos
folyamatok, infekciok, autoimmun megbetegedések (pl. SLE) kapcsan
kovetkezik be. Az atheromés plakkbol szarmazé lipidek is okozhatnak
haemolysist, ilyenkor a kiszabadult haemoglobin oxidalodik, bekovetkezik a
haem-oxygenase upregulatidja és ez fokozza az endothelsejtek karosodasat. A
haem kiszabadulasat gatld haptoglobin, ill. a haem sequestracidja haemopexin
formaban csokkenteni képes az érfalkdrosodast (36). A csokkent funkciondlis
haptoglobin aktivitds myocardialis infarctust kovetden rosszabb életkilatasokkal
jar. Ennek okat haptoglobin hianyos egerekben vizsgalva azt talaltdk, hogy
ebben a csoportban gyakoribb volt a szivruptura, illetve, ahol ez nem
kovetkezett be, ott is sulyosabb intramuralis bevérzéseket ¢és leukocyta
infiltraciot talaltak, ennek okaként fokozott oxidativ stress, csOkkent PAI-1
aktivitdas és megnovekedett VEGFa transcriptio és fokozott microvascularis
permeabilitas volt kimutathatd6. A haptoglobin jotékony hatasat endothel
sejtkultardban is kimutattdk, amennyiben a haemoglobin indukalta oxidativ
karosodas kivédése mellett helyredllitotta az endothelsejtekben a VEGFo/
angiopoetin-1 expresszio egyensulyat is, biztositva a microvascularis integritas
jobb megorzését (37).

B. A mikrocirkulacié miikodési zavarai a tipcsatornaban

A mikrocirkulacié és a makrocirkulacio miikddési zavarainak egyik fontos
kozos példdja a thrombosis. Gyulladasos bélbetegségben fokozodik a
thromboembolidas események el6forduldsa. Az aldbbi tanulmanyban 10 éves
periodus soran vizsgaltak ezt a jelenséget (38). 266 IBD miatt hospitalizalt beteg
esetében 9 betegben igazolddott valodi thrombosis (3,4%), atlagéletkoruk 31 év
volt, 6 férfi és 3 nd, 5 betegnek volt Crohn betegsége és 4-nek colitis ulcerosgja,
5 esetben alsovégtagi mélyvéna thrombosist taldltak, koziilik egynek
tidéembolidja is lett, agyi véna thrombosis 2 esetben igazolodott, porta
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thrombosis és jugularis véna thrombosis 1-1 esetben. Hangstlyozzak, hogy
valamennyi esetben az IBD aktiv periodusaban kovetkezett be a
thromboembolias esemény.

A mikrocirkulacié mitikodésének zavarai harom f6 teriileten jelennek meg, a
kréonikus gyulladasos folyamatokban, a tumoros progresszidban, valamint az
ischaemia, szoveti hypoxia kialakuldsaban. A bélfal keringészavaranak egyik
sulyos példaja az 0jsziilottek necrotizald enterocolitise. Egy kisérletes munkaban
(39) patkanyujsziilottekben idéztek eld nekrotizald enterocolitist, laser-Doppler
vérataramlasat, majd peritonedlisan dializaldo oldatot juttattak az allatokba.
Ennek hatasdra 48 ora alatt a kontroll csoporthoz képest latvanyosan
alacsonyabb veérataramlds fokozatosan emelkedni kezdett ¢€s elérte a
kontrollcsoport kiindulasi ilealis vérataramlési értékét. Egy masik ragesalod
modellben trinitrobenzoeszulfonsavval (TNBS) indukalt colitisben nézték a
diétasan alkalmazott 2% phosphatidylcholine jotékony hatdsat a gyulladédsos
folyamat dinamikajara és a mikrocirkulaciora (40). Szamos markert vizsgaltak,
igy a colon szovetében a xanthine oxidoreductase-t, myeloperoxidase-t, NO-
végtermékeket, a plasmdban gyulladdsos cytokineket. A TNBS beontés
hyperdinamikus keringést idézett eld, szignifikansan emelte a gyulladasos
markereket, enzimaktivitasokat, a diétas elokezelés hatékonyan csokkentette a
gyulladdsos reakciokat ¢és megovta a microvasculatura ¢€pséget. Az
erythropoetin-analég darbepoetin-o. javitja a majfunkcidot és segiti a maj
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talaltdk, hogy a tumoros ¢érujdonképzddést €s a tumorndvekedést egyarant
szignifikdnsan fokozta, ami fokozott figyelmet érdemel emberi alkalmazas
esetén (41). A Kklinikumban a kozelmultban vezették be a kronikus
majelégtelenség akut fellangolasanak fogalmat (acute-on-chronic liver failure
ACLF), ami rossz progndzisu, magas mortalitdsu fordulatot jelent, az ACLF
transzlokécid, a bél keringési zavara ¢és ezekkel Osszefiiggésben az un. SIRS
(systemic inflammatory response syndrome) kialakulasa figyelhet6 meg (42).

A portalis hypertensio legfobb oka a megndvekedett intrahepatikus rezisztencia,
ennek kialakuldsaban a majsinusoidok endothelsejtjeinek miikddészavara dontd
jelentdségii, miutan ezekben a sejtekben csokken az NO és mas vasodilatatorok
termelddése, ez a majon beliili megndvekedett vascularis rezisztencidhoz vezet,
a megnovekedd portalis nyomads azonban az extrahepatikus teriileten, a zsigerek,
sOt a szisztémas kerintés rendszerében ellentétes iranyu endothel-dysfunctiot
idéz eld, itt a vasodilatacid keriil tulsulyba, az artérids oldalon értagulat
kovetkezik meg, masrészt megindul a portosystémas kollateralisok kifejlédése,
ennek minden ismert kovetkezményével, a tagult nyeldcsdvisszerekkel és az
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ascites képzddéssel. Az endothel dysfunctio pontos sejt és molekularis
mechanismusai még nem teljesen ismertek, egy kivalo review targyalta az
eddigi ismereteket €s a jovendd kutatési Utjait (43). JOI ismert, hogy gyulladasos
bélbetegségben a COX-gatlo gyogyszerek, NSAID készitmények karosoddsokat
okozhatnak. Eppen ezért egy érdekes tanulméanyban experimentélis colitis
(TNBS indukalt) gyogyulasi folyamatat vizsgaltak a gyomorba juttatott aspirin,
szelektiv COX-2 gatld celecoxib, valamint NO-donor-ASA mellett. Szamos
paramétert vizsgaltak, igy a myeloperoxidase-t, indukalhatdé NOS-t, TNF-a és
IL-1B expressziot, colon vératdramlast etc. A TNBS indukalta colitis soran a
vérataramlas szignifikansan csokkent, a colon stulya novekedett, megnovekedett
az MPO, plazma IL-1B és TNF-a aktivitds. Ezeket az aspirin tovabb
sulyosbitotta, a celecoxib viszont nem ¢€s a szintetikus Prostaglandin E2 adasa
pedig kivédte. Az NO-ASA kezelés dozis fliggd formaban gyorsitotta a colon
gyogyulasi folyamatait, novelte a verataramlast, novelte a plasma NO szintet,
szupprimalta az MPO képzdédést és downregulalta a COX-2, iINOS, IL-1B és
TNF-o mRNA-t (44). Egy masik munkaban az NO-Aspirin elonyos hatasat
demonstraltdk allatkisérletes reflux oesophagitis modellben is. Itt patkdnyok
aspirint, indomethacint, celecoxibot, NO-donor glyceryl trinitratot, valamint
NO-ASA-t kaptak. A két utobbi kezelés hasonlé modon volt képes a gyulladdsos
cytokinek emelkedését és a nyalkahartya karosodast kivédeni, mikozben a
vérataramlas is jobb volt (45). Egy masik érdekes munkaban az indomethacin
hatasat tanulmanyoztak a gyomor €s vékonybel vascularis permeabilitasara, amit
a microvascularis endothel karosodasanak jeleként értékeltek. A patkanyokban
az indomethacin okozta gyomormucosa karosodas ¢€s vascularis permeabilitas
fokoz6das parhuzamos volt, az atropin mind a Kettd vonatkozasaban
cypoprotective hatastt volt, de csak intakt nervus vagus mellett (46). A
heparanase enzim Osszefliggésben all a cyclooxygenase-2 termeléssel ¢és
egylittesen befolydsoljak a kapillaris stirliséget (microvessel density: MVD) is,
ami a tumor progressziot kisér® angiogenesis egyik mutatdja lehet. Egy
tanulméanyban colon carcinomas szovetekben vizsgaltdk ezeket a paramétereket
(47), immunohistochemiai moddszerekkel, Western blot technikaval, ill. a
kapillaris stirliséget anti-CD34 antitestekkel. A normalis colonszdvetben
heparanase csak 5 %-ban volt kimutathatd, mig a tumoros szdvetben 80,7%-ban,
ez szorosan korrelalt, mind a COX-2 expresszioval, mind a nyirokcsomd
metastasis képzddéssel, mind a fokozott kapillaris stiriséggel és a rovidebb
tulélessel. Egy kivald olasz munkacsoport (Silvio Danese €s mtsai) tobb fontos
kozleményben foglalkozott az IBD és a gyulladasos angiogenesis kapcsolataval,
az egyik fontos munkaban (48) az Gj TNF-a gatlo infliximab hatasat
tanulmanyoztak a colon nyalkahartyaban észlelhetd angiogenesis folyamatara,
14 Crohn betegség miatt infliximabbal kezelt betegbdl szdrmazd szovetmintat €s
vérmintat vizsgaltak a kezelés inditasa el6tt és 1 év kezelést kovetden. A mucosa
angiogenesisét CD31, valamint Ki-67  festéssel értékelték, a wvascularis
endothelial novekedési faktor-A (VEGF-A) megjelenését pedig ELISA-val
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mérték mucosa szovettenyészetben. Parhuzamosan human intestinalis fibroblast
sejtkultirdban is vizsgéaltadk a VEGF-A expressziot TNF-o stimulus hatasara
infliximab jelenlétében 1ill. anélkiil. A human intestinalis microvascularis
nyalkahartydjaban a kapillaris slirliség szignifikansan nagyobb volt, mint az
egészséges nyalkahartyaban, ami azokban az esetekben, amelyek az infliximab
kezelésre jol reagaltak egyértelmiien csokkent! Ezzel 06sszhangban a
proliferacios Ki-67 marker expresszidja az endothelsejtekben szintén
szignifikdnsan csokkent, hasonloképpen mérséklédott a mucosa VEGF-A
koncentracioja is a kezelés hatasara. Intestinalis fibroblast kultiraban a TNF-alfa
indukalta VEGF-A termelést az infliximab felfiiggesztette. Ezek alapjan tehat
megallapithatd, hogy az infliximab downreguldlja a Crohn betegek
nyalkahartyajaban az angiogenesist és csokkenti a mucosa fibroblastok VEGF-A
produkciogjat, ezek szerint a TNF-alfa blokad therapids hatisa ebben az iranyban
is érvényesiil. Egy masik olasz munkacsoport az endothel dysfunctiot és
gyulladasos paraméterek Osszefiiggését vizsgalta Crohn betegekben és colitis
ulcerosas betegekben, normal kontroll paciensekkel dsszevetve. CRP-t és IL-6-
ot mértek, valamint nézték az endothelium-dependens vasodilataciot
achetylcholinra, ill. az endothelium-independens vasodilataciot nitroprussid
natriumra, TNF-a elleni antitest (infliximab) kezelés kapcsan is. Azt talaltak, az
endothel-fiiggé vasodilatacio karosodott volt a Crohn betegekben, de ezt nem
észlelték a colitis ulcerosas betegekben, az endotheliumtol fiiggetlen
vasodilatacio viszont egyik csoportban sem valtozott. Az infliximab kezelés
javitotta az acethylcholinra adott reakciot a Crohn betegekben, de nem
valtoztatta meg egyik csoportban sem a nitroprussid natriumra adott értagulast.
Vélemenylik szerint az endothel dysfunctio a Crohn betegekre specifikus eltérés,
amit ugyanakkor az intravascularis TNF-o neutralizacio jotékonyan befolyasol
(49). A Kkapillaris striség (microvessel density MVD) valtozasat és a VEGF,
valamint az endoglin expresszidjat gastroenteropancreatikus neuroendocrin
tumorokban is tanulmanyoztdk (50), a kapillaris stiriség meghatarozasara az
endoglin mellett a CD31 antitest meghatarozast is alkalmaztik, az utobbi
lényegesen magasabbnak adodott a neuroendocrin tumorokban, mint az
endoglin expresszi6, amely azonban j6 parhuzamot mutatott a tumorok
méretével, a metastasisok megjelenésével €s a tumoros progresszioval, ezekben
a vonatkozasokban az egyébkent szintén emelkedett VEGF-né¢l érzékenyebbnek
bizonyult, tehat ebben a tumorfajtdban az endoglint potencialis markernek
ajanljak. Egy érdekes allatkisérletben a keringd, sejttdl fliggetlen
oxyhaemoglobin karos hatasat demonstraltak az intestinalis mikrocirkulaciora és
kovetkezményesen a bélhdmra. A vizzel, vagy oxyhaemoglobin infuzidval
eléidézett haemolysis az intestinalis mikrokeringés csokkenését eredményezte,
ami hozzajarult a bélfal karosodasahoz (51). Az endothelsejt specifikus
molekula-1 gén (endothelial cell-specific molecule-1: ESM-1) jelentdsége tobb
folyamatban felmeriil, igy a tumorképzésben is. Egy érdekes kdzleményben (52)
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a gyomorrakban tanulméanyoztdk a kapillaris stiriség (MVD) és az ESM-1
mRNA  expresszio alakuldsat 159 beteg anyagan, Osszevetve 40
kontrollmintaval. Az MVD jellemzésére anti-CD34 antitesteket hasznaltak és
elemezték az ESM-1 expresszidjat a tumoros érhalozatban is. Ezenkiviill GC
MKN28 gyomorrakos sejtvonalon, valamint human microvascularis endothel
sejtkultirdban is tanulmanyoztdk az ESM-1 proliferaciot kivaltd hatasat.
Eredményeik szerint az ESM-1 mRNA szignifikdnsan emelkedett expresszidja
volt kimutathatd a gyomorrdkos szovetekben, az ESM-1 fehérje termelddése
pedig szoros korrelacidot mutatott a tdvoli metastasisképzddéssel, a vascularis
invazioval és a Borrman I[V-es tipusi tumorndvekedéssel. Az ESM-1
expressziot mutatd betegek Otéves tulélése szignifikdnsan rosszabb volt, ez a
fehérje tehat fliggetlen prognosztikai faktornak bizonyult. Az ESM-1 elleni
antitest dozisfliggd moddon gatolta mindkét tanulmanyozott sejtvonal
novekedését, ennek alapjan az ESM-1 gatlasa potencialis therapias cel lehet.
Hasonl6 eredményrdl szamolnak be egy masik munkaban is (53), ahol a VEGF
expresszio €s a kapillaris slirliség Osszefliggéseit vizsgaltdk gyomorrakban. 87
beteg anyagit tanulmanyoztdk, immunhistochemiai vizsgdlatok soran anti-
VEGF és anti-CD34 antitesteket alkalmaztak. VEGF-pozitivitas a betegek
71,2%-aban volt bizonyithat6, ebben a csoportban az MVD 64-nek bizonyult,
szemben a VEGF negativ csoportban mért 48,33 értékkel. Mindkét paraméter
szorosan korrelalt a nyirokérinvazidval €s a tumoros differenciacioval.

C. A makrocirkulacié miikodési zavarai tapcsatornai betegségekben,
kiilonos tekintettel a tapcsatornai vérzésekre

A tdpcsatornai vérzések klinikai jelentdsége vitathatatlan, az ellatds modjat,
helyét illetéen azonban komoly irodalmi vitak zajlottak az elmult két évtized
soran. Amig a 80-90-es évekig inkdbb sebészeti osztalyon keriiltek elhelyezésre
a vérzd betegek, addig a kovetkezd években, dontéen az endoscopos ellatasi
lehetdségek és az intenziv monitorozas fejléddése kovetkeztében elhelyezésiik
szamos intézményben tényleges intenziv, vagy un. szubintenziv osztalyon
tortént, de dontden belgyogyaszati kereteken beliil. Indokolta mindezt pedig az a
tény, hogy a tdpcsatornai vérzések sebészi ellatasi sziikségessége nem haladta és
nem haladja meg a 10 %-ot. Ha a tapcsatornai vérzések mortalitasaban és
sebészi ellatasi indikacioiban nem is torténtek latvanyos valtozasok, a vérzések
okaban, epidemioldgiai vonatkozasaiban azonban igen. Nevezetesen
latvanyosan novekedett a kardiologiai, vagy reumatologiai indikacioval aspirint,
NSAID-ot szedd paciensek szama, ennek kovetkeztében folyamatosan
emelkedett a jelzett gyogyszerek szedésével Osszefliggd tapcsatornai vérzések
eléfordulésa is.



dc_562 12 24

Az utobbi évek egyik nagyszabasu tanulmanya, a ,,Prometeo” study (54), akut,
nem varixbol eredd, felsd tapcsatornai vérzébetegek adatait gytijtitte egybe, 13
olasz centrumbdl, 2006 nyaratél 2007 nyaraig (1. fazis), valamint 2008
decemberétdl 2009 decemberéig (2. fazis). 1413 beteg (932 férfi, atlagéletkor
66,5 év, 481 nd, atlagéletkor 74,2) részletes feldolgozasabol kideriilt, hogy 83
%-ban voltak tarsbetegségek, 52,4% szedett aspirint, vagy NSAID gyogyszert,
de csak 13,9 %-ban alkalmaztak gyomorvédelmet. A betegek 13,3 %-aban
fordult elé6 mar korabban is gastrointestinalis vérzés, transfuziora 43,9 %-ban
volt sziikség. Az endoscopos vizsgdlat eredményesen dallapitotta meg a
vérzésforrast 93,2%-ban. A vérzésforrasok koziil nyombélfekély volt a
leggyakoribb (36,2%), gyomorfekélyt 29,6%-ban igazoltak, mig csupan
felszines erosiokat 10,9 %-ban irtak le. Az endoscopos vizsgalat soran az esetek
egyharmadaban végeztek H. pylori infekci6 irdnydban vizsgalatot, ami a
vizsgalt esetek felében lett pozitiv. Korai ujravérzést 5,4%-ban tapasztaltak,
koziilik 14,3%-ban keriilt sor sebészeti beavatkozasra, a vérzéssel 0sszefliggd
halalozas 4 %-nak adddott, multivarians analizis soran a halalos kimenetel a no1
nemmel (OR: 2,19), daganat jelenlétével (OR:2,7) tobbszords tarsbetegség
fennallasaval (OR: 5,04), a felvételkor észlelt shock-allapottal (OR: 4,55),
valamint a korai Ujravérzés el6fordulasaval (OR:1,47) mutatott Osszefliggést.
Fontos kérdés, hogy mennyire tudjuk megjésolni a vérzés miatt érkezd beteg
sulyossagat, kimenetelét. Stanley AJ (55) elemzésében a két leggyakrabban
emlegetett ,,risk scoring” rendszert, a Rockall score-t ¢s a Glasgow blatchford
score-t veti 0ssze €s elemzi tovabbi pontrendszerek tiikrében, de jol latszik,
hogy ez a kérdés meg tavolrdl sincs lezarva. Magunk is alkottunk, ill.
alkalmaztunk ilyen rendszert (56), amelyben tulajdonképpen a Rockall score
tokéletesitésére torekedtiink. Az aspirin kiterjedt hasznalataval kapcsolatos
ujabb felmérést kozoltek oriasi beteganyagon a kozelmultban olasz szerzok
(57), ebben 186425, kisdozisu aspirint szedd egyént hasonlitottak Ossze
ugyanilyen Iétszamu kontrollcsoporttal, kdzel 6 éves kdvetési perodus soran. Az
aspirint szedd csoportban 5,58 vérzés fordult el 1000 fé/év vonakozasaban,
szemben a kontrollcsoport 3,6/1000f6/év adatdval, érdekes moddon a
cukorbetegség Onmagaban valamelyest novelte a vérzés esélyét, viszont az
aspirin €s a cukorbetegség egyiittesen mar nem jelentett tovabbi
kockazatnovekedést. Az USA-ban is kozponti kérdés a tdpcsatornai vérzések
€s 2009 kozott vizsgaltak a felsd €s alsd tapcsatornai vérzeések eléfordulasat,
korhazi kezelésének ¢€s halalozasanak valtozésait. Az €letkorral és nemmel
osszefliggésben vizsgalt adatok szerint a tdpcsatornai vérzéses komplikaciok
elofordulasa 100000 lakosra szamitva 236,1-r6l 223,7-re csokkent, ami nem
szignifikans valtozas, a haldlozas 3,78 %-tol 2,7 %-ra csokkent. A vérzéseket
harom csoportra osztottdk, a hospitalizaciot igényld, komplikaltabb felsd
vérzések eldfordulasa 85/100000-r61 66/100000-re csokkent, mig a tisztazatlan
eredetli vérzések 50,8-r6l 53,3-ra emelkedtek €s minimalisan nétt a komplikalt
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alsdo vérzések elofordulasa 1s: 100,3-r6l 104,4-re. A halalozast minden
betegcsoportban novelte a perforacio (10,7% felsd tapcsatornai perforacio, 16%
als6 tapcsatornai perforacido esetén) €s az elzarodas eldéforduldsa. Szintén
amerikai elemzés értékelte az akut vérzések mortalitasat és ennek Osszefiiggését
a 24 oran beliil elvégzett endoscopiaval (59). Eredményeik szerint akut
varixvérzés esetén a férfi nem, 60 év folotti életkor, afro-amerikai szarmazas,
tarsbetegségek, az egészségligyl biztositds tipusa €s a késObbi endoscopos
vizsgélat fokoztadk a mortalitdst, a nem varix eredetli vérzéscsoportban a faji
vonatkozas maradt ki az el6zdek koziil, ebben a csoportban ez nem ,,szamitott”.
Kiilonféle korrekcids szamitasok utan ugy talaltak, hogy akut varixvérzés esetén
a 24 oran beliili endoscopos vizsgalatra tobb esélye volt a fehér amerikaiaknak,
akik 18 —40 év kozotti kortiak voltak, privat biztositassal rendelkeztek és nem
volt tarsbetegségiik. Ezzel szemben az afro-amerikaiaknak kisebb eséllyel
tortént meg a 24 oran beliili endoscopidja €s mortalitasuk magasabbnak adodott.
Az akut varixvérzés ellatdsdban az utobbi években sebészi beavatkozasra
viszonylag ritkan keriilt sor, hiszen az endoscoppal nem kezelhetd esetekben
inkébb a transjugularis intrahepatikus portosystemas shunt (TIPS) a valasztand6
eljaras. Ezért is volt érdekes az az amerikai kozlemény, amely silirgds
portocavalis shunt miitétet hasonlitott 6ssze hosszabb tavon az endoscopos
stirgés sclerotherapiaval (60). 211 cirrhosisban szenvedd beteg koziil 106-0t
randomizaltak endoscopos ellatasra, mig 105 esetén siirgds portocavalis
shuntmiitétre keriilt sor, mindossze 8 Oras elovizsgalatok utan. A betegek 96 %-
at 10 ¢éves kovetés utan értékeltek. A 10 ¢éves tulélés a sclerotherapids
csoportban minddssze 8 %-volt, szemben a miitdtt csoportban tapasztalt 51 %-
al, szintén jobb volt a miitott csoportban a porto-systemas encephalopathia
incidencigja: 179 epizoéd versus 93 esemény, a kumulativ vérigény: 1005 E
versus 320 E, a korhazi yjrafelvételek szama: 387 vs 292.

A percutan coronaria intervencion atesett betegek kettds ,,antiplatelet” kezelést
igényelnek, amihez 4ltaldban protonpumpa gatldé kezelést is kapnak,
tapcsatornai vérzéses komplikacidk megeldzésére. Egy spanyol tanulmanyban
(61) 1219 konszekutiv beteget kovettek, koziliik elbocsataskor 96,7% volt
kettds thrombocytagatlod kezelésen és 76,6% PPI therapidn, ami a kovetés soran
87,9%-ra emelkedett. A betegeket 1,72 +/- 1.07 évig kovették, 8 beteg esetében
a tapcsatornai vérzés mar a korhazi tartozkodas alatt jelentkezett, 27 esetben
pedig a kovetés sordn. A vérzéses események 81,4%-a az elsd €v soran lépett
fol, atlagosan 7 honap telt el a vérzésig és 84,6%-uk tartds PPI kezelésen volt a
vérzes idején is. Az alséd vérzés kozel 3x gyakoribb volt: 74% vs 26%, az elébbi
csoportban az anamnesztikus fekélybetegség, az utobbiban pedig a warfarin
kezelés egyidejlisége volt az egyetlen kimutathaté rizikofaktor. A konkluzio,
hogy a tartés PPI védelem mellett fokozottabban kell gondolnunk also
tdpcsatornai vérzés lehetdségére. Akutan jelentkezd felsd tapcsatornai vérzés
esetén nagy fontossaga van a varixvérzés mieldbbi felfedezésének, tehat fontos,
hogy milyen szempontok alapjan kell erre gondolnunk. Egy 2020 beteget
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feldolgozo, 21 korhazat érintd, masfél éves idotartamra vonatkozo retrospektive
kanadai tanulmany (62) szerint 215 beteg (10,6%) vérzett varixbol, ezt az
anamnesisben szerepld majbetegség (OR: 6,36) az excessis alkohol fogyasztas
(OR 2,28), a haematemesis (OR 2,65), a haematochesia (OR 3,02) és kronikus
majbetegség jelet (OR 2,49) valoszinlisitettek leginkabb. Mig az
antithrombotikus gyogyszeres kezelés inkabb mas vérzésforrast valdsziniisitett
(OR 0,44). A varixvérzés primér profilaxisa fontos terapias kérdés, egy jabb
meta-analysis (63) a beta blockold kezelést és az endoscopos varix ligaciot
vetette Ossze: 19 tanulmanyban Osszesen 1483 beteget kezeltek, az altaldnos
vérzési arany szignifikdnsan alacsonyabb volt a ligacios csoportban (OR 2,06),
de ha csak a kifogéastalan mindségili tanulmanyokat vették tekintetbe, akkor az a
kiilonbség mar nem volt szignifikans, sem a vérzéssel Osszefliggd, sem az
altalanos halédlozasra, egyetlen vizsgalt idépontban sem (6, 12, 18,24 hénap
utan). A beta blockold kezelés gyakrabban okozott stilyosabb mellékhatasokat
(OR 2,61), de a fatalis mellékhatasok a ligatiraval kapcsolodtak (OR 0,14), az
Osszegzes tehat az, hogy a ligatra valamivel jobbnak latszik az elsd varixvérzés
kivédésére, de az eddigi eredmények még nem elégségesek a hangsulyosabb
ajanlashoz. Az endoscopos tton nem ellathato tapcsatornai vérzések életveszeélyt
jelentenek, az ilyen esetek akut sebészi ellatdsa mindig komoly kihivasnak
szamit, ezt jelzi az a friss német tanulmany (64), amely 91 beteg (58 férfi és 33
nod) ellatasat elemzi 2000 és 2009 kozott. A betegek atlag €letkora 67,4 ¢év volt, a
mortalitas pedig 34,1%-nak adodott! A vérzésforras 57 betegben (62,6%)
nyombélfekély volt, 25 esetben pedig gyomorfekély. Atlagosan 21 egység
veérkeészitmény adasara keriilt sor, a sebészi ellatas az esetek felében volt
reszektiv, ill. nem reszektiv. A haldlozas kockézatat az antikoagulans gyogyszer
hasznélata, a postoperativ lélegeztetés sziikségessége, a 7 napnal hosszabb
intenziv osztalyos elhelyezés novelte szignifikdns modon. A postoperativ
komplikaciok (pneumonia, sepsis, Ujravérzés, varratelégtelenség) kockazatat
pedig a 10 E-nél tobb vérigény, a masodik miitét sziikségessége, az Gjravérzés
fellépése ¢és a hosszabb intenziv osztilyos 4polds novelte meg, szintén
statisztikailag szignifikans mértékben. A konkluzié szerint az elmult évtizedben
sajnos nem csokkent a sebészi ellatast igényld tapcsatornai vérzébetegek magas
mortalitasa, amit a novekvo életkor, a gyakori tarsbetegségek és az endoscopos
ellatas sikertelensége okozta ,negativ szelekcid” magyaraznak. Ahogy mar
emlitettiik, az egyik kiemelt betegcsoport, ahol a tipcsatornai vérzések
eléfordulasa komolyabb kihivast jelent, azok a kronikus majbetegek. Itt szamos
tényez0 jatszhat szerepet, igy példaul érdekes elemzés jelent meg cirrhosisban a
SIRS (systemic inflammatory response syndrome) el6forduldsarol é€s
jelentéségérol (65). 203 cirrhosis miatt korhazba utalt betegbdl 81-ben volt
megallapithatd SIRS (39,9%), koziilik 26 beteg halt meg (12,8%), 30-ban
(14,7%) alakult ki hepaticus encephalopathia, 15-ben Iépett fol varixvérzés.
Szignifikdns 0Ossszefiiggést mutattak ki a SIRS fennalldsa és a sargasag,
bakteridlis infekcid, magas kreatinin szint, magas GPT szint, alacsonyabb
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albumin szint, magasabb bilirubin szint és a megnyult INR érték kozott. A SIRS
fennallasa kifejezetten rossz prognézist jelentett, mind a halalozds, mind a
varixvérzés vonatkozasaban. Mivel a majbetegekben a tapcsatornai vérzések
mortalitisa magasabb, ezért ebben a betegcsoportban vizsgaltdk tobben az
Luniversalis vérzéscsillapitonak tekintett” huméan recombinans aktivalt VII-es
faktor hatékonysagat, a Cochrane adatbazis felhasznalasaval (66). 493
randomizalt beteget talaltak, és a feldolgozas soran nem sikertilt bizonyitaniuk a
rVIIaF elényds hatdsat sem 5, sem pedig 42 nap utdn, igaz a thromboembolids
adverz események szamaban sem mutatkozott kiilonbség. Nemcsak a
varixvérzés, hanem a peptikus fekély is fontos ok lehet a majbetegek
tapcsatornai  vérzésében, egy érdekes tanulmanyban (67) Taiwan-on a
majcirrhosis és a visszatérd peptikus fekélyvérzés kapcsolatat tanulmanyoztak, a
nemzeti adatbazis segitségével. 1997 januar és 2006 december kozott 271 ezer
beteget kezeltek korhazban peptikus fekelyvérzés miatt, koziililk 9711 betegnek
volt portalis hypertensioval jaro cirrhosisa. Az elemzés szerint majcirrhosisban
hosszabb tavon is gyakoribb a rekurrdlo  fekélyvérzés, mint a
kontrollcsoportban, ez csupan idésebb korban nem érvényes, az egyéb okbol
bekovetkezd magasabb haldlozas miatt. A nyeldcsd varixvérzés a cirrhosisban
szenvedd betegek korében az egyik legfontosabb haldlok, egy portugal
tanulmanyban a korhdzon beliili mortalitds kockéazati tényezdit tanulményoztak
(68). 102 beteg esetét dolgoztak fol (atlagéletkor 55,4 év volt, a betegek tobb,
mint 2/3-a férfi volt), valamennyi esetben 12 o6ran belill megtortént az
endoscopia ¢s felvételt kovetden elindult az octreotide, vagy terlipressin kezelés,
ami optimalis esetben 5 napig tartott. A MELD score és a Child-Pugh score
kiszamolasahoz sziikséges laboratoriumi vizsgalatokat 6 oran beliil végezték el.
A korhazon beliili halalozas 18,6% (19 f6) volt, ennek kockazatat a 100 G/I
alatti vérlemezke szam, a 2E-nél tobb vértranszfuzio, a >10 Child-Pugh score és
a >18 MELD score novelték. A kronikus vesebetegségben szenveddkben a
tapcsatornai  vérzések kimenetele tobb kozlemény targya, egy amerikai
tanulmanyban (69) a nemzeti korhazi felvételi adatbazist hasznalva 1000
korhaz kozel 8 millio felvételi adatat elemezték. 2007-ben 398213 felvétel
koziil, melyben az elsddleges diagnozis felsd tdpcsatornai vérzés volt, 35985
esetben volt sz6 kronikus vesebetegségrol és 14983 esetben végstadiumu
veseelégtelenségrol, az  esélyhanyados  tapcsatornai  vérzés  miatti
hospitalizaciora 1,3-nak, ill. 1,84-nek adodott a két vesebeteg csoportban, a
Osszesitett halalozads kockazata pedig 1,47-nek, ill. 3,02-nek. Tehat a
végstadiumt vesebetegek tapcsatornai vérzéssel Osszefiiggd haldlozasi esélye
mintegy 3x magasabb, ami fokozott figyelmet igényel. Egy masik dolgozatban
(70) dializalt betegek tapcsatornai vérzését elemezték, kiilonos tekintettel az
akut, nem varix eredetii fels6 vérzések el6fordulasara és a 30 napos mortalitasra.
948345 beteg alapjan 2296323 beteg-évet dolgoztak f61 1997-t61 2008-ig terjedd
id6tartamban. A vérzéseket nem csillapodo, sulyosabb és spontan csillapodo,
enyhébb kategoridra bontottak, ennek megfelelden 1000 betegévre szdmitva a
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sulyosabb vérzések elofordulasa 57 epizddus volt 1997-ben, az enyhébb
kategoriaban pedig 328 epizddus szerepelt. A kovetkezd 10 év soran az
el6fordulas évente 2,7 %-al, illetve 1,5 %-al csokkent. A 30 napos mortalitas
ecbben a sulyos betegesoportban 1997-ben  11,8%-nak adddott, ami
nyilvanvaléan magasabb az atlagpopulacidban tapasztalt nem varix eredetii
vérzéses mortalitasnal. A javuld ellatasnak koszonhetden a stlyosabb formaban
évente 2,3%-os mortalitds csokkenést kalkulaltak, az enyhébb csoportban pedig
évi 2,8%-0s mérséklodést.

Egy kovetkezo tanulmanyban (71) hétéves periddus tapasztalatait dolgoztak fol,
2004-2011 kozott felsé tapcsatornai vérzés miatt folvett 1000 paciens adatai
alapjan. 54 % volt a férfi, atlagéletkoruk 52 év volt, 88%-ban siirgdsségi
felvételre keriilt sor és csak 12 %-ban jelentkezett a vérzés korhazi tartozkodas
kozben. A betegek 68 %-anak volt tarsbetegsége, 50 %-uk esetében
majbetegség 1s ismert volt. 724 esetben tortént endoscopos vizsgalat.
Varixvérzést 31 %-ban diagnosztizaltak, peptikus fekélyt 28 %-ban. 232 esetben
volt aktiv a vérzés, vagy lattak ércsonkot az endoscopia soran, ilyenkor
endoscopos ellatas tortént, ami 207 esetben (89%) volt eredményes priméren. 13
betegnél tovabbi vérzés miatti (ijabb endoscopos ellatasra volt sziikség, mig
sebészeti beavatkozast csak 9 beteg igényelt (0,9%). A betegek 68 %-a tavozott
javult allapotban, az altalanos haldlozds 15 %-nak adddott, de a 60 évnél
1dosebbek kozott 24 % volt, a majbetegek kozott pedig 22%, kozvetleniil a
varixverzésben 9% halt meg. Ez az elemzés is hangsilyozza a majbetegség
fontossagat. Szintén jelentdsége van a vérzések létrejottében a betegek altal
szedett gyogyszereknek, mindenekel6tt a nem-steroid gyulladascsokkentd
gyogyszereknek (NSAID), egy japan tanulmanyban 305 fekélyvérzo és 76
fekélyperforacié miatt felvett beteg adatai elemezték, 2000 és 2008 kozott (72).
A perforalo fekélyek koziil 22 esetben volt NSAID szedés igazolhatd, mig a 305
fekélyvérzo esetében 94 betegben NSAID szedés, valamint tovabbi 55 esetben
kisdozist aspirin szedés szerepelt a korelézményben. A haldlozas az NSAID
csoportban 12,8%, az aspirin csoportban 10,9 % volt, szemben az ilyen tipusu
gyogyszert nem szedd fekélyvérzok szignifikdnsan alacsonyabb, 2,6%-0S
mortalitasaval! Egy tajvani tanulmanyban (73) cirrhosisos beteganyagban
vizsgaltak a kiilonboz6 tipusit NSAID készitmények hatasat. 4876 beteg anyagat
dolgoztdk fol 2006-ban. Varixvérzést €s fekélyvérzést egyarant beszamitottak,
celecoxib mellett a vérzés fellépésének esélye 1,44 volt, mig a nem szelektiv
oralis NSAID csoportban ez 1,87-re nétt, parenteralis NSAID alkalmazasa
hasonloképpen, 1,9-re ndvelte a gastrointestindlis vérzéses komplikaciok
eléfordulasanak esélyét. A protonpumpa gatlok és a H2 receptor antagonistak
hasznélata minden csoportban valamelyest csokkentette a gydgyszer toxicitast.
Allaspontjuk szerint egyértelmii kiilonbség allapithaté meg a celecoxib javéra a
nem szelektiv NSAID-okkal szemben. Az akut varixvérzés endoscopos
ellatasara a sclerotherapia €s a ligacids eljarasok szolgéalnak, azonban az esetek
mintegy 10 %-aban ezek nem tudjak megallitani a vérzést, ilyenkor ballon-



dc_562 12 &

tampondd lehelyezése valik sziikségessé. Egy 1) tanulmany ontagulo fémstent
alkalmazasat irta le ebben a helyzetben (74), amivel 8 beteget kezeltek. Az akut
vérzés valamennyi esetben megéllt és nem is tért vissza, amig a stent a
nyelécsében maradt. Egyikiikben a stentelést kovetden roviddel TIPS
behelyezésére kertilt sor, egy masik beteg pedig majtranszplantacidra keriilt. A
tobbi 6 beteg esetében az ontagulod stentet atlagosan 11 nap utan tavolitottak el,
koziilitk 3 esetben 9 napon beliil Gjabb vérzést észleltek. Ugy vélik, hogy az akut
siker ellenére ez a technika csak atmeneti 1épést jelenthet a tartosabb
megoldasok fel¢ vezetd tton. Fontos tanulmany jelent meg a TIPS hosszatava
hatékonysagaval kapcsolatban (75), egy chicagoi munkacsoport 128 beteget
kovetett 1998 és 2010 kozott, akik refraktaer varixvérzés miatt TIPS-et kaptak.
82 férfi és 46 no, atlagéletkor 52 ¢év, atlagos Child-Pugh score 9, MELD score
18 volt. 2004-ig fedetlen Wallstentet alkalmaztak, ett6l kezdve pedig fedett
graftot. A behelyezés technikai sikeressége 100 % volt, a portosystemas
nyomasgradiens atlagosan 13 Hgmm-rel csokkent, 30 nap utan 14 %-ban fordult
eld encephalopathia, a shunt 4tjarhatosdga 30 nap, 1 év és 2 év utan 93%, 82%
¢s 60 % volt. TIPS dysfunctio gyakrabban fordult el6 a fedetlen stentek esetében
(29% vs.11%), de az Gjravérzés vonatkozasaban nem volt érdemi kiilonbség: 1
év utan 22%, 2 év utan 29%, illetve ahol a varixok embolizaciojara is sor keriilt,
ott csak 5% volt az ujravérzés 1 év utan. Az atlagos talélés 30 nap utan 80%, 1
ev utan 69 %, 2 ¢év utan pedig 65 % volt, a fedetlen ¢s a fedett stent mortalitasi
ratdja nem kiilonbozott szignifikdnsan (35% vs 26% p=0,31). Elmondhato
tehat, hogy a TIPS modszer kiallta az id6 prébajat. A klinikai gyakorlatban
gyakran jelent komoly kihivast a gastrointestinalis vascularis malformaciokbol,
angiectasiakbol szarmazo, visszatérd, esetenként jelentds anaemiat okozd
vérezgetések kezelése. Ujabban felmeriilt az angiogenesis folyamatat gatld
thalidomide jotékony hatasanak lehetdsége ebben a témakorben, egy fontos
kinai eredetli tanulmanyban, amit azonban a Gastroenterology-ban kozoltek, 4
hoénapos oralis thalidomide (100 mg/die) kezelés hatékonysagat vizsgaltak,
atlagosan 3 éves utankovetés soran. Egy év elteltével elemezték a vérzéses
epizédusok szadmat, a vérzés megsziinésének ardnyat, a hospitalizaciok
alakulasat, a transzfuzi6 igényt. Minden vonatkozasban szignifikansan jobbnak
bizonyult a thalidomide-dal kezelt csoport — 71,4% vs. 3,7 % - és a mért VEGF
szint is szignifikansan csokkent ebben a csoportban, 1ényeges mellékhatast nem
tapasztaltak (76). Hasonld problémat jelent esetenként az Osler koros betegek
(hereditaer haemorrhagias teleangiectasia) kezelése is. Egy izgalmas
esetbeszdmoloban 85 éves ndbeteg kezelhetetlen, ¢letet fenyegetd vérezgetéseit
kisérelték meg befolyasolni Avastin (bevacizumab) infuzioval és beszamolojuk
szerint a kezelés latvanyos eredménnyel jart (77).
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II. KISERLETES VIZSGALATOK

Az ér-endothel miikodési zavarai gyulladasos bélbetegségekben

A gyulladasos 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 diagndzishoz vezetd tiinetek a bélhuzammal kapcsolatosak,
mindkét korkép gyakorlatilag a szervezet egészét érintheti. Az elmult 3-4
évtized intenziv kutatasai ellenére a pontos etioldgia és a teljes pathogenetikai
hattér tovabbra sem ismert, mégis az elmult 10 évben jelentds elérelépések
torténtek ezen a teriileten, amelyek alapvetéen valtoztattak meg e korképekrol
alkotott elképzeléseinket. Ez a fejlddés szolgalt alapul az ugynevezett biologiai
kezelés kiilonbozoé formainak bevezetéséhez, egyben eldrevetiti a tovabbi
kutatasi utakat és elérelépési lehetdségeket. Uj felismerések sziilettek az bélham
mikoédésérdl, permeabilitasarol, a bélben €16 baktérium mikroflora és a
nyalkahartya immunrendszerének kolcsonhatasairdl, az oralis immuntolerancia
természetérdél. Az epidemiologiai vizsgalatok egész sora segitette a kornyezeti
tényezOk és a Crohn betegség, valamint a colitis ulcerosa kapcsolatanak jobb
megismerését. Az experimentalis, genetikailag manipulalt allatmodelleken, ,,in
vitro” sejtkultirakon végzett vizsgalatok alapvetd adatokat szolgaltattak a
bélgyulladas természetére vonatkozoan. A kiterjedt gyulladasos infiltratum €s a
szoveti elvaltozasok hatterében zajlo komplex immunologiai folyamatoknak
egyik meghatarozo tényezdje az EDRF-NO (endothelial derived relaxing factor-
nitrogen oxide) rendszer, mely a szervezet egyik altalanos és alapvetd mediator
¢és effektor anyagat az NO-t termeli L-argininb6l. A nitrogén (mon)oxid a
szervezet egyik legkisebb biologiailag aktiv molekulaja, mint ubiquiter
szabadgyok, mennyiségétol, keletkezési helyétdl ¢és idejétél valamint a
kornyezetében zajld reakcioktol és a pH-tél fiiggben pozitiv vagy negativ
szerepet jatszik a gyulladdsos folyamatok keletkezésében és fenntartdsaban
(78,79,80). Hatékony vasodilatator, gatolja a vérlemezkék aggregaciojat,
neurotransmitter és a gyulladasos reakciok fontos tényezdje, mint mediator €s
effektor molekula.
A nitrogén oxid szerepe a gyulladidsos bélbetegségekben, a bélnyalkahartya
szintjén zajlo gyulladasban nem teljesen tisztazott. Az epithelium, a
nyalkahartyat infiltralo gyulladasos sejtek, valamint a bélfal mikrokeringésének
endothelje altal termelt NO kiilonb6z6 nitrogén oxid szintetaz izoformak
mitkddésének az eredménye, melyek indukcidja, aktivitdsa a gyulladas
kiilonb6z6 fazisaiban eltérd, a képzddd nitrogén oxid pedig bizonyos
koriilmények kozott proinflammatorikus, maskor pedig antiinflammatorikus
hatast fejt ki és mindez valoszinileg eltér6 modon érvényesiill a Crohn
betegséghen, illetve a colitis ulcerosa-ban.
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Munkénk sordn a nitrogén oxid szintetdz izoformak expresszidjdnak mindségi és
mennyiségi vizsgalatat végeztikk Crohn-0S ¢és colitis ulcerosas betegek
bélnyalkahartyajabol vett mintakban, valamint a bélgyulladas kiilonb6z6
fazisaiban 1év0 betegek szérumaval kiegészitett tapfolyadékkal kezelt,
tenyésztett human koldokzsinor véna endothelsejtekben (HUVEC). Célunk az
NO szerepének megvilagitasa, a kiilonbségek regisztralasa volt a gyulladasos
bélbetegségek kiilonboz6é formaiban, és ezeknek a felismeréseknek esetleg
gyakorlati, differencialdiagnosztikai szempontbdl valé értékelése.

A nitrogén oxid és nitrogén oxid szintetaz izoformak

A nitrogén oxid szintetaznak (NOS) harom kiilonb6z6 formaja ismert. Az
I. tipusu NOS, vagy neuronalis NOS (nNOS), egy citoplazmaban 1év6 szolubilis
enzim, mely elsdsorban az agyban van jelen, de megtaldlhato a gerincveldben, a
periférias idegekben, vazizomzatban, vesében és pancreasban is (81).
Konstitutivan expresszalodik az intracellularis Ca™ minimalis emelkedésének
hatdsara az idegsejtekben és idegvégzddésekben. A hatasara keletkezé6 NO
tobbek kozott a tanulasi és memoria funkcidokban, a fajdalom ingerek
kialakul4saban €s a gasztrointesztinalis motilitas befolydsolasaban vesz részt.

A 1I. tipusu NOS, vagy indukalhat6 NOS (iNOS), szintén szolubilis
enzim ¢s neutrophil granulocytdkban, monocytakban, macrophagokban, T-
lymphocytakban, endothel, epithelialis valamint egyéb sejttipusokban fordul
eld (82). Transzkripcios szinten szabalyozhato, bakterialis lipopolysaccharidok
¢s gyulladasos citokinek indukaljak. Nagy mennyiségben keletkezik az
intracellularis pathogének és a tumor sejtek elleni védekezésben. Termelddése
fliggetlen az intracellularis Ca " 4tmeneti valtozasaitol.

A TII. tipust NOS vagy endothelialis NOS (eNOS), Ca""-kalmodulin
fliggd ¢és a vascularis ténus valamint az endothelium homeostazisanak
fenntartdsdban  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 fizioldgids
simaizom tonus fenntartasat biztositja (83,84,85,86).

A Thl és a macrophag eredetii citokinek, mint a TNF-o, TNF-B
(lymphotoxin-a, INF-y) vagy IL-1B, onmagukban, vagy egyiittesen iNOS
expresszot indukdlnak, és egyuttal fenntartanak egy altalanos gyulladasos
valaszt, mas citokinek, endothelialis sejtadhéziés molekulak (ECAM) és
enzimek indukalasaval. A folyamat részletei nem tisztazottak, de in vitro
vizsgalatok azt mutatjdk, hogy ezek a medidtorok aktivaljadk az NF-kB-t. Az
NF-kB ubiquiter transzkripcids faktor, az immunfolyamatok és a gyulladasos
reakciok pleiotrop szabalyozé molekulaja (87). Aktivalodasat kovetéen az NF-
kB a sejtmagba transzlokalodik és kiilonboz6 gének promoter régidihoz kotédve
aktivalja a gyulladasos és immunvalaszban fontos gének transzkripcigjat, igy pl.
az IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, 1I-12, TNF-a, ICAM-1 (intercellular cell adhesion
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molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), E-selectin, iNOS,
COX-2 képzddését indukédlja. Az NF-xB a Rel transzkripcidés faktorok
csaladjaba tartoz6, heterodimer molekula, amely egy p50 és egy p65
alegységbdl all és a citoplazmaban talalhaté az IkB inhibitor molekulaval
egyiitt. Aktivalodéasa kiilonbozd bakteridlis €s virus eredetli anyagok hatasara
torténik.

Az NF-xB aktivaciés mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. A
kiilonb6z6 aktivalo tényezOk tobb jelatvivé utat aktivalnak, melyek az
intracellularis reaktiv oxigén metabolizmus erdsitése irdnyaba konvergéalnak
(88, 89). Az intracellularis oxidativ stressz hatisara egy vagy tobb redox
érzékeny kindz aktivalodik, amelyek specifikusan az IkB-t foszforilaljak. Ez a
foszforilacio teszi lehetévé egy nem-lizozomalis ATP-fiiggd 26S proteolitikus
komplexnek az IkB lebontasat, ami lehetévé teszi a p5S0/p65 heterodimer fehérje
aktivacidjanak, szelektiv gatlasa blokkolja az ICAM, E-selectin, és VCAM
citokin aktivaciojat és a kovetkezményes sejt-endothel interakciot.

Az NO sejt és szoveti hatasai

Az NO a gastrointestinalis hamsejtek funkcidinak fenntartasaban is
fontos, ¢és fokozza a gyomor és bélham szekréciot (90). A szolubilis guanilat-
ciklaz aktivalasan keresztiil a gyomorban a mucin termelddését segiti el a
cholinerg receptorok aktivalasanak kovetkeztében (83). Potens vasodilatatorként
a megfelelo verellatas biztositasa altal a nyalkahartya védekezd funkcioit
tamogatja (81). Ugyanez a hatasa érvényesiil szepszisben is.

A gyulladasos cytokinek befolyasoljak €s szabalyozzdk az endothelialis
NO szintet, amely az endothel homeosztazisanak fontos ecleme (91). Az
endothelsejt apoptozisat a gyulladasos citokinek és a reaktiv oxigén gyokok
fokozzak, mig az eNOS eredetli NO gatolja. Az apoptdzis gatldsa hozzéjarul az
endothel eredeti NO gyulladascsokkentd és angiogenetikus aktivitasahoz (92).

Az NO csokkenti az adhéziés molekuldk expresszidjat a neutrophil
granulocytdkon és az endotheliumon, ezaltal csokkenti a leukocita adhézidt, és
valosziniileg gatolja a hizdsejtek aktivaciojat (93,94) Az NO csokkenti a
macrophag citokin termelést ugyanakkor az iNOS eredeti NO a
macrophagokban meghatarozo jelent0ségii a baktériumok elleni védekezésben.
Oxidativ stressz koriilményei kozott gyokfogokeént csokkenti a sejtkarosodast.
Az iNOS aktivitas bizonyitottan proliferacio gatlassal, fokozott apoptozissal €s
cytotoxikus aktivitdssal tarsul. Az NO sejtkérosit6 hatasanak pontos
mechanizmusa nem ismert. Az egyik elképzelés szerint, az iINOS eredetli NO
oxigén szabadgyokokkel, pl. szuperoxiddal reagélva peroxinitritet képez, amely
elésegiti a tirozin oldallancok nitrotirozinna torténd atalakitasat (95). Magas
NO szintek esetén fokozodik a DNS karosodas, romlik a vas-kén tartalmi
enzimek miikodése és a mitokondrialis 1égzés (96,97,98,99).
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Az NO és a gyulladasos bélbetegségek

a. Az iNOS vizsgalata klinikai tanulmanyokban

A NO-nak mint gyulladasos medidtornak a vizsgalata colitis ulcerosdban
¢s Crohn betegségben gyakran ellentmond6 eredményekhez vezetett. A citrullin
szint alkalmas lehet az iNOS aktivitds meghatarozasara, miutan az NO-val
equimolaris mennyiségben keletkezik az argininb6l NOS hatésara. A citrullin
szintet magasnak talaltak aktiv colitis ulcerosds betegek rectalis biopszias
mintdjaban  (100).  NOS gatl6  N®-monomethyl-L-arginin  (L-NMMA)
hozzaadasa a biopszias mintakhoz csokkentette a citrullin szintet (100). Mas
vizsgalatokban az iNOS aktivitas szignifikdnsan magasabb volt colitis ulcerosas
nyalkahdrtydban, mint a kontrollban de nem volt magasabb Crohn betegekben a
kontrollhoz viszonyitva (101,102).

Az NO meghatirozas mas mddjai a lumindlis géz kozvetlen kimutatasa, a
nyalkahartya NO szintjének elektrodokkal valdé mérése, valamint az NO
metabolitok kovetése. A vastagbél gizok chemiluminescencids technikaval
torténd vizsgalata jelentésen magasabb NO tartalmat mutatott colitis ulcerosas
betegekben a kontrollhoz képest (103). Hasonlo technikat alkalmazva az aktiv
colitis ulcerosas betegekhez hasonloan magas NO szinteket detektaltak Crohn
betegség kiilonb6zé klinikai formaiban is (104). Ugyanakkor jelentdsen
nagyobb NO gaz mennyiség volt észlelhetd collagén colitisben, mint colitis
ulcerosaban ami megkérddjelezhetné az NO jelentdségét mediatorként
gyulladasos bélbetegségekben (105).

A nyalkahartya NO, colonoscopon at bevezetett elektrodakkal torténo
kozvetlen mérése colitis ulcerosaban, a makroszkoposan ¢ép és fekélyes
teriileteken 1s szignifikansan magasabb érte¢keket mutatott, mint a kontroll
csoportban (106). A steroid kezelés mintegy felére csokkentette a nyalkahartya
NO tartalmat (106). A nitrit, mint az NO stabil metabolitja, a vizeletben -
standard koriilmények kozott és fertdzés hianyaban - jelezheti az NO aktivitas
mértékét. Az aktiv colitis ulcerosas betegek 12 6rés illetve 24 oras gytijtott
vizeletének nitrit tartalma jelentdsen magasabbnak mutatkozott az inaktiv
colitises és a kontroll csoporthoz képest (107). Sajat megfigyeléseink is voltak
hasonlo iranyban (128).

Osszességében tehat az iNOS expresszid és aktivitas, illetve a NO
termel6dés altaldban magasabb IBD-ben. Ez az 0Osszefiiggés hatarozottabb
colitis ulcerosaban és bizonytalan Crohn betegségben. Tisztdzatlan tehat, hogy a
NO nemspecifikus markere-e¢ a bélgyulladasnak, vagy kozvetlen mediatora a
gyulladéasos valasznak. A magas szoveti iNOS aktivitas ¢s NO szint jol korrelalt
a colitis ulcerosa klinikai és endoscopos aktivitasaval (108). Az NO, illetve a
szérum ¢&s vizelet nitrit szintje, j6 megfelelést mutatott a C-reaktiv protein, a vvt
stillyedés, a fehérvérsejt és a thrombocyta szam értékével (107, 109). Az INOS
expresszio korrelacidja a betegség aktivitasdval Crohn betegségben kevésbé
egyértelmi (110,111).
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b. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az iINOS fehérje expresszio fokozott volt colitis ulcerosas betegek lamina
propridjaban, valamint az epithelidlis sejtek citoplazméjaban a kontroll
mintakhoz képest (112). Hasonlo eloszlast észleltek Crohn betegségben is (113).
Fokozott iNOS expressziot és az iNOS+ keringd monocytdk magasabb ardnyat
figyelték meg IBD betegeken (114).

A konstitutiv  NOS izoformak expresszidja is megvaltozik colitis
ulcerosaban. Az nNOS csokkent a muscularis mucosae-ban, mig az eNOS
fokozott volt a lamina propria teriiletén (115). A magas iNOS szint nem
specifikus IBD-re, mivel fokozott expressziot talaltak infektiv colitisben is az
epithel sejtekben, amely a gyogyulas soran csokkent (116). Az intenziv iNOS
festddés mellett, nitrotirozin pozitivitds is kimutathato colitis ulceroséas és Crohn
betegek nyalkahartya epithel sejtjeiben, jelezve az NO — peroxinitrit -
nitrotirozin folyamatsort, amely a cellularis fehérjéket karositja (117).

c. Az NO colitises allatmodellekben

Trinitro-benzolszulfonsav (TNBS) altal indukalt tengerimalac ileitisben
NC®-nitro-L-arginin (L-NAME), egy nem szelektiv NOS inhibitor hatasara, a
gyulladasos eltérések csokkentek (118). Szelektiv iNOS gatld aminoguanidin
(AG) szintén csokkentette a gyulladas intenzitasat hasonld6 modellen (119).
Peptidoglican/polysaccharid indukalta patkany colitisben az L-NAME ¢s AG
egyarant csokkentette az NO termelddését, a vizeletben ¢és szérumban mért
nitrit/nitrat szintek alapjan (120). Hasonléan csokkent a myeloperoxydase
aktivitds, a colitisre jellemz6d bélfal megvastagodas €s az intesztinalis izom
hyperplasia (121,122). Mas vizsgalatokban azt talaltak, hogy a NOS gatlas
ideje meghatarozo lehet, TNBS el6tt adott L-NAME rontja a colitist, mig
forditva a colitis javult. Valoszinl, hogy a korai gatlas a konstitutiv NOS
kiesésével a védo hatas elmaradasahoz vezet (123).

Az iNOS kéros hatasat bizonyitd vizsgalatok mellett tobb kisérlet szamolt
be gyulladascsokkentd, védoé hatasrol is. TNBS indukalt patkany colitis
modellen az L-NAME-val torténd gatlas fokozta a gyulladasos eltéréseket (124).
Patkanyon DSS indukalt colitisben az L-NAME ¢és az AG kezelés is karosnak
bizonyult (125).

Az INOS hianyos genetikai modelleken indukalt colitisekben egymasnak
ellentmond6 elvaltozasokat észleltek az iNOS szerepére vonatkozoan (126,
127).

Az allatkisérletek ellentmondasos eredményei részben a modellek
kiilonboz6ségébdl, részben a vizsgalati kiilonbségekb6l adodnak. Ugy tiinik,
fontos szerepet jatszik a NOS gatlas ideje, tovabba kiilonbozik az NO szerepe a
sejttipustol és a koncentraciotol fiiggden is.

A fentiek alapjan tehit megallapithatd, hogy széleskorli vizsgalatok
ellenére sem tekinthetd tisztazottnak az NO-nak a kronikus gyulladésos
bélbetegségekben jatszott szerepe. A legtobb vizsgalatban magas NO szintet és
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fokozott NOS expressziot talaltak colitis ulcerosas vastagbél nyalkahartyaban,
ugyanakkor a Crohn betegségben mért értékek ellentmondasosak (110).
Ujabban az IBD kiilonb6z6 formaiban mért eltérd szérum és vizelet nitrit szintek
(78, 109, 128) alapjan felmeriilt, hogy az NO mennyiségek a gyulladas mértékét
illetve kiilonbozé formait jellemzik, és magyarazatot nyudjthatnak az észlelt

microvascularis szerkezeti valtozasokra és bélmotilitasbeli kiilonbségekre (82,
92, 129).

d. Az arginin metabolizmus alternativ utjai

Az arginin metabolizmus kompetitiv Utja az argindz altal torténd bontas
melynek eredményeként L-ornithin és urea keletkezik, az eldbbi az ornithin-
dekarboxildz (ODC) szubsztratumaként poliaminokkéd alakulhat. A poliaminok a
vastagb¢él hamsejtek novekedését serkentik €s befolyasoljak a nyalkahartya
apoptozisat pro-apoptotikus vagy anti-apoptotikus iranyba, egyuttal csokkentik
a mononuklearis sejtek velesziiletett immunvalasz potencialjat (130, 131,132,
133, 134). Az arginaz hatasa tehat a bélgyulladasban két modon érvényesiil:
egyrészt az iINOS kompetitiv gatlasaval, masrészt a poliaminok termelésével,
I. tipus, amely elsdsorban a méjsejtekben talalhaté €s a II. tipus, mely a legtobb
szovetben el6fordul a mitochondriumokhoz tarsulva (135).

Fokozott arginaz aktivitast észleltek colon tumorban és colitisekben
(136). Ellentmondd eredemények sziilettek az ODC decarboxilaz aktivitasarol
IBD-s szovetben (137, 138, 139).

Az allatkisérletek soran arginin adasa egyes esetekben enyhitette a
gyulladast, mas esetekben fokozta a szdveti karosodast a magas iINOS akivitas
¢s NO szint révén (140, 141, 142). Mas allatmodellekben az arginaz-ODC
rendszer erdsitésével és a NOS gatlasaval sikeriilt véd6 hatast elérni. Az
ellentmondasok magyarazatdul szolgalhat, hogy a NOS gatloék nem teljesen
szelektivek és potencialis arginaz gatld hatasuk is lehet. (143, 144).

e. AHUVEC és NO

A human koldokzsinor véna endothelsejtek (HUVEC) tenyészetét gyakran
hasznaljadk, mint specifikus modellt az endothelium mitkodésének vizsgalatara.
A HUVEC rendkiviil érzékeny azokra a gyulladaskelté agensekre, melyeket a
kiilonb6z6 cytokinek Oonmagukban vagy egylittesen kiilonbozé Osszetételben
képviselnek. Az NO-t a HUVEC-ben konstitutivan az eNOS termeli, mig
bizonyos stimulusok hatasara az iNOS. (145-146). A termelt NO hozz4jarul az

endothelsejtek apoptozisanak, proliferacigjanak, valamint sejt

......
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A Kisérletes, laboratériumi vizsgalatok célkitiizései

1. A iINOS ¢s eNOS expresszidjanak ¢és lokalizacidjanak vizsgélata colitis
ulcerosas és Crohn betegek bélnyalkahartya biopszias mintaiban.

2. A NOS expressziot mutatd sejtek €s szovetstrukturdk azonositdsa (kettOs
jelolésti immunhisztokémiai technikakkal) és 0Osszhasonlitisa a kiilonb6zd
betegségformakban, valamint azon beliil a vastagbél makroszkoposan gyulladt
vagy gyulladasmentes szakaszai kozott.

3. A mindségi vizsgalatok mellett (hisztokémia, immunhisztokémia), a
kiilonb6z6 betegcsoportokbol nyert colonoscopos biopszids mintak NOS
proteinjének mennyiségi meghatarozasa Western blott technikaval.

4. A vascularis statusz Oszehasonlitasa colitis ulcerosas ¢és Crohn-os vastagbe¢l
biopszias mintakban, kiilonos tekintettel a neovascularizacios jelenségekre.

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

6. A NADPH-diaforaz expresszidjanak ¢€s lokalizacidjanak vizsgalata colitis
ulcerosds és Crohn-os vastagbél biopszids mintakon.

7. A NADPH-diafordz ¢és a NOS izoformak co-lokalizicidjanak vizsgalata
IBD-s vastagbél biopszidkban.

8. Az eNOS ¢s iINOS expresszidjanak, lokalizacidjanak és valtozasainak
regisztralasa colitises €s Crohn-os szérummal kezelt konfluens és semi-
konfluens HUVEC tenyészetekben. A kiilonb6z6 tipusu gyulladdsos szérumok
altal kivaltott valtozasok 6sszehasonlitasa.

9. A sejtek viabilitdsi mutatdinak, az apoptotikus €s nekrotikus aktivitasnak
valamint a sejt proliferacié valtozasainak a vizsgalata IBD-s szérummal kezelt
HUVEC tenyészetben a NOS izoformék expresszidjanak fliggvényében.

10. TNF-a ¢és ezt gatld infliximab antitest hatasdnak vizsgalata HUVEC-
tenyészetben.

11. Infliximabbal kezelt betegek szérumabol készitett tdpfolyadékok hatasanak
vizsgalata a HUVEC eNOS aktivitasara és VEGFR expressziojara.
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Betegek kivadlasztasa, kezelése
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A vizsgalatban résztvevé IBD-s betegek tartdsan fennalld colitis ulcerosaban
(CU) vagy Crohn-betegségben szenvedtek, a colonoscopos mintavétel elétti
négy hétben nem kaptak szisztémas vagy lokalis kortikoszteroid kezelést, illetve

az alkalmazott gyogyszerek dozisait nem valtoztattuk. A CU betegeknek
proctosigmoiditise vagy bal oldali colitise volt. A Crohn-betegekben a gyulladas
a vastagbélre lokalizaloédott, de a nem-stenotizald és nem-penetrald gyulladasos

formakat vizsgaltunk, melyet a bécsi Crohn-betegség osztalyozas (Vienna
classification, 1998) alapjan hataroztunk meg. A Crohn-betegeknek magasabb
C-reaktiv fehérje szintjilk (CRP>10 mg/l) volt, talyog és fert6zés jele nélkiil. A
betegek sennoside B-t (X-PREP, Mundipharma) kaptak a colonoscopia elétt 16

oraval.

I. Tablazat Colitis ulcerosas (CU) és Crohn betegek (CD) adatai

Dg. No F;letkor (év) | Nem F/N | Endoszkopos Klinikai Kezelés
Atlag Atlag aktivitasi index | aktivitasi index
Cu 24 28 (19-36) 13/11 G4 4<UC-DAI 5-ASA
G, 12
Gs: 8
CD 20 30 (21-45) 13/7 8<CDEIS<14 150<CDAI<450 5-ASA
Kontroll | 16 31 (25-38) 8/8

Go.3: A colitis ulcerosa endoscopos gyulladasi foka (Lennard-Jones, Br Med J, 1964, 1:89)
CDEIS: A Crohn betegség endoscopos stilyossagi indexe (Modigliani, Gut, 1989, 30:983-89)
UC-DAL: Colitis ulcerosa aktivitasi index (Truelowe-Witts, Br Med J, 1955, 2:1041)
CDALI: Crohn betegség aktivitasi index (Best, Gastroenterol, 1979, 77:843)

5-ASA: 5-amino-salicyl sav
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Biopszia mintavétel

A vastagbél biopszia mintakat IBD-s betegekbdl a gyulladt és makroszkdposan a
gyulladés altal megkimélt sigma és jobb oldali colon teriiletekrdl vettiik. (1.
tablazat). A kontroll mintdkat colorectalis carcinoma sziirésen résztvevo,
egészséges egyének colonoscopias  vizsgalatakor vettik. Az utobbi
mintavételbdl szdrmazo biopszidkat csak akkor hasznéltuk vizsgalatainkban, ha
a patologiai-szovettani elemzés soran a nyalkahartya nem mutatott gyulladdsos
tiineteket. Mindeqyik, a vizsgalatban részt vevo egyén nyilatkozatban fejezte ki
hozzajarulasat a kisérletekben valo részvételhez.

Verszérumok gyiijtése

A kisérletben résztvevd betegektdl 5-5 ml vert vettiink  citratos
vakuumcsovekbe, majd 2000 rpm fordulattal 10 percig centrifugaltuk. A
szérumokat (feliiluszo) elkiilonitettilk és felhasznalasig fagyasztéban (—80C°)
taroltuk.

Szovettani vigsgalatok

Biopsziak elokészitése

A 4%-o0s paraformaldehidben (PFA) vagy acetonban rdgzitett fagyasztott
biopszidkbol 10 um vastag metszeteket készitettiink. A PFA-ben rogzitett
mintak egy részét paraffinba dgyaztuk, a metszeteket pedig a maximalis nyomads
kialakulasatol szamitva 3 percig féztiik kuktaban antigén feltaras céljabol 0.1 M
Na-citrat pufferben.

INOS immunhisztokémia

iINOS kimutatasara anti-iINOS poliklonalis nytlban termeltetett antitestet (OXIS,
Portland, Oregon USA; Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk
1:1000 higitasban PFA-ben fixalt paraffinos vagy fagyasztott metszeteken. A
metszeteket 4% normal kecske szérummal valdo 1 6rds blokkolads utan egy
¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk az iNOS antitesttel. Az immunreakcid el0hivéasara
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Universal avidin-biotin-peroxidaz kit-et (Vector Laboratories, Peterborough,
Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk, melyhez a festék 3,3°-diaminobenzidin (DAB)
volt. A DAB reakciot 0.005% H,0, jelenlétében, a jelet esetenként 1%
Ni(NH,),SO, hozzaadasaval erésitve, 0.05 M Tris-HCl (pH 7.6) inkubacios
pufferben végeztik. Az eljardsban minden antitestet 0.1% marha szérum
albumint (BSA), 0.1% Na-azidot és 0.1% Triton-X 100-at, tovabba fiziologias
NaCl-t (0,15 N) tartalmaz6é 0.1 M foszfat pufferben (PBS)-ben higitottuk.
Minden inkubacios 1€pést kovetden a metszeteket 4 x 10 percig mostuk.
Kontroll kisérletekben a primer antitestet kihagytuk az inkubdlds sordan. Az
antitest specificitasdnak ellenOrzésére a primer antitestet, a reakcidnal
alkalmazott higitasban, eldinkubaltuk 250 pg/ml iNOS blokkolopeptiddel (az
INOS szekvencia 1131-1144 aminosavszekvenciajanak alapjan késziilt
szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németorszag). A kontroll
kisérletekben nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

eNOS immunhisztokéemia

Az acetonban szaritott fagyasztott metszeteket inkubaltuk eNOS antitesttel
(nyul, 1:100, Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) egy ¢éjszakan at 4 °C-on,
hasonlé modon, mint azt az iINOS immunreakcional tettiik. Kovetkezd 1épésként
biotinnal jelolt masodik antitesttel inkubaltunk (1:200, Vector Laboratories,
Peterborough, Egyesiilt Kiralysag), a reakciot, pedig avidinhez kotott FITC-tal
(1:200, Boehringer Mannheim, Németorszag) tettiik lathatova. Mindkét
inkubacids 1€pés 2-2 oraig tartott. A mintdkat haromszor mostuk a lépések
kozott és végiil a metszetet glicerin-PBS 1:1 tartalmi oldattal fedtiik le. Az
eNOS antitest specificitasat az antitest megfelelden kihigitott oldatanak €s 250
ug/ml eNOS blokkolopeptidnek (az eNOS szekvencia 599-613 alapjan készitett
szintetikus peptid, Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) eldinkubalasa utan
végzett immunreakcioval ellendriztiik. A kontroll kisérletekben nem
tapasztaltunk pozitiv immunreakciot.

NADPH-diaforaz hisztokémia

A NADPH-diaforaz reakciot (NADPH-d), a NOS izoformak gyors hisztokémiai
kimutatdsara hasznaljadk. A PFA-ben rogzitett fagyasztott metszeteket 1 oraig
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sOtétben inkubdltuk szobahdémérsékleten az 1 mM [B-NADPH-t, 0.2 mM
nitrokék-tetrazoliumot 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 valé mosast kdvetden, eozinnal festettiik 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
kisérletekben specifikus festddést nem tapasztaltunk. A reakcid 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 szovetek iINOS immunreaktiv (iNOS-IR) sejtjeinek azonositasara az iNOS-ra
elOhivott paraffin metszeteket egér anti-CD68 (makrofag azonositas) €s anti-
CD15 (neutrofil granulocita azonositds) antitestekkel inkubaltuk. Masodik
Iépésben, a gyulladasos sejtek megjelenitésére DAKO LSAB2 kit-et
hasznaltunk, ahol sztreptavidinhez kotott alkalikus-foszfataz volt a jel6ld anyag
és ,,Uj Fukszin” volt a festék. Az INOS immunreakcio lilas-fekete szine
[Ni(NH;)2(SO4),-al felerdsitett DAB reakcid] és a sejt azonositidsra hasznalt
immunreakcid rozsaszines piros szine (fukszin) a metszeteken jol elkiilonithetd
volt.

A PFA-del rogzitett biopszidkbodl fagyasztott sorozatmetszetek késziiltek annak
eldontésére, hogy a NADPH-d hisztokémiai és iNOS immunhisztokémiai
reakciok milyen mértékben feleltethetok meg egymasnak.

Az ér-endothe!/ kimutatdsa

A biopszidkban 1évé 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
IgG-hez kotott alkalikus foszfatazzal (1:100 higitasban) 1 6ran at szobahdn
reagaltattuk. Az immunreakciét az iINOS kimutatdsara hasznalt mddszerhez
hasonloan végeztiik. A szinreakciot ,,Uj Fukszin” festékkel, a hattér magfestést
metil-zolddel jelenitettiik meg.
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Az immunreakciok mennyiségi értékelése

A metszeteket Olympus Provis AX/70A mikroszkdppal vizsgaltuk, és Olympus
Camedia C4040 digitalis kameraval fényképeztiik. A mintdk mennyiségi
kiértékelése szamitogépes képelemzé Olympus analysis 2.11  szoftver
segitségével (Olympus, Tokio, Japan) tortént. Az iNOS-IR sejtek szamat
atlagfeliiletre vonatkoztattuk (sejtszam/mm?). A mintaclemzéskor, eltekintve
néhany optikailag nem tokéletes képtdl, a szoftver paramétereit egyféle
beallitdssal hasznaltuk. A paramétereket ugy allitottuk be, hogy a
szovetsériilések ne befolyasoljak a tényleges eredményt.

INOS immunblott

Ot-hat darab endoszképosan gyulladt CU és Crohn-beteg, valamint kontroll
vastagbélbdl vett biopsziakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
dorzscsészében nitrogén alatt porra 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 proteaz inhibitor keveréket
(Sigma-Aldrich) hasznalva homogenizaltuk. Az Osszfehérje tartalmat BCA
modszerrel hatdroztuk meg, kontrollként BSA-t hasznéalva. ELISA leolvaséban
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 ul B-merkaptoetanolt adtunk és az oldatot 5 percig foztiik 100
°C-on. Mindegyik mintabol 20 ul fehérje-oldatot (1 mg/ml) vittiink fel 10%
SDS-polyacrylamid gélre, és a fehérjéket elektroforetikusan szétvalasztottuk
120V fesziiltség mellett 1 oran keresztiil. A fehérjéket a gélrdl nitrocelluldz
membranra (Pharmacia, Bécs, Ausztria) blottoltuk (100 V-on 90 perc)
transzfer pufferben (192 mM glycine, 25 mM Tris-base, 20% methanol)
folyamatos kevertetés és hiités mellett. A membrant kétszer mostuk 0,1% Twen
20-at (PBS-Twen) tartalmaz6 0.1 M PBS-ben (pH 7.6), majd 1 o6ran at
blokkoltuk 5% zsirszegény turista tejport tartalmazé PBS-Tween oldatban. Ezt
kovetden, 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
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3 X 5 perces PBS-Tween-nel valé mosas utan, a membrant 30 percig inkubaltuk
a masodlagos antitesttel (1:5000-re higitott anti-nytl IgG-hez kotott torma-
peroxidaz (Vector, Bulingam, CA, USA) PBS-Tween-ben. A membran ismételt
3 x 5 perces PBS-Tween-ben, majd egyszer PBS-ben torténé mosasa utan, a
blottokon kifejlédé immunreakcidkat kemilumineszcens reagenst tartalmazé kit
(Pierce, Rockford, Illinois, USA) segitségével hivtuk el6 rontgen filmen.
Mennyiségi analizis céljabol, azonos betegségbdl szdrmazo, harom kiilonbdzo
homogenizatumbol  késziilt immunreaktiv sdv  intenzitdsainak  4tlagat
szamitottuk, a savok denzitometrids analizise alapjan (Molekuléaris Analizis
Szoftver térfogat elemzésre, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A denzitometrias
analizishez kontrollként BSA-t vagy myosin-foszfatdz regulator alegység
kiilonb6z6 koncentracioi alapjan késziilt kalibracios gorbét hasznéltunk.

Endothel-sejteken végzett vizsgdlatok

HUVEC preparalas és tenyésztés

A frissen izolalt koldokzsinérokat a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrumdnak Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjarol
szereztikk be. A koldokzsinorokat steril edényben 1€vo sejttenyésztd folyadékban
(50% normal human szérum, 2% HEPES, 1% L-glutamin, 1% amfotericin, 1%
penicillin, 45% sterilre sziirt M199-oldat, Sigma-Aldrich) szallitottuk a
sejttenyésztd laboratériumba. A koldokzsinor mindkét végét elkotottik €s a
koldokvéna mindkét végébe kaniilt helyeztiink. A vénat a kaniilok segitségével
atmostuk steril PBS-sel, majd Hank egyensulyi so-oldattal (HBSS, Sigma-
Aldrich) és M199 folyadékkal. Ezutdn a vénat feltoltottiik 1 mg/ml kollagenézt
tartalmazd M199 oldattal és CO, inkubdtorba helyeztiik 12 percre 37 C°-on. A
véna endothel sejteket 2 x 20 ml M199-oldattal valé kimosas utan steril edénybe
vettilk le. A sejtszuszpenziot 1000 rpm fordulattal 15 percig centrifugéltuk, a
feliiluszot leszivtuk és a sejteket Gjra szuszpendaltuk tenyésztd folyadékban.

A sejteket (2 x 10° sejt/ml koncentracioban) oltottuk Greiner milanyag
tenyésztdedényekbe. Egy nappal a leoltas utan az edényeket mostuk 37°C-0s
HBSS-sel, majd ismét tenyésztéfolyadékot adtunk a sejtekhez. Négy-6t nap
tenyésztés utan, mikozben a sejtek intenziv nodvekedésnek indultak és a
tenyésztéedényt benotték, a sejteket HBSS-sel mostuk, majd 1 ml tripszin-
EDTA (tripszin:/EDTA = 1:25) oldattal leemésztettiik az edény falarol. A
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sejteket 1 ml tenyésztd oldatban felszuszpendaltuk és egy steril edényben
osszeraztuk. A sejteket ezutan ismét leoltottuk, novesztettiik és Gsszegytijtottiik
a fentiekhez hasonloan. A sejteket kisérlet céljabol tenyésztdlapokra helyeztiik 2
X 10° sejt/ml koncentraciban és szaporitottuk. Amikor az egyrétegii
sejttenyészet 20-30%-0s vagy 70-80%-os fedettséget mutatott a sejteket 50%
normal, CU vagy Crohn-beteg szérumat tartalmazo tenyészté oldatba helyeztiik
¢s kiilonbozo ideig (2, 4, 8, 12, 20, 24, 36, 48 ora) 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 Osszegytijtottik. A sejtek lizadlasat folyamatos
razassal gyorsitottuk. Ot pl lizitumhoz 45 ul RIPA puffert adtunk, melybdl
feheérjét mértiink hasonléan a biopszia mintdkhoz. A fehérje oldatokat
lefagyasztottuk és -80 C°-on taroltuk. A mintakb6él immunoblottot a
biopszidkhoz hasonléan készitettink. Minden mintdbol 30 pnpg fehérjét
tartalmazé oldatot vittiink fel a gélre. Primer antitestként anti-eNOS (1: 5000,
kat. szam: 482726, Merck-Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) és anti-iINOS
(1:2000, kat. szam: ABS5384, Chemicon, Temecula, CA, USA) nyutlban
termeltetett poliklonalis antitesteket hasznaltunk. A NOS reaktiv savokat
mindenegyes blotton a 2 6ras normdl szérummal kezelt mintakra normalizaltuk
denzitometralas alapjan ¢és ezen kontrollhoz képest az eltérést szazalékban
fejeztiik ki.

Immunfluoreszcencia vizsgalatok

A sejteket sterilre sziirt 10%-os zselatinnal bevont feddlemezeken
tenyésztettiik. Azokat a tenyészeteket, melyeket a sejtosztodas, eloszlas és
sejthalal (apoptdzis/nekrdzis) kovetése céljabol vizsgaltunk, 20-30%-0s
lefedettség mellett rogzitettiilk, mig a NOS izoformak kimutatasahoz 70-80%-
ban bendtt tenyészeteket hasznaltunk. A kiilonb6z6 szérumokkal tortént
kezelések utan a sejteket felszallo alkohol sorban (50, 70, 96%) rogzitettiik,
majd rehidraltuk PBS-sel. A NOS izoformak kimutatasdt a biopszias
metszeteken végzett immunhisztokémiai eljarashoz hasonléan végeztiik.
Masodik antitestként 1:40 higitasban FITC-el kapcsolt anti-nyal IgG-t
hasznaltunk 30 percig szobahdn.
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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 proliferacios marker Ki-67 (klon szam: MIB-1, Dako, Dénia)
ellen késziilt monoklonalis antitesttel reagaltattuk (1:100 higitdsban) 2 oOraig
szobah6n. Masodik antitestnek FITC-cel konjugalt anti-egér [gG-t (1:40, Dako)
hasznaltunk.

A kezelések kovetkeztében valtozd HUVEC életképesség mértékét, az
apoptotikus/nekrotikus sejtek mennyiségét kimutaté annexin-V-biotin Kit-tel
(Boehringer-Mannheim, Németorszag, kat. szam: 1828690) vizsgaltuk. A sejtek
rogzitése eldtt a tenyészt6 oldat propidium-jodid oldattal (1:50 annexin-V-biotin
torzsoldat higitva 0.01M HEPES pufferben, eltavolitasa és szobahdmérsékletii
PBS-el valé mosast kovetden a sejteket annexin-V-biotin/pH 7.4, amely 0.14 M
NaCl-ot, 0.005 M CaCl,-ot és 1 pg/ml propidium-jodidot tartalmazott) jeldltiik
15 percig. Ezutan HEPES-sel val6 alapos mosast kovetden a sejteket rogzitettiik
metanol-etanol (1:1) keverékében 1 percig, és 5 pug/ml avidin-fluoreszcein-nel
inkubaltuk szintén 15 percig. Mosds utdn a feddlemezen 1évd sejteket
targylemezre csoppentett PBS-glicerin 1:1 oldatra fektettiik. A sejtosztodas
aktivitasdnak valamint az apoptdzis/nekrozis vizsgalatara jelolt sejteket a lefedés
elott 1% toluidin-keékkel festettiik, mely a sejtmagok festddésén keresztiil a teljes
sejtszam meghatarozasara adott lehetOséget. A sejtvaz alakjanak €s €pségeének
vizsgalatat az aktin rostok 0.2 pug/ml falloidin-FITC-cel (Sigma-Aldrich) 1 6ra
inkubalas utan torténd festésével végeztiik.

A sejtekrdl késziilt digitalis felvételeken a fényerdét ¢és a kontrasztot
azonosan allitottuk be Jasc Paintshop Pro 7.0 szoftverrel. A fluoreszcens
felvételekkel azonos teriiletekrél lathatd fénnyel is készitettiink felvételeket
(toluidin-kék festés) mennyiségi elemzés céljabol. Minden egyes adatpontban
legalabb 10° sejtet szamoltunk meg; az 0sztddé, apoptotikus és nekrotikus sejtek
szamat az §sszes sejtszdmhoz viszonyitva szazalékban adtuk meg.

Sejttenyeszetek fenottipusos vizsgalata

Az in vitro tenyésztett HUVEC sejteket 0.025% tryspin/l mM EDTA
(Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) segitségével felvettiik 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 Oket a
fluorokrommal jelzett ellenanyagokkal. A jeldlést kovetden a sejteket kétszer
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mostuk FACS pufferben, majd a méréshez 400 pl FACS pufferbe
szuszpendaltuk Oket. A fenotipizalashoz 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 aramlési citométerrel
végeztik (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 elfogadhaténak, ahol a mért
eseményszam meghaladta a szazat.

RNS izolalas

AZ RNS izolalasa el6tt a HUVEC sejttenyészeteket kétszer mostuk PBS-sel,
majd TRISOL reagensben vettiik fel 6ket, az RNS izolalasa a gyarto 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 reakcio
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 miiszeren végeztiik el (Applied
Biosystems, Foster City, CA) Mintanként 25 ul reakcioelegyet hasznaltunk az
alabbi reakcioban: 40 ciklusszamon keresztiil 94°C, 12 masodpercig, majd 60
°C-n 1 percig. Minden PCR reakcio triplikdtumokban keriilt elvégzésre, a
kontroll reakcidoban nem hasznaltunk reverz transzkriptdzt. Az eredmények
kiértékeléséhez a AC; moddszert alkalmaztuk, az eNOS MRNS expresszids
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)
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Citokinek merese

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 citokineket CBA Cytokine Flex
bead —ckkel mértiik meg a sejttenyészetek feliiluszojabol, a gyarto 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 esetében.

Statisztika

A mennyisegi adatokat atlag + atlagtél mért kozepes eltéres ertekekkeént
adtuk meg. Az eredmények szignifikancidjat 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) becsliltiik meg. A P értékeket az éabrakon illetve az
abramagyardzatoknal tiintettiik fel. A kiilonbségeket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a p<0.01.
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Eredmények

Az iINOS+ immunreaktiv sejtek megoszlasa és jellemzése IBD nydlkahartyaban

Aktiv colitis ulcerosa gyulladt teriiletein jelentds mennyiségii, hisztokémiailag
NADPH-diaforaz reakciot ad6 sejtet észleltiink.(2.1A abra). A NADPH-diaforaz
pozitiv sejtek foként a Lieberkithn kriptdk mélyén és falaik mentén
helyezkedtek el. Parhuzamos metszeteken iNOS ellenes antitestekkel végzett
vizsgalatok azt mutattdk, hogy az iINOS immunreaktiv sejtek és a NADPH-
diaforaz pozitiv sejtek eloszlasa és morfologiai jellemz6i megegyeztek.(2.1B
abra) A colitis ulcerosas mintdkkal ellentétben Crohn betegekbdl szarmazo
mintakban szembetiinéen kevesebb volt a NADPH-diafordz pozitiv (2.2A) és az
INOS (2.2B) immunreaktiv sejtek eléfordulésa.
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2. Abra iNOS-t tartalmaz6 sejtek IBD-s betegek colon biopszidibél készitett horizontalis metszetben, teljes
nézetben. / A-B. Az UC mucosiaban az immunsejtek NADPH-diaforaz hisztokémiai reakcioval (A)
detektalhatok A NADPH-diaforaz reaktiv sejtek (nyilhegyek) foéként a Lieberkiihn-kriptak bazalis részén és a
fala mentén akkumulalodnak. Csillag: a kriptak alja; e: a mucosa epithelidlis felszine. A metszeteken iNOS
kimutatast (B) is végeztiink immunreakcid segitségével, szamos iNOS-IR sejt mutathaté ki a kriptak oszlopa
mentén és bazalis részén. A. Megjegyzendd, hogy az iNOS-IR sejtek eloszlasa és jellemz6i hasonloak az A
abran lathato NADPH-diaforaz reaktiv sejtekére. Csillag: a kriptak alja; e: a mucosa epithelialis felszine. C-D.
CD mucosabol készitett metszetek. Ezekben a biopszidkban csak kevés NADPH-d reaktiv (C) és iNOS-IR sejt
(nyil) talalhato a lamina propriaban. Csillag: a kripta alja; e: a mucosa epithelialis felszine.. A 4. dbran lathato az
IBD-ben kimutathato iNOS-IR sejtek kvantitativ kiértékelése és statisztikai analizise. // A skala egy beosztasa
400 pm. //
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Kettds jelolésli immunhisztokémiai vizsgalatok soran gyulladt IBD
nyalkahartya iNOS pozitiv gyulladdsos sejtjeinek CD68 és CDI15 felszini
membran antigén pozitivitisa a macrophagokat (CD68-IR sejtek) valamint a
neutrophil  granulocytakat azonositotta. (3. 4abra) Colitis ulcerosas
nyalkahartydban a CD15 pozitiv sejtek tilnyomd tobbsége iNOS pozitivitast
mutatott. (3F abra) Ezzel ellentétben Crohn betegségben a domindns
gyulladasos sejttipus a macrophag volt, ugyanakkor a CD68 immunreaktiv
sejtek kisebb hanyada mutatott iNOS immunreaktivitast.(3G abra)

Szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat szignifikansan
tobb iINOS immunreaktiv sejtet mutatott colitis ulcerosa gyulladt teriileteirdl
szarmazé nyalkahartyaban (UC; 64+4 sejt/mm?) mint a Crohn-os gyulladt
teriileteken (CDi 442 sejt/mm?). (4.A abra) Ugyancsak szignifikans kiilonbség
jelentkezett a colitis ulcerosas gyulladt ¢s nem gyulladt teriiletek iNOS
immunreaktivitasa kozott (UC,1948 sejt/mm?). (4.A 4bra)

A CD15 immunreaktiv sejtek szama messze meghaladta a CD68 pozitiv
sejtek szdmat aktiv colitis ulcerosdban, az eloszlasi aranyt tekintve 92% illetve
8%-t talaltunk. (3B dbra) A CD15 immunreaktiv sejtek 92,4%-a iNOS pozitiv
volt (85£10%-a a CD15+ és CD68+ sejtek Osszegének) mig CD68+ sejtek
87,5%-a mutatott iNOS immunreaktivitast is (71£5% a teljes festdédo
sejtszamnak). (4.B abra) A colitis ulcerosas, de nem gyulladt teriileteken az
INOS pozitiv sejtek aranya szignifikdnsan alacsonyabb volt, 9,6% a CD15+
sejtek kozott és 11,8% a CD68+ sejtek kozott. Az Osszes CD15 és CD68
festédést mutatd sejten beliil, csak az iNOS pozitiv neutrophilek (CD15+ sejtek)
aranya mutatott szignifikdns kiilonbséget a gyulladt és nem gyulladt teriiletek
kozott (UC, 8+£3%, UC; 85+10%)

Aktiv Crohn-os gyulladasos teriileteken jellemzobb volt a CD68+ sejtek
jelenléte (90%), szemben CDI15+ sejtekkel (10,0%). (4.C abra) A sejtek
alacsony hanyada mutatott iNOS pozitivitast, a CD15+ sejtek esetében 14,3%, a
CD68+ sejtek kozott pedig csak 4,4%.
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3. Abra. Az iNOS-IR sejtek sejttipusanak meghatarozasa paraffinba agyazott IBD-s biopszidkon. / A. Az UC
kot6szovetében fekete szinli iNOS-IR sejtek ABC-Ni/DAB modszerrel detektalhatok. / B. Az UC-ben 1év6 anti-
CD68 ellananyaggal megjel6lt macrophagokat chromogénként New Fuchsint (rozsaszin) hasznald AP reakcioval
detektaltuk. // C Azok a sejtek, amelyek iNOS-ra és CD68-ra egyarant pozitivak voltak, lilasfekete szintiek, ami
a fekete (lasd A) és a rozsaszin (lasd B) immunreaktiv anyagok atfedésébol adodik. / D. Az UC-ben jelenlévé
CD15-IR immunsejtek (neutrophil granulocytak) megjelolése New Fuchsinnal (rézsaszin) tértént az AP reakcio
kifejlédése kozben. // E Egy UC metszet két sejtje anti-iINOS és anti-CD15 ketts jeloléssel. // A lilasfekete szin
az iINOS-IR (fekete, lasd A) és a CD15-IR (lasd D) szinének az atfedése miatt alakul ki. // F. Szamos sejt mutat
mind iINOS, mind CD15 (neutrophil granulocyta) immunpozitivitast (lilasfekete szin, nyil) UC esetében a colon
kotészovetében. Néhany sejt csupan CD15 immunreaktivitast (nyilhegy) mutat. // Keresztmetszet. // Csillag:
Lieberkiihn kripta. // G. CD esetében egy boholy apicalis részének nagyitott képe szamos CD68-IR (macrophag)
sejttel (nyil, nyilhegy). // Ezen CD68-IR sejteknek csak némelyike mutat iNOS immunreaktivitast (kékesfekete
szin, nyilak), tobbségiik csak anti-CD68 ellenanyaggal jelolddik (rozsaszin, nyilhegy). / Horizontalis metszet. //.
E: a boholy epitéliuma; lu: a colon lumene. // A skala egy beosztasa: 10 um az A, B, C, D, E képen, 40 um az F
képen és 25 um a G képen.
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4. Abra Az iNOS-IR sjtek kvantitativ értékelése (A) és sejttipusanak meghatérozasa UC (B) és CD (C) esetében. / A. Az
INOS-IR sejtek szama szignifikansan magas az UC-b6l (UC;), alacsonyabb a CD-b6l szarmazé gyulladt mucosa
biopszidkban (CD;) az IBD colon nem gyulladt részeib6l (UC,, CD,) valamint egészséges paciensekbol vett biopszia
mintakhoz képest. // B-C. Az IBD-s mucosa szoveti metszeteiben az iNOS-IR egyiitt fordul el a CD15-IR-rel vagy a CD68-
IR-rel (lasd 3. abra). / Szamitogépes képanalizis segitségével meghataroztuk a CD15-IR és a CD68-IR sejtek szamat. A
sejteket INOS-IR és iINOS immunonegativ csoportokra osztottuk. // Mind a gyulladasos (UC;, CD;), mind a nem gyulladasos
(UC,, CDy) esetekben az oszlopok mutatjdk a CD15-IR és a CD68-IR sejtek szamat szazalékban kifejezve. A részletes
szamadatok a szovegben talalhatok. UC; és UC, esetén kiugroan magas a CD15-IR / CD68-IR sejtek aranya (B), CD esetében
viszont foditott az arany (C), magasabb értékkkel CDj, és alacsonyabb értékkel CD, esetén. //. UC; esetén a CD15_IR és a
CD68-IR sejteknek igen nagy szazaléka volt iNOS-IR, mig UC, esetén csak néhany sejt mutatott iNOS immunreaktivitast
(B). CD-ban az immunsejtek kozott magasabb az iNOS-IR sejtek aranya, mint CDj-ben, ahol a CD15_IR és a CD68-IR
sejtek nagy része nem mutatott iNOS immunreaktivitast. / Minden biopsziabol (UC=24, CD=20) husz metszetet vizsgaltunk.
I
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A makroszkoposan nem érintett teriileteken (CD,) az iNOS immunreaktiv
sejtek ardnya a CDI15+ sejtek kozott nem valtozott jelentdsen (16,7%), mig a
CD68+ sejtek kozott magasabb volt, mint a gyulladt tertileteken (33,8%). A
teljes sejtszamra (CDI15+ és CD68+) vonatkoztatva, az iNOS immunreaktiv
CD68+ sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb volt a gyulladt teriileteken
(CD; 4£3%) mint a gyulladasmentes teriileteken (CD, 23+8%). A metszetek
jelentds részén, elsésorban azokon, ahol az iINOS immunreaktiv sejtek szama
alacsonyabb volt, a gyulladt teriileteken az epithelium apicalis része erds
NADPH-diaforaz (5.B abra) ¢s iNOS (5.C abra) festddést mutatott mind colitis
ulcerosaban mind Crohn betegségben. A kontroll vizsgalatokon NADPH-
diaforaz reaktiv vagy iNOS immunreaktiv epithelium nem volt kimutathato.
(5.A abra)

Az IBD-s betegek colonoscopos biopszias mintdinak homogenizatumabol
végzett immunblott vizsgalat egy 130 kD molekulatomegii iNOS immunreaktiv
fehérje savot mutatott, mely a human iNOS molekulatomegének megfelel. (6.
abra) A sav intenzitdsa szignifikdnsan nagyobb volt a gyulladt colitises
anyagban, mint a nem gyulladt mintdkban, ezzel szemben a Crohn betegekbdl
szarmazo anyagban nem jelentkezett szignifikans intenzitasbeli kiilonbség az
érintett és €p terliletek kozott, valamint a kontroll csoportokhoz viszonyitva. (6
abra) Az immunblott denzitometrids szemikvantitativ vizsgalata bizonyitotta az
INOS szignifikdns mennyiségi kiilonbségeit a colitis ulcerosas és a Crohn-0S
biopszidk kozott. (6 abra)
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5 Abra.. iNOS expresszié IBD-ben a colon epitelialis sejtjeiben. // A.. Kontroll paciensbél szarmazo colon mucosa
keresztmetszet, ahol nem lathatdé NADPH-diaforaz reaktivitas a kriptak (csillag) epitelialis sejtjeiben. Kiilonboz6 atmérdjii
erek endothelsejtjei (nyil) és a lamina propria néhany sejtje (nyilhegy) NADPH-diaforaz reaktivitast mutat. / A metszet
eozinnal festett. // B. Néhany UC esetben a colon gyulladasos helyein az epithelium apikalis része NADPH-diaforazra er6sen
pozitiv (nyil). / NADPH-diaforaz reaktiv sejtek a lamina propriaban is lathatok (nyilhegy). // Csillag: Lieberkiihn kriptak. //
C. Néhany CD biopsziaban az iNOS-IR (nyil) a mucosa epithelsejtjeinek apikalis részén talalhato. / Csillag: Lieberkiihn
kriptak. / iNOSt ABC-DAB moédszerrel mutattuk ki. Skalabeosztas: 100 um.
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6. Abra IBD-s colon mucosa biopszia homogenizatum immunoblot anti iNOS-sal. // Az egyes savok a kontroll,
valamint UC-ben és CD-ben szenvedd paciensek intakt (nem gyulladt, u alsé index), és gyulladt (i alsé index)
colon szakaszaibol szarmazd 5-6 biopszia mintabdl nyert fehérjét tartalmaznak azonos mennyiségben (20
ug/ml). Az anti-iNOS savok egy 130 kDa fehérjét jelolnek, ami a human iNOS molekulatomegének felel meg
SDS-PAGE-en. // Megjegyzendd, hogy UC-ben gyulladt mucosa esetén sokkal nagyobb a savok intenzitésa,
mint az intakt mucosanal. Ezzel szemben CD esetén az iNOS-nak megfeleld savok mind az intakt, mind a
gyulladt szakaszokndl halvanyak, ami a mucosa alacsony iNOS szintjére utal. / Harom sav denzitometrids
vizsgalatat végeztiik el az egyes biopsziamintak kiilonb6z6 homogenizatumaibdl.
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Az eNOS lokalizacidja és a vascularis status 6sszehasonlitasa

Az érstruktirdk NADPH-diaforaz festddése a colitis ulcerosas ¢és Crohn-0s
mintakban jelentdsen kiilonbozott. Colitis ulcerosaban altalaban tag érképleteket
taladltunk, melyek endotheliuma intenziva NADPH-diaforaz reaktivitast
mutatott.(7.A abra) Ezzel szemben a Crohn betegekbdl szarmaz6d mintakon
relative sok, kis atmér6jii ér volt kimutathatdo, melyek endotheliuma
gyakorlatilag nem mutatott NADPH-diaforaz pozitivitast. (7.B abra) Az erek
fala a lamina propria teriiletén megvastagodott és lumeniik sziikebb volt. (7.B
abra) A kontroll csoportbdl szarmaz6é mintdkban a kapillarisok NADPH-
diaforaz reaktivitdsa mérsékelt volt. (5.A dbra) Hasonl6 mintazatot talaltunk a
nem gyulladt colitises és Crohn-0s anyagban is.

A kapillarisok és a kis erek eNOS immunreaktivitasa kifejezett volt a
colitis ulcerosas metszetek lamina propriajaban, ezzel szemben eNOS
immunreaktiv endothelium alig volt detektdlhatdo a Crohn betegek mintdiban.
(7.C, 7.D abra) Ugyanakkor, a kriptak koriili myoepithelialis sejtek eNOS
immunreaktivitasa megfigyelhetd volt minden vizsgélt csoportban (7.C, 7.D
abra)

A colon biopszias mintak vascularis statusanak elemzésére a PECAM-1
(CD31) endothel markert hasznaltuk. (7.E abra) A CD31 ¢s az eNOS
immunreaktivitas kozott észlelt mindségi kiilonbségeket (7.C, 7.F 4bra)
megerdsitette a szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat
eredménye. A colitis ulcerosas mintdkban 1746 ér/mm?, Crohn-os mintdkban
48+12 ér/mm’ mig kontrollban 2448 ér/mm’ volt a CD31 pozitivitas mértéke.
(8. abra) Mig a kontroll és a colitis ulcerosas metszeteken az eNOS/CD31
immunreaktiv kapillarisok aranya 92,0% illetve 82,3% volt, addig a Crohn-0s
anyagban ez az arany szignifikdnsan alacsonynak bizonyult (8,3%)
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7. abra Az eNOS megoszlasa és az erek morfoldgiaja a colonban UC (A, C, E) és CD (B, D, F) esetén. / A.
NADPH-diaforaz reaktivitds a mucosaban UC esetén. // A kapillarisok €s egy nagyobb ér (v) endothelsejtjei
NADPH-diaforaz reaktivitast mutatnak (kék, nyil), ami NOS jelenlétére utal az érrendszerben. // Eozin festéssel
immunsejtek (nyilhegy) mutathatok ki az érfalban és a lamina propridban. / Ezen sejtek némelyike, foként a
kotészovetben és az epithelium kozelében 1évok NADPH-diaforaz reaktivitast mutatnak (fehér, nyilhegy). //
Csillag: Lieberkiihn kripta keresztmetszetben. // B. Szdmos vérér (v) talalhatd6 CD mucosaban, a NADPH-
diaforaz reakcio kék csapadéka azonban csak ritkan lathaté az endotheliumban (nyil). // A kapillarisok és a kis
atmérdjli vérerek eNOS immunreaktivitdsa igen nagymértékli a lamina propridban UC esetén (nyilhegy). A
kriptak (csillag) koriil myoepithel sejtek mutatnak hattérfestést. // D. eNOS-IR ritkan lathaté a mucosa ereiben
(nyil) CD esetén. // A kriptak (csillag) koriil myoepithel sejtek mutatnak hattérfestést. / C-D acetonnal fixalt
metszetek, ahol az eNOS megjelolése ABC-FITC-cel tortént. // E. , Az anti-CD31 ellenanyag endothelsejteket
jelol UC lamina propridban, néhany sejt kis atméréjli eret képez (nyilhegy). CD31-IR-t AP-New Fuchsinnal
jelotiik, a sejtmagok festése metilzolddel tortént. // F.. CD esetén tobb, anti- CD31 ellenanyaggal detektalhato kis
atmér6jii ér (nyilhegy) talalhatd a lamina propriaban.. A CD31-IR-t AP-New Fuchsinnal jel6tik, a sejtmagok
festése metilzolddel tortént. A, B, C és D fagyasztva készitett metszetek, E és F pedig paraffinba agyazott
metszet. A 7. abra tartalmaz szamszerli adatokat a NOS (NADPH-d reaktiv) eloszlasarol IBD mucosa
kapillarisaiban. // , Egészséges mucosaban NADPH-diaforaz reaktivitast mutat6 elemek lathatok a 4A. abran. //,
Skalabeosztas: 100 um A, B, C és D képen, 200 um E és F képen.
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8. Abra A lamina propriaban eléforduld eNOS-IR és nem immunreaktiv kiserek (kapillarisok) szaménak
becslése gyulladt IBD biopszidk (UC;, CDj) esetén. // A kapillarisok szdmat a CD31-IR mennyiségének
szamitogépes elemzésével hataroztuk meg. // , Az adatok azt mutatjak, hogy CD esetén sokkal tobb kapillaris
van a lamina propriaban, mint UC esetén. / CD;-ben az eNOS-IR kapillarisok aranya kicsi, ezzek szemben UC;
esetén és a kontroll pacienseknél a kapillarisok tobbsége eNOS immunreaktivitist mutatott. / Az egyes
biopsziakbol (kontroll=16, UC;=24, CD;=20) husz metszete vizsgaltunk.

Az eNOS kimutatdasa immunblott és immunfluorescens vizsgalattal HUVEC-n

A HUVEC lizatum Western-blott vizsgalata a human eNOS-nak megfeleld
molekulatomegli 160 kDa immunreaktiv csikot mutatott ki. (9.A &bra) 50%-0S
normal human szérummal kezelt HUVEC sejtkulturaban az eNOS mennyisége
nem valtozott szignifikdnsan a 48 6rés vizsgalati id6 alatt. Ugyanakkor az 50%-
0s colitis ulcerosas szérum hatasara az eNOS szint 8 6ra utan kezdett emelkedni
¢s 12 oranal érte el a cstcsértéket (a relativ optikai denzitas érteke 188+23% ¢és
229+26%, P<0,01). A tizenkettedik oraban az eNOS szint duplaja volt a
masodik 6rdban mért normal szinthez képest (100+15%). 12 6ran tal 50%-0s
colitis ulcerosas szérummal tortént inkubacid soran az eNOS szintje csokkent
(36 oranal 153+23%, P<0,01), és a kontroll szintjét 48 oranal érte el (100+8%).
50%-s Crohn-os szérummal tortént inkubalas soran az eNOS nem valtozott
szdmottevéen 8 oraig, majd csokkenni kezdett 12 ora utan (41£12%, P<0,01)
20-24 6ra kozott érve el a legalacsonyabb szintet (18+£16% ¢és 23+15%, P<0,01).
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Ezt kovetoen lassu fokozatos novekedés volt észlelhetd €s 48 oranal a kontroll-
lal kozel megegyezd szintet detektaltunk (65+8%, 9.A, 9.B).

Az eNOS immunfluorescens vizsgalata HUVEC-ben az enzimet foleg a sejt
citoplazma nuklearis régiojaban azonositotta, de kimutathatd volt a sejt
periférias teriiletein is.(10. dbra) A normal humén szérum nem befolyasolta az
eNOS immunreaktivitds intenzitasat ¢s eloszlasat HUVEC-ben. Colitis ulcerosas
szérummal tortént 12 oras kezelést kovetéen az eNOS immunreaktiv teriilet
kiszélesedése €s az immunfluorescens aktivitas enyhe €lénkiilése volt észlelhetd.
Ezzel szemben Crohn-os szérummal tortént kezelés negyedik orajatol kezdve az
eNOS immunreaktivitas mindinkdbb a sejtek kdzponti részére koncentralodott
¢s az immunfluorescens aktivitds csokkent. (10 4bra) Nem talaltunk egyértelmi
kiilonbséget a normal, a colitis ulcerosds és Crohn-os szérum hatdsa kozott a
HUVEC eNOS immunfluorescens aktivitisaban a 48 6ras periddus végen.
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9. Abra. IBD-s szérummal kezelt HUVEC eNOS mennyiségének Western blott vizsgalata. Hetven szazalékos
konfluenciat mutaté HUVEC-t inkubaltunk 50%-0s normal, 50%-0s CU és 50%-0s CD szérummal. A. A blottok
harom kiilonb6z6 kisérletbdl szarmaznak, melyek soran ugyanabbol a kdldokzsinorbol késziilt sejttenyészeteket
egyidejiileg kezeltink. B. Az immunblottok denzitometrias vizsgalata. Az adatokat az atlag + atlagtol mért
kozepes eltérés alapjan abrazoltuk. (n=3) A relativ eNOS mennyiségeket az eNOS-IR savok optikai denzitas
értékeinek a normal szérummal tortént 2 oras kezelésnél kapott eNOS-IR sav optikai denzitasdhoz viszonyitva
(100%) adtuk meg.



dc_562_12 5

10. Abra eNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-0s normal, 50%-0s UC és 50%-0s CD szérummal
tortént inkubacid mellett. Jelentds kiilonbség észlelhetd a fluorescens jel intenzitdsaban a kiilonb6zé
kezelésekben 12 oranal de ez eltiinik 48 6ras kezelésnél. Méretarany: 10 pm

Az iNOS kimutatasa immunblott és immunfluorescens vizsgalattal HUVEC-n

A HUVEC lizatum Western blott vizsgélata enyhe iNOS immunreaktiv savot
mutatott 130 kDa-nal, amely megfelel a human iNOS molekulatomegének.
(10.A éabra) Az enyhe iNOS expresszi6 HUVEC tenyészetben 50%-0s normal
human szérummal tortént 48 oOras inkubécié alatt nem mutatott szignifikans
valtozast. Otven széazalékos colitis ulcerosis szérummal tortént inkubalds soran
az INOS négy ora utan kezdett emelkedni (a relativ optikai denzitas értéke
225420%, P<0,01), a legmagasabb értéket 8 oranal érte el (300+21%, P<0,01),
majd ezt kovetden fokozatosan csokkent €s 48 oOra utan a normal értékhez
kozelitett (117£15%). A HUVEC 50% Crohn-os szérummal tértént inkubacioja
soran az iNOS szintje 2 ora utan kezdett néni (201£19%, P<0,01) és 8 oranal
érte el a maximalis értéket. (275+27%, P<0,01) Fokozatos csokkenés volt
¢szlelhetd 12 6ratol és a 24-48 6rés iddszakban a kontrollal kézel azonos szintet
mutatott. (48 oranal 92+18%, 11.A, 11.B abra)

Otvenszazalékos normal szérummal tortént inkubacié mellett a HUVEC
enyhe immunfluorescens aktivitast mutatott. (12. abra) Az iNOS megjelenése
HUVEC-n immunfluorescens modszerrel IBD-s szérum mellette 4-12 o6ras
periodusban volt a legkifejezettebb. Szétszértan a citoplazméaban, helyenként
granuléris elrendezddésben, intenziv fluorescens jel volt észlelhetd. Mind a
colitis ulcerosads, mind a Crohn-os szérum szignifikdnsan fokozta az iINOS
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immunfluorescenciat a 4-12 6ras periodusban. A kezelést kovetd négy ora alatt
valamint 12 6ra utani mintdkban az iNOS immunfluoreszcens mddszerrel nem
volt egyértelmiien kimutathato a sejttenyészetben.(12. dbra).
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11. Abra. IBD-s szérummal kezelt HUVEC iNOS mennyiségének Western blott vizsgalata. Hetven szazalékos
konfluenciat mutato6 HUVEC-t inkubaltunk 50%-0s normal, 50%-0s CU és 50%-0s CD szérummal. A. A blottok
harom kiilonbdz6 kisérletb6l szarmaznak, melyek soran ugyanabbdl a kdldokzsinorbdl késziilt sejttenyészeteket
egyidejlileg kezeltiink. B. Az immunblottok denzitometrids vizsgalata. Az adatokat az atlag + atlagtol mért
kozepes eltérés alapjan abrazoltuk. (n=3) A relativ iNOS mennyiségeket az iNOS-IR savok optikai denzitas
értékeinek a normal szérummal trtént 2 oras kezelésnél kapott eNOS—IR sav optikai denzitasahoz viszonyitva
(100%) adtuk meg.
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12. Abra iNOS immunfluorescencia HUVEC-ben 50%-0s normal, 50%-0s UC és 50%-0s CD szérummal. A
HUVEC iNOS expresszioja az IBD szérummal tortént kezelés 8 ordja utan észlelhetd. Méretarany: 10 um

A colitis ulcerosas és Crohn-os szérum hatisa a HUVEC proliferdcios
aktivitasara

A vizsgélatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a a
sejtosztddas valamelyik allapotaban volt, a sejtkultiira 20-30%-o0s konfluencidja
mellett (13. abra). A 2-48 oras periodusban nem észleltiink kiillonbséget a Ki-67
immunreaktiv/toluidin  kék festddést mutatd sejtmagok aranyaban 50%-0S
normal (48 oranal 19+10%) és 50%-0s colitis ulcerosas (48 6ranal 10+£3%)
szérummal tortént kezelés mellett. Ezzel szemben 50%-0S Crohn-os szérum
hatdsara a proliferdlo sejtek szignifikdns emelkedését lehetett észlelni 20 ora
utan  (41+12%, P<0,01). A HUVEC magok 50-65%-a Ki-67
immunfluorescenciat mutatott CD szérummal tortént 24-48 oras kezelés alatt
(13. 4bra). Hasonld mértékii valtozast észleltink 10* M L-NAME 50%-0s
normal szérumot tartalmazé HUVEC tenyészethez torténd hozzaadasaval; a
proliferacios aktivitds szignifikansan emelkedett 24 oratdl kezdve (42+5%,
P<0,01) 48 oraig (48+7%, P<0,01).

A colitis ulcerosas és Crohn-os széerum hatasa a HUVEC viabilitasara

Annexin-V-biotin modszer hasznalataval a korai apoptdtikus sejteket tudtuk
kimutathatni, amelyek membranjan azonosithaté a fluorescens jel (14.A abra),
mig a propidium-jodid a sejtmag DNS-hez kapcsolodo, tigynevezett nuklearis
fluorescens jelet adva a nekrotikus sejteket jeldlte (14.B abra). Mindkét festés
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¢szlelhetd a késoi apoptotikus sejteken egyarant jeldlve a sejtek membranjat és
magjat (14.C dbra). A 48 6rés vizsgalati 1d6 alatt 50% normadl szérummal tortént
inkubacioé soran az apoptotikus sejtek aranya alacsony maradt (1-3%), ezzel
szemben folyamatos, de nem szignifikans, novekedés volt észlelhetd az
apoptotikus sejtek szamaban 50%-s Crohn-os szérummal tortént inkubacio soran
(2-5% maximalis szinttel 36 oOranal). (15.A abra). Colitis ulcerosas szérum
mellett az apoptotikus index nem mutatott jelentds kiillonbséget a kontrollhoz
viszonyitva. Mind a normal, mind a Crohn-os szérummal kezelt HUVEC
tenyészetben enyhén emelkedett a nekrotikus sejtek szama a vizsgalati periodus
alatt, de a nekrotikus index nem mutatott szignifikans valtozast. (15.B dbra) A
falloidin-FITC-el megjelenitett actin filamentumok azonos intenzitassal
festddtek, jelezve a sejtek szerkezeti stabilitasat, fliggetleniil az inkubal6 oldattol
vagy az inkubaci6 idejétdl. (14.D abra)
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13. Abra. A HUVEC osztodasi aktivitasanak vizsgalata. A sejttenyészeteket 20-30%-0s konfluencia
allapotaban kezeltiik 50%-0s normal, 50%-0s CU vagy 50-0s CD szérummal kiegészitett tapfolyadékkal,
vagy olyan szérummal mely 10 L-NAME- tartalmazott. Az oszt6dasi aktivitast Ki-67 immunfluorescens
jeloléssel kovettiik. A Ki-67-1R sejtmagok szama 24 ora kezelés utan magasabb volt CD szérum és L-NAME
kezelés mellett. Méretarany: 50pm. Az osztodasi indexet a Ki-67-IR sejtmagok / toluidin-kék festett
sejtmagok (teljes sejtszam) aranyabol becsiiltiik, legalabb 103 sejtet szamolva. Az adatokat atlag + atlagtol
meért kdzepes eltérés értékében adtuk meg. (n=3)
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14. Abra HUVEC életképességének vizsgalata. Minden képet 24 6ras CD szérummal vald kezelés utan
készitettiik. A. Korai apoptétikus sejtek, melyek annexin-V-biotinhoz kotott avidin-FITC-el jelolik a membran
kiilsé falan megjelend foszfatidil szerint. B. A nekrotikus sejtek magja festddik propidium-jodiddal, mely a
permeabilis membranon keresztiil jut a maghoz. C. Kés6i apoptotikus sejt, mind az apoptdtikus, mind a
nekrotikus jelet mutatja. D. A falloidin kotott TRITC aktin filamentumokat jeldl, mely a sejtvaz integritasat
mutatja. Méretarany: 10pm.
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15. Abra A HUVEC apoptotikus (A) és nekrotikus (B) indexe normél és CD szérummal torténd 48 oOras
inkubacid soran. Az apoptotikus indexet az annexin festddést mutato sejtek €s a toluidin-kék magfestést mutatod
sejtek aranyabol szamoltuk. A nekrotikus index a propidium-jodiddal festddé magok és a toluidin-kék festddést
mutatd magok aranya. Az indexek legalabb 10° sejt szamlalasabol késziiltek. Az adatok az atlagot:SEM (n=3)
mutatjak.



dc_562 12 6

A colitis ulcerosas és Crohn-os szérum hatasa a HUVEC kultura alakjdara és
szerkezetére

A gyulladasos bélbetegek szérumdnak hatasit a HUVEC  sejtkultarak
szerkezetére ¢és alakjara 20-30% konfluencia szint mellett vizsgaltuk. Az eNOS
immunfluorescens sejtek részben szigetekben helyezkedtek el, poligonalis
alakzatot véve fel egymashoz kapcsolddva. A sejtek tobbségén megnyult, allab-
szerli nyulvanyok lathatoak. Otven szazaléknyi normal és 50%-nyi colitis
ulcerosds szérum jelenlétében a sejtek formaja és eloszldsa nem valtozott
szembetlinben a 48 Oras vizsgalati periodus alatt. Ezzel szemben az azonos
kétdimenzios retikularis halozatot alkottak. A sejtkultirdban megjelend
szerkezeti valtozasok, a szdveti vascularizacios jelenségek korai elvaltozasaira
emlékeztetnek (16. abra).

16. Abra A HUVEC tenyészetek alaki valtozasa, 50%-0s normal, 50%-0s CU ¢és 50%-0s CD szérummal torténd
24 6ras inkubacio utan. A vizsgalatban 20-30%-s konfluenciat mutatd sejttenyészeteket hasznaltunk. A sejteket
eNOS immunfluoreszcenciaval jelenitettiik meg. Méretarany: 50 um.
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Az infliximab kezelés hatisa az eNOS protein expressziojara HUVEC
sejttenyészeten

Infliximab-bal kezelt aktiv Crohn betegek szérumaval inkubalt HUVEC
tenyészetben az eNOS protein expresszido 100%-ig korrigalhatd volt a korabbi
aktiv Crohn szérum okozta 40-70%-0s szignifikans csokkenéshez képest. Az
infliximab (15 ng/mL) hozzaadasa hasonlé eNOS protein expresszid ndvekedést
mutatott HUVEC tenyészetben in vitro 24 6ras aktiv Crohn szérummal tortént
elékezelés utdn. Az eNOS szintje két ora alatt normalizalddott és 48 Oran at
stabil maradt.

Normal szérummal tortént inkubalast kovetéen alkalmazott infliximab kezelés
(15ng/ml) nem okozott szignifikdns eNOS valtozast.

Az infliximab kezel€s hatasat ugy is vizsgaltuk, hogy a betegbdl 5 mg/KG
infuziés infliximab kezelésre adott jo klinikai valasz esetén 2 hét utan vett
szérumot hasznaltuk fol a tapfolyadék készitésére. JO klinikai valasz esetén az
egyénileg készitett tapfolyadek alkalmazasdval HUVEC tenyészetben az eNOS
szint normalizalodasat tudtuk elérni 24 ora utan. Ugyanakkor infliximab-ra
refrakter betegbdl nyert szérum nem mddositotta az eNOS szintet (19. abra).
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17. abra Az infliximab (anti-TNF-a antitest) kezelés hatasa HUVEC tenyészet eNOS fehérje
expressziojara. A sejteket 48 oOran at tenyésztettik olyan médiumban, amelyet kiilonb6zo
szérumokkal kondicionaltunk. Az endothel sejteket eltérd idopontokban vettiik fol, lizaltuk és Western
blot analysissel vizsgaltuk. 4 fliggetlen vizsgalatbol szarmazo jellemz6 immunoblot szerepel az abran,
az eNOS csikok optikai denzitdsat megfeleld B-actin mintakhoz normalizaltuk, és az indulasi
id6pontban mért denzitast tekintettiik 100%-nak. p< 0,05. A: HUVEC egészséges kontroll szérumban
B: HUVEC Crohn betegek gyiijtott szérumaval inkubalva C: HUVEC infliximab infuzids kezelésben
részesiilt Crohn betegek szérumaval, 24 6raval 5 mg/KG doézist infuziot kovetden gyiijtve a szérumot
D: a Crohn betegek gylijttt szérumaval inkubalt HUVEC tenyészethez 24 o6ra utan 15 ng/ml
infliximab-ot adtunk E: normal szérummal inkubalt HUVEC tenyészethez adtunk 15 ng/ml
infliximab-ot F: HUVEC tenyészetet kozvetlentil kezeltiink a standard médiumhoz adott 20 ng/ml
human rekombinans TNF-a-val G: 15 ng/ml infliximab-ot adtunk olyan HUVEC tenyészethez, amit
24 6ran at preinkubaltunk 20 ng/ml TNF-a-t tartalmazo standard médiumban.
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18. abra Az infliximab (anti-TNF-a antitest) kezelés hatasa a VEGFR2 protein expresszidjara
HUVEC tenyészetben. Az endothel sejteket 48 6ran at inkubaltuk eltéré médon kondicionalt standard
médiumokban, A: HUVEC egészséges kontroll szérumban B: HUVEC Crohn betegek gyiijtott
szérumaval inkubdlva C: HUVEC infliximab infuziés kezelésben részesiilt Crohn betegek
szérumaval, 24 oraval 5 mg/KG dozistu infuziot kovetden gyiijtve a szérumot D: a Crohn betegek
gyiijtott szérumaval inkubalt HUVEC tenyészethez 24 o6ra utan 15 ng/ml infliximab-ot adtunk E:
normal szérummal inkubalt HUVEC tenyészethez adtunk 15 ng/ml infliximab-ot F: HUVEC
tenyészetet kozvetleniil kezeltlink a standard médiumhoz adott 20 ng/ml human rekombinans TNF-a-
val G: 15 ng/ml infliximab-ot adtunk olyan HUVEC tenyészethez, amit 24 6ran at preinkubaltunk 20
ng/ml TNF-o-t tartalmazé standard médiumban.
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20. abra Angiogén cytokinek termelédése HUVEC tenyészetben, amelyek a médiumban normal
szérumot tartalmaztak (control), Crohn-os beteg szérumat aktiv betegségi fazisban, ill. 24 éraval
az infliximab kezelést kovetéen. A cytokine koncentraciok mérését a megfelel6 fejezetben leirtak
szerint végeztiik, N=4; p<0.01



dc_562 12 0

Az Infliximab kezelés hatdsa az eNOS mRNA expressiora HUVEC tenyészeten

Az eNOS mRNA RT Q-PCR-ral meghatarozott expressziogja HUVEC
tenyészetben 50%-0s egészséges kontroll szérum mellett a 48 6rds inkubacio
alatt alacsony maradt. 50%-nyi Crohn szérumot tartalmazé tapfolyadék nem
befolyasolta az eNOS mRNA szintet 12 6rdn at, ezt kovetden azonban jelentds
eNOS mRNA szint novekedés jelentkezett, 48 6ranal érve el a csticsot 11-szeres
emelkedéssel a kontrollhoz képest. Infliximab-bal el6kezelt Crohn-0s szérum
eNOS mRNA upregulatio-t eredményezett kettds csuccsal 2 és 24 oranal, ahol a
mRNA expresszio szintje 12, illetve 6-szorosan haladta meg a kontroll szintet.
Crohn-os szérummal torténé 24 oras inkubacid és ezt kovetdé 15 ng/ml
infliximab hozzaadasa utdn az eNOS mRNA szint hasonldé volt mint Crohn-0S
szérummal torténd kezelés soran. Az infliximab hozzaadas tehat dnmagaban
nem befolyésolta az eNOS mMRNA expressziot.

Az Infliximab kezelés hatasa a VEGFR2 expressziojara HUVEC tenyészetekben

A VEGFR2 megjelenése ismert modon fligg az eNOS szintézistol. HUVEC
tenyészetben torténé expresszidjat Western-blott technikaval vizsgaltuk.
Kontroll kozegben tartott HUVEC tenyészetben a VEGFR2 nem
expresszalodott. 50%-nyi Crohn-os szérummal torténé kezelés utan azonban
azonnal megemelkedett a VEGFR2 expresszio, a legmagasabb szint 6 és 24
oranal volt észlelhetd. Infliximabbal kezelt Crohn beteg széruma mellett a
VEGFR?2 szint szignifikansan alacsonyabb maradt, mint a nem kezelt esetekben.
Crohn-os szérummal tortént 24 oras elkezelés utan 15 ng/ml infliximab
hozz4daddsa a rendszerhez a VEGFR2 expressziot minimdlis mértékben
csokkentette. A TNF-a (20 ng/ml) gyors VEGFR2 emelkedést valtott ki, amely
végig megmaradt a 48 oOras vizsgalati periodusban. Infliximab hozzaadaséaval a
rendszerhez 12 6réas inkubacidt kdvetden az alacsony VEGFR2 szint visszaallt
(18. abra).
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Angiogén hatasu cytokin szint meghatdarozas HUVEC feliiluszoban infliximab
kezelés utan

A vastagbél nyéalkahartya microvascularis rendszerének eNOS
deficienciija Crohn betegekben valdsziniileg hozzajarul a proliferacié indukalta
neovascularizdcidhoz. Az 50%-0s egészséges szérummal inkubilt HUVEC
feliiliszo alig tartalmaz angiogén cytokint, 24 6ras inkubaciot kdvetden csupan
az angiogenin volt detektalhatd 3.56+0.04 ng/ml koncentracioban. Aktiv Crohn
szérummal torténd kezelés utdn az angiogenin koncentracio 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 hatdsara az angiogenin és a bFGF
kocentracio a kontroll szintjén maradt (angiogenin 3.3+0.1 ng/ml; bFGF a
kimutatasi szint alatt), mig a VEGF koncentracio (80.1£23.8 pg/ml)
szignifikdnsan csOkkent a kezelés elétti szinthez képest (20. abra).
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I1l. KLINIKAI BETEGVIZSGALATOK SZERVEZESE

A Debreceni Egyetem IlI. Belklinikajan 2001-ben alakult meg a nem 06nalld
Gasztroenterologiai Tanszek, megel6zéen 1996-ban szervezddott a tapcsatornai
vérzdbetegek ellatasat végzo ,,szubintenziv vérzdbeteg részleg”, de 1ényegében a
tansz¢ék megalakulasat kovetden indult el a jovObeni klinikai betegvizsgalatok
alapjaul szolgald szervezd tevékenység.

Majcirrhosis: 2006 majusaban elinditottuk egy szerologiai mintabank ¢€s egy
ahhoz tartozo klinikai adatbazis Iétrehozédsat a tansz€k altal rendszeresen
gondozott kronikus mdjbetegek részére. Az autoimmun majbetegségek ritka
eléfordulasara tekintettel ezen kezdeményezésiinkhoz 6t magyar €s egy német
hepatologiai centrum is csatlakozott.

2011 novemberéig klinikdnkon 422  kiilonb6zd etiologidja majcirrhosisban
szenvedd betegtdl (egy résziiktdl, n = 150, a késdbbiek sordn tobb alkalommal
1s) tortént mintavétel (férfi/nd: 226/196, életkor: 56,6 £ 10,9 év, betegségtartam
a diagnozis felallitasatol: 3,9 4,2 év). A majcirrhosis diagnozisanak felallitasa a
klinikai, biokémiai, képalkotd vizsgalatok és amennyiben elérhetdé volt,
szovettani lelet alapjan tortént. A majcirrhosis 63,0%-ban alkoholos, 29,6%-ban
hepatitis C vagy B virus okozta, 4,7%-ban autoimmun ¢és 2,6%-ban egyéb
etiologidju volt. A szeroldgiai mintabank mellett egy klinikai adatbazist is
1étrehoztunk, melyben a mintavételkor rogzitettiik a betegség sulyossagat és a
betegség specifikus komplikdciok jelenlétét tiikrozd kiilonféle klinikai és
laboratériumi adatokat (Child-Pugh stadium, MELD score, portalis hypertensio,
hepatocellularis carcinoma, extrahepatikus tarsbetegségek kardio— ¢s
cerebrovaszkularis, pulmonologiai, vese— ¢€s daganatos betegség, illetdleg
diabetes mellitus, valamint a klinikailag szignifikansan tekinthet6 infekcio (CSI)
jelenléte).

IBD: Gasztroenterologiai  munkacsoportunk  2005-ben  csatlakozott a
Semmelweis Egyetem, [. sz. Belgydgyaszati Klinika Gasztroenterologiai
Munkacsoportja altal 1étrehozott és koordinalt magyar IBD Study Group-hoz,
mely lehetdvé tette a résztvevd centrumok részére, az Osszegyljtott szérum- és
DNS mintak (n=990), (CD: 740, férfi/n6: 337/403, életkor: 36,7 + 12,7 év,
betegségtartam a diagndzis felallitasatol: 8,7 7,6 év; UC: 250 férfi/nd: 114/136,
¢letkor: 42,9 + 14,4 év, betegségtartam a diagnoézis felallitasatol: 11,2 9,2 év),
valamint a keresztmetszeti klinikai adatokat tartalmazé adatbazis kozos
hasznélatat tudomanyos munkavégzéshez. 2005 oktoberében a tanszék altal
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rendszeresen gondozott IBD betegek részére elinditottuk egy sajat prospektiv
szerologiai mintabank és egy ahhoz tartozd klinikai adatbazis létrehozésat is,
mely lehetévé tette a keresztmetszeti klinikai tanulmanyok mellett longitudinalis
vizsgalatok elvégzését is. 2011 novemberig klinikdnkon 472 IBD betegtdl
tortént mintavétel (CD: 268, férfimd: 111/157, életkor: 33,0 = 12,5 év; UC: 204
férfi/nd: 90/114, életkor: 41,0 £ 14,6 év). Az IBD diagnézisanak felallitasa a
Lennard—Jones Kkritériumrendszer alapjan tortént (klinikai, endoszkopos,
radiologiai és korszovettani vizsgdlat alapjan). A klinikai adatbéazisba a
beosztas szerint (¢életkor a betegség jelentkezésekor, a betegség fennallasanak
ideje, lokalizacid, viselkedés és periandlis érintettség), az extraintesztinalis
manifesztaciok (EIM) jelenlétét, a korabbi relapszusok gyakorisagéat (gyakori
relapszus: > 1 klinikai relapszus/év), a korabbi sebészeti beavatkozasokat,
thromboembolias eseményeket, a csaladi IBD el6fordulasat és a dohanyzasi
szokasokat. A tervezett (3-6 havonta) €s soron kiviili ambuldns betegvizitek,
valamint a koérhazi bennfekvések alkalmaval folyamatosan rogzitettik a
betegség klinikai és laboratoriumi aktivitasdra, a gyogyszeres Kkezelés
hatékonysagara ¢és a betegség kimenetelére vonatkozo adatokat (szovOdmény
kialakulasa, thromboembolids esemény bekovetkezése, sebészeti beavatkozas
sziikségessége).

A klinikai aktivitast CD esetén a Crohn-betegség Aktivitasi Index [CDAI] ¢és a
Harvey-Bradshow Index [HBI] segitségével hataroztuk meg. Klinikai
relapszusként értékeltiik, ha a CDAI>150 ¢és a HBI> 5 pont voltak vagy a
kezdeti vérvétel idépontjaban észlelt értékhez képest a ACDAI>100 és a AHBI>
3 pont volt, mellyel egyidejiileg a gydgyszeres kezelésen is valtoztatnunk kellett.
Egyéb esetben klinikai remissziot véleményeztiink. A klinikai aktivitast UC
esetén a Truelove-Witts Index [TWI] segitségével hataroztuk meg. Klinikai
relapszuskeént értekeltiik, ha TWI>11 pont volt. Az adatbazisbol a betegség
aktivitasara és kimenetelére vonatkozo adatok mind folyamataban, mind pedig
1ddszakokra lebontva elérhetéek (3 honap, 6 honap, 1 év, 2 ¢év, teljes kovetesi
1d9).

Tapcsatornai vérzébetegek:

A vérzdbeteg intenziv osztaly beteganyagat 1996 ota szisztematikusan kovetjiik,
ennek kapcsan évente torténik az ott ellatott betegek adatainak részletes
feldolgozéasa: a rogzitett adatok: a betegek neme, ¢€letkora, az intézeti felvétele
id6tartama, 1ddpontja, a vérzésforrasok, dohanyzasi szokéasok, Helicobacter
pylori fert6zottségre vonatkozo adatok, anamnesztikus gyogyszerek: coumarin,
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aspirin, NSAID tipusu gydgyszerek szedése, alapbetegségek, tarsulo betegségek
részletes rogzitése, kiilonds tekintettel a madjbetegségek alcsoportjaira,
virusfertozésekre, alkoholismusra, 1smert nyeldcso varicositasra,
cukorbetegségre, magas vérnyomadsra. Pontosan rogzitjik az intenziv osztalyos
ellatds sajatsagait, az endoscopos vérzéscsillapitas alkalmazott moddszereit
(sclerotherapia, ligatira, tonogénes infiltracio, Sengstaken szonda alkalmazasa,
clip, HPU, argon plazma koagulacio etc.), a gyogyszeres kezelést: octreotid,
terlipressin, DDAVP, antibiotikumok, a felhasznalt vérkészitményeket, az
esetleges Gjravérzés tényét, ellatasat, a beteg felvételekor €és az elbocsatasakor
mért laboratériumi adatokat — kiilonos tekintettel a hemoglobin szint,
hematocrit, fehérvérsejtszam, vérlemezke szam, haemostasis paraméterek,
majenzimek, bilirubin, urea, kreatinin, CRP, albumin alakuldsara. Végiil
rogzitésre keriil a sebészeti €s egyeb osztalyos athelyezés, ill. az elhalalozas is.
Kontroll csoport: A kiilonb6z6 betegesoportok mintainak 0sszegytijtésével
parhuzamosan, 400 egészséges egyen (HC) (férfi/nd: 190/ 210) szérummintait is
Osszegytyjtottiikk. A kontroll csoportok 0sszeallitdsa az egyes tanulmanyok esetén
ugy tortént, hogy az ¢életkorban ¢és nemben illesztett legyen a vizsgalt
betegcsoporthoz. A  kontroll  csoport tagjainak nem volt ismert
gasztrointesztinalis vagy majbetegsége.

Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéseket Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego CA,
USA) ¢és SPSS13.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programokkal statisztikus
ellendrzése mellett (Dr. Dinya Elek) magunk végeztiik. A normalitdst Shapiro-
Wilk’s W teszt segitségével vizsgaltuk. A PRR funkcionalis polymorphismus
vizsgalatoknal a genotipus megoszlasokat Hardy-Weinberg equilibrium teszt
segitségével vizsgaltuk. A kiilonbozd alcsoportok adatainak Gsszehasonlitasara
Fischer egzakt tesztet illetve yx2-probat alkalmaztunk helyenként Yates
korrekcioval, esélyhdnyadost (OR, odds ratio) €s 95%-os megbizhatosagi
intervallumot (95%CI) szamoltunk. Amennyiben sziikséges volt, meghataroztuk
a prevalenciat, és azt hasznaltuk a szamitdsokban. Szenzitivitast, specificitast,
pozitiv prediktiv értéket (PPV) és negativ prediktiv értéket (NPV) szamoltunk,
hogy meghatarozzuk az adott szerologiai marker hatékonysagat a kiilonféle
betegcsoportok és HC csoport valamint a betegcsoporton beliili alcsoportok
elkiilonitésében, illetdleg a klinikai relapszus és CSI eldrejelzésében. A
diagnosztikus hatékonysag vizsgalatara a fenticken til valdszinliségi hanyados
(LR) tesztet illetve Receiver Operating Characteristics (ROC) analizist
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veégeztiink, ennek segitségével hataroztuk meg az egyes markerek esetén a
kiiszobértéket. Kruskal-Wallis teszt segitségével vizsgaltuk a szerologiai
markerek iddbeli stabilitasat a betegség lefolyasa sordn. A kiilonféle tesztek
egyezeését sulyozott Kappa teszt segitségével hataroztuk meg. A binaris tényezdok
multivariancia analizisét logisztikus regresszido analizissel végeztik el, a
kiilonbségeket p értékben és OR-ben fejeztik ki. Az egyes faktorok
Osszefiiggését a betegség idobeni lefolyasaval a fenticken tal Kaplan-Meier
analizisben, a kiilonboz6 alcsoportok szignifikancidjat LogRank illetve Breslow
tesztek segitségével vizsgaltuk. A multivariancia analizishez Cox regresszio
analizist hasznéltunk. Az univariacioés analizisben p<0,1 tényezdk illetve egyes a
priori kivalasztott tényezOk keriiltek bevonasra a multivariancia analizisekbe.
Amennyiben nincs kiilon mds kritérium jelezve a p<0,05 értéket tekintettiik
szignifikansnak. A nyers adatokat ,,atlag &+ szoras”, ,,median (kvartilis)” illetve
»esetszam (%)” formaban adtuk meg.

Etikai engedélyek

A Klinikai tanulmanyok protokolljait a Debreceni Egyetem OEC Etikai és
Tudomanyos Bizottsaga és az Egészségiligyi Tudoméanyos Tandcs Tudomanyos
¢s Kutatdsetikai Bizottsdga is elfogadta. Etikai engedélyszamok: DEOEC
RKEB/IKEB 81-2003, 2601-2007, 2595-2006, 2735-2008, 2860-2008,
3514-2011, 3515-2011; ETT-TUKEB 321-81/2005-1018-EKU, 80/2007-EKU,
25403/2011-EKU, 26186/2011-EKU. A betegek megfeleld tajékoztatast kaptak
az adott tanulmanyrol €s alairtak a betegtajekoztatd belegyezési nyilatkozatot.

Anyagi forrasok

A klinikai és kisérletes tanulmanyok a Debreceni Egyetem OEC Mecenatura
(2/2000; 11/2005), OTKA (T43003, K61868) és ETT (296/1997; 41/2000;
370/2003; 347/2006, 041/2006) palyazatok, EU Marie Curiec Mobility Grant
MRTN-CT-2006-036032 (TRACKS), a Richter Gedeon a Gasztroenterologiai
Kutatasért Palyazat (2007), a Debreceni Régido Gasztroenterologusainak
Ko6zhasznii Egyesiilete, valamint az INOVA Diagnostics tamogatdsanak
segitségével torténtek.
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IV. KLINIKAI VIZSGALATOK

A haptoglobin polymorphismus klinikai jelentéségének vizsgalata

A haptoglobin sajatossagai és klinikai jelentosége

A haptoglobin (Hp) molekula jelentds antioxiddns tulajdonsagokkal
rendelkezd akut fazis fehérje, melynek f6 feladata, hogy intravascularisan a
vorosvértestekbol kikeriild, a sejtek szamara toxikus szabad haemoglobint (Hb)
megkosse, €s azt a keringésbdl eltavolitsa. A Hp ugyanakkor az extravascularis
szovetekben ¢és testfolyadékokban 1is aktiv: direkt angiogenetikus, anti-
inflammatorikus és immunmodulans hatast (150). Atjut az érfalon és bizonyos
hatdsokra kiilonbozé szovetekben is expresszalodik. A Hp a neutrofil
granulocytdkban is megtaldlhat6, a gyulladas helyén lokalisan felszabadulva
képes a szovetkarosodas csokkentésére (151,152). A Hp receptorai a monocyta-
macrophag rendszer sejtjein expresszaloddé CD163 és a CD11b (CR3), mely a
granulocytdkon, természetes 6ldsejteken és a lymphocytdk egy kis csoportjdnak
felszinén talalhat6 (153). A Hp a CD4+ és CD8+ T lymphocytak tobbségéhez is
egyensulyt (154, 155). A Hp polymorphismus kovetkeztében 1étrejové harom,
eltéré szerkezeti ¢és tulajdonsagi Hp molekula (Hpl-1, 2-1, 2-2) szamos
gyulladasos és autoimmun korkép lefolyasat modosithatjak (156).

Az intravascularis haemolysis soran a vorosvérsejtek destrukcidjanak
kovetkeztében szabadda valdo haemoglobin (Hb) és haem érendothel karosito
hatasa jol ismert. A vascularis homeosztazis fenntartdsiban kulcsfontossagu
nitrogén-oxid (NO) mennyisége az oxihaemoglobinnal torténd, prompt és
irreverzibilis reakcioba Iépése miatt jelentésen lecsokken (NO scavenging),
melyet a fokozott NO szintetaz (NOS) aktivitas sem tud ellenstlyozni, ugyanis a
vorosvértestekbol kiszabaduld arginaz az enzim szubsztratjat, az L-arginint,
ornitinné alakitja. Az NO hidny a guanilat ciklaz csokkent miikodését €s igy a
ciklikus  guanozin-monofoszfat (cGMP) mennyiségének  csokkenését
eredményezi. A cGMP hidnya a simaizom tonus szabdlyozasanak zavarahoz,
lokalis vasoconstrictiohoz, trombocita aktivacidhoz, valamint aggregaciohoz
vezet. A szabadda valéo haem a protoporphyrin gyirtbe zart ferro vas(II) miatt is
veszElyt jelent: a Fenton-reakcid sordn keletkezd hidroxil gyokok direkt médon
karosithatjak az érfalat, valamint jelentds szerepet jatszanak a low-density
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lipoprotein (LDL) oxidacioban is (157, 158). Az extravascularisan szabadda
valo Hb, pl. szoveti gyulladas vagy érsériilés soran, hasonlé moédon oxidativ
stresszt, NO hidnyt eredményez, mely macrophag aktivaciohoz és
kovetkezményes proinflammatorikus cytokin felszabaduldshoz vezet.

A vorosvértestekbdl kiszabaduld és oxidaloddé Hb-nak (methaemoglobin) a
vérzés helyén Hp-nal torténd stabilizalasa és a CD163/haemoxigenaz-1 (HO-
l)/biliverdin reduktdz rendszer mikodése azonban képes ellensulyozni a
methaemoglobin NO scavenger, vasoconstrictiv, proliferativ, inflammatorikus
¢és pro-oxidans tulajdonsagat (159, 160). A Hp-Hb komplex képzddése soran
megjelend 0j epitdop a macrophagok és kisebb mértékben a monocytak felszinén
is jelenlévé CD163 receptorhoz (haptoglobin-haemoglobin scavenger receptor,
HbSR) kotsdik. A kotddés Ca®*-dependens és nagy affinitast (153); a komplex
endocytosisat kovetoen annak lebomlasat eredményezi a lizoszomakban. A HO-
1 enzim hatdsara a haem molekula szénmonoxidda (CO), biliverdinné és ferro
vas(Il)sa alakul. A CO vasodilatator, antiproliferativ, anti-inflammatorikus és
antioxidans tulajdonsagu. A biliverdin és az azt bilirubinnd alakité biliverdin
reduktdz szintén antioxiddns hatdsu. A felszabadul6é ferritin pedig azonnal
megkoti a ferro vas(II)-t (161) (21. abra)

21. abra A haemoglobin haptoglobinhoz val6 kotédése és a komplexnek a

macrophagok CD163 scavenger receptoran keresztiil torténdé metabolizmusa
(Moestrup SK, Moller HJ. Ann Med 2004,36,347-354 nyoman).
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A Hp-Hb komplex elsésorban a majban (90%), kisebb részt a keringésben
1évé monocytdkban (10%) metabolizalddik, extravascularisan azonban az
egyetlen lehet6ség a macrophagokon keresztiil torténd clearance (162). A Hp-
Hb komplexnek a CD163 receptorahoz valé kotddése €s metabolizmusa egyben
a velesziiletett (,,innate”) immunrendszerrel valdé fontos, szorosan szabalyozott
kapcsolodasi pontot is jelenti, ugyanis a monocyta/macrophag sejtek aktivaciojat
eredményezi: fokozodik az anti-inflammatorikus tulajdonsagu IL-10 termelése
(163). A gyulladas soran az IL-6, IL-10 és a gliikokortikoidok hatasara nemcsak
a keringésben 1évé monocytakon, hanem az érintett szovetek macrophagjain is
fokozodik a CD163 receptor expresszidja. Ugyanakkor a klasszikus macrophag-
aktivacioban szerepet jatszo cytokinek (INF-y, TNF-a) illetdleg a LPS
csokkentik a CD163 receptor expresszidjat. Az alternativ uton aktivalt, CD163+
macrophagok egy rendkiviil heterogén csoportot jelentenek, melyek a kiilonb6zo
stimulusokra sokrétli, ugyanakkor testreszabott modon képesek valaszolni.
Kulcsszerepiik van mind az akut, mind pedig a kronikus gyulladasos folyamatok
mérséklésében, a tolerancia indukcioban és a szoveti regeneracioban (154).

A Hp molekula egy o2B2 sialoglycoprotein, szintézise elsGsorban a
hepatocytakban zajlik, melyet az akut fazis reakci6 sordn felszabadulo
proinflammatorikus  cytokinek  indukalnak, els6sorban az IL-6 és
gliikkokortikoidok (egylitt szabalyozodas a CD163-val és HO-1-vel) (164). A
molekula ugyanakkor nemcsak a keringésben, hanem az extravascularis
szovetekben ¢és a testfolyadékokban is jelen van. Egyrészt atjut az érfalon,
masrészt LPS hatdsdra adipocytdkban, alveoléris sejtekben és epidermalis
sejtekben is megjelenik. Beszamoltak tovabba a Hp jelentés foku ektdpids
megjelenésérél adenomatosus vastagbélpolypokban és daganatszovetben (165),
valamint tartésan fennallé aramlasvaltozasok kovetkeztében a nyirofesziiltség és
NO hatasara az artériak falaban is (166)! A Hp a neutrophil granulocytakban is
megtaladlhatd. Nagyobbrészt a myeloid €rés sordn a myelocyta/metamyelocyta
fazisban de novo szintetizalodik és a specifikus granulumokban tarolédik ill. kis
mértékben a plazmabol az exogén Hp endocytosisa is lehetséges. A Hp igy a
gyulladds helyén lokalisan 1is felszabadul, ¢és képes csokkenteni a
szovetkarosodast (151, 152). A Hp a szovetekben valddi chaperone aktivitast
fejt ki azaltal, hogy megakadalyozza a kiilonféle fehérjék hdsokk és az oxidativ
stressz indukalta misfoldingjat - fehérjék nem megfeleld feltekeredése,
gombolyodésa, hibéas fehérje térszerkezetek kialakulasa — ¢€s precipitaciojat,
melyek toxikus hatésai jol ismertek (167).
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A Hp molekula polymorphismusat az a-lancot kodold gén két kodominans
allélja — Hpl és Hp2 — hatarozza meg, mely a 16q22 kromoszoman helyezkedik
el. Igy a molekula genetikai polymorphismusa harom f6 fenotipusban nyilvanul
meg (Hpl-1, Hp2-1 and Hp2-2). A Hp gén locus a Hpl allél altal kodolt 5 vagy
a Hp2 allél altal kodolt 7 exonbdl all. A Hp2 a Hpl allélbdl keletkezett az exon
3 és az exon 4 intragénikus duplikacidja révén, feltehetdleg egy nem-homolog
DNS crossing-over folyamat soran. A Hp monomerek Osszekapcsolddasahoz
szlikséges kritikus diszulfid kotohelyek az exon 3-ban és az exon 4-ben
talalhatoak. A Hpl monomerek monovalensek ¢és dimerek keletkeznek beldliik.
A Hp2 monomerek viszont bivalensek, tekintve, hogy az exon 3-t és az exon 4-
et duplikdtumban tartalmazzak és igy két masik Hp monomer megkotésére
képesek. Ennek kovetkeztében a Hpl geénre homozigdta egyének esetén
1étrejové Hpl-1 molekula, két alf alegységbdl allo dimer (86kDa). A Hp2
génre homozigota egyénekben nagy molsulyu ciklikus polimerek alakulnak Ki.
Az igy képz6dd Hp2-2 molekula valdjdban ezen valtozd szamu a2f3 alegységbdl
allo ciklikus polimerek keveréke (170-900kDa). A Hp génre heterozigota
egyénekben szintetizalod6 Hp2-1 molekula szerkezete teljesen eltér a
homozigdtakban képz6ddé molekuldkétol. Szintén egy polimer keverék, azonban
ezt a molekulat két alf} alegysége kozott kiillonbozd szamit a23 alegységbdl
kialakul¢ linearis polimerek alkotjak, mintegy 86-300 kDa tomegben. (22. abra)

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
dimer linearis polimerek ciklikus polimerek 22- {lbl"a A haptOgIObin
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A Hp fenotipusok szérumbol gél elektroforézissel biztonsaggal
meghatarozhatoak, és egyértelmiien azonositjak az egyén genotipusat is. Koch
¢s mtsai DNS mintdkbol PCR vizsgalat segitségével meghatarozott
genotipusokat Osszevetve a szérummintakbol gél elektroforézissel tortént
fenotipus analizis eredményekkel teljes egyezést talaltak (168).

Nagyszamu in vitro és in vivo adat tamasztja ald, hogy a Hp molekula 3 6
fenotipusa kozott nemcsak szerkezeti, hanem jelentds funkcionalis kiilonbségek
1s kimutathatdak: kiilonb6z6 mértékii antioxidans, scavenger €s immunmoduléns
tulajdonsaggal rendelkeznek, és ezek kapcsolatot mutatnak egyes gyulladasos
betegségek — fertdzések, atherosclerosis, autoimmun betegségek — lefolyasaval
(150). A Hpl-1 és 2-2 molekula a kiilonféle funkcionalis vizsgalatokban
altalaban ellentétesen viselkedett. A Hp2-1 miikddését ugyanakkor gyakran
intermediernek tartjak, noha a molekula aktivitasat csak ritkan vizsgaltak és csak
nagyon kevéssé ismert annak valodi viselkedése, esetleges kiilonbozdsége a
masik két fenotipushoz képest. A Hp2-1 molekula szerkezetét figyelembe véve
sem tekinthetd a masik két fenotipus intermedierjének, mely szintén arra enged
kovetkeztetni, hogy ugyanez érvényes a molekula miikodésére is.

A Hp egyik legtobbet vizsgalt tulajdonsaga az antioxidans kapacitasa. A Hp
Hb-koto képessége és kapacitasa (169, 170) az egyes fenotipusok esetén
kiilonboz0, az antioxidans aktivitasban €szlelhetd eltéréseket mégis elsdsorban a
Hp-Hb komplexben 1évé vasnak a kornyezete szamara valdo eltérd
hozzaférhet6ségével magyarazzak. A Hp molekulak koziil Hp2-2 rendelkezik a
legkisebb antioxidans kapacitassal, mind a keringésben, mind az extravascularis
szovetekben. Egyrészt a Hp2-2-Hb komplexben 1év0 vas a leginkabb elérhetd a
kornyezet szamara, melynek kovetkeztében fokozott kelatképzddeési hajlam és
kifejezettebb redoxaktivitas jellemezi a Hpl-1-Hb komplexben 1évé vashoz
képest. Ez az Un. labilis plazma vas (LPI) felelés a Hp2-2-Hb komplex esetén
kimutathato fokozott szabadgyok képzddésért. A Hb oxidalédasa vagy
glikozildlodasa esetén azt 1s megfigyelték, hogy az LPI mennyisége nd, illetdleg
az antioxidans kapacitasban észlelhetd fenotipus-fiiggd kiilonbség is jelentdsen
fokozodik (171,172). Tovabba a Hp-Hb komplex kitiriilése a Hp2-2 fenotipus
esetén joval lassubb és kevésbé hatékony a Hpl-1l-hez képest (173). Az
extravascularis szovetekben ¢€s a kilonféle testfolyadékokban is a Hp2-2
antioxidans kapacitasat a nagy molekulatomege még tovabb csokkenti azaltal,
hogy korlatozza az érfalon valo atjutasban (174).
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Szamos klinikai tanulmany igazolta a Hp polymorphismus fliggetlen
prognosztikai szerepét a diabéteszes €érszovédmények kialakuldsaban. A Hp2-2
fenotipusi  diabéteszes betegekben gyakrabban alakul ki nephropathia,
retinopathia és kiilonféle cardiovascularis szovodmények, mint Hp2-1 és Hpl-1
fenotipusu egyénekben (175, 176), melyet a molekula csokkent antioxidans
kapacitasa mellett egyre inkdbb annak fokozott immunreaktivitdsaval is
Osszefiiggésbe hoznak (177).

Célkitiizések

A haptoglobin (Hp) polymorphismus kovetkeztében 1étrejovo harom kiilonb6zo
fenotipustt haptoglobin molekula térszerkezete eltéré és kiilonbozd mértéki
antioxidans, scavenger ¢s immunmodulans tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
melynek révén kapcsolatot mutatnak egyes gyulladasos betegségek
pervalencigjaval és lefolyasaval. Célunk volt, hogy a haptoglobin
polymorphismusat nagy betegszamu IBD-s populacion ¢s majbetegeken
tanulmanyozzuk.

A Crohn-betegség novekvo incidencidjaval parhuzamosan a betegség Klinikali
megjelenésében, lefolyasdban, valamint az  extraintestinalis  tiinetek
kialakulasaban kifejezett heterogenitds észlelhetd, 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 polymorphismusok kapcsolatba hozhatok-e a Crohn-
betegség kialakulasaval, annak extraintestinalis manifeszticidival, a betegség
klinikai megjelenési formajaval és a kezelésre adott valasszal. Vizsgaltuk
tovabba a Hp kapcsolatat mas genetikai tényezdokkel is, mint a NOD2/CARD15
mutaciok illetéleg a TLR4 D299G polymorphismussal.

Mijbetegek esetén nagyszamu cirrhosisos betegen tanulmanyoztuk a Hp
fenotipusok megoszlasat ¢s ennek Osszefiiggéseit a betegség lefolyasat
sulyosbito infekcidk eléfordulasaval.
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Modszerek

Haptoglobin fenotipus/genotipus analizis

A Hp fenotipusok szérumbol gél elektroforézissel biztonsaggal
meghatarozhatdak, és egyértelmiien azonositjdk az egyén genotipusat is. A
kiilonb6z6 betegcsoportok €s 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%-o0s 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) tartalmazé oldatok felhasznalasval immunoblottot végeztiink. A
genotipusokat minden vizsgalat sordn 1-1 és 2-2 tipusu gyari Hp standardok
(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany) felhasznalasaval allapitottuk meg.

A Hp polimer-expresszio stabilitasanak, valamint a fenotipizalasi modszer
reprodukalhatosaganak ellendrzésére 27 coeliakias beteg esetén két vagy tobb
kiilonb6z6 idopontban levett szérummintakbdl nyert eredményeket hasonlitottuk
Ossze. A mintavételek kozott eltelt median iddintervallum 12,8 év [tartomany
0,2-14,8 év] vollt.

A kiillonb6z6 Hp fenotipusok elektroforetikus mobilitasuk  és
savmintazatuk alapjan konnyen elkiilonithetéek (23. abra).

Haptoglobin polymorphismus vizsgalata

Az egészséges kontroll populacié Hp fenotipus megoszlasa megegyezett a
kordbbi, mintegy 2609 magyar egyént magaba foglald populacids szinti
felmérés adataival (180) és a nem, valamint az életkor nem befolyasolta. A Hpl
¢s Hp2 allélek a kontroll csoportban megfeleltek a Hardy-Weinberg
egyensulynak (2. tablazat).
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23. abra Kiilonb6z6 haptoglobin (Hp) fenotipusok elektroforetikus képe.

A Hpl-1 fenotipus esetén egyetlen, kis molekulatdmegii, gyorsan vandorlo sav lathat6. A Hp
2-2-t szamos, nagy molekulatomegii, lassan vandorld sav jellemzi. A Hp 2-1 fenotipusban
pedig mind a Hp 1-1-nek megfelelé sav, mind pedig szamos lassabban vandorld sav is

megfigyelhetd. S=gyari standard.

o — 2 e - =
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- TR
1 2. 3. 4. 5. 6. 1. 8. 9. 10. 1. 12, 13. 14. 15
22 141 22 22 21 24 22 22 21 22 21 22 22 11 22
S S
2. tablazat Haptoglobin (Hp) fenotipusok és a Hp allélok gyakorisaga Crohn-
betegekben, colitis ulcerosa-sokban és egészséges egyénekben.
Esetek Hp(1-1) Hp(2-1) Hp(2-2) Hplallél
Crohn- 468 (100,0%) | 71 (152%) | 227 (48,5%) | 169 (36,1%) | 0,3951*
betegség, n (%)
Colitis ulcerosa | 43 (100,0%) 4 (9,4%) 23 (53,5%) 16 (37,2%) 0,3140
n (%)
Kontrollok, n
(%) 384 (100,0%) | 44 (11,5%) | 177 (46,1%) | 163 (42,4%) | 0.3451*

* OR:1,24, 95%CI: 1,02-1,51, p=0,03 a kontrollhoz képest
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Haptoglobin polymorphismus vizsgalata Crohn-betegségben

crer

ujszeri szemlélet, miszerint a dontd fontossagi elsé 1épés az innate
immunitasban észlelheté defektust lenne, €s ennek kovetkezményeként alakulna
ki az adaptiv immunitas zavara. A Hp-nak mind az innate mind pedig az adaptiv
immunrendszer szabalyozasaban betoltott komplex, esetenként fenotipusfiiggd
szerepe, valamint a granulomatosus fert6zések lefolyasara kifejtett hatasa
alapjan felmeriilhet az IBD pathogenezisével vagy annak korlefolyasaval valo
kapcsolata is. Ugyanakkor a Hp polymorphismus megoszlasrol IBD-s betegek
vonatkozéasaban csak kevés adat ismert. Mindossze egy, a Th1/Th2 orientacio
genetikai hatterét vizsgald tanulmany részeként keriilt sor 28 Crohn-betegben a
Hp fenotipus-megoszlas meghatarozasara (181).

Multicentrikus tanulményunkban magyar IBD betegekben, elsOsorban
Crohn-betegekben vizsgaltuk a Hp polymorphismus megoszlast és annak
esetleges kapcsolatat a betegség klinikai megjelenésével, a kezelésre adott
valasszal €s az extraintesztinalis manifesztaciokkal. Vizsgéltuk tovabba a Hp
kapcsolatat mas genetikai tényezdkkel (NOD2/CARD15 mutaciokkal illetdleg a
TLR4 D299G polymorphismussal) is.

Betegek:

Osszesen 511 egymadssal rokonsagban nem 4allo IBD beteget (Crohn-
betegseg: 468, ¢letkor: 36,5+12,7, férfi/né1 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. A Crohn-betegek klinikai adatait a 3.
tablazat tartalmazza.

Az IBD diagnozisanak feldllitdsa a Lennard-Jones altal leirt (klinikai,
endoszkopos, radioldgiai és korszovettani) kritériumok alapjan tortént (182). A
betegek adatainak rogzitését a gondozd gastroenterologus szakorvos végezte
eldre elkészitett kérddiv kitoltésével, mely tartalmazta a beteg nemét, az aktualis
¢s a betegség felismeréskori ¢€letkort, az extraintestinalis tiinetek jelentkezését
(arthritis: periférias, axialis; szemészeti szovodmények: conjunctivits, uveitis,
iridocylitis; bdrelvaltozasok: erythema nodosum, pyoderma gangrenosum;
majszovodmények: PSC; a relapszusok gyakorisagat (gyakori relapszus: >1/év),
a gyogyszeres kezelés hatékonysagat (steroid és/vagy immunszuppressziv
szerek alkalmazasanak sziikségessége, steroid-rezisztencia az ECCO [European
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Crohn’s and Colitis Organisation] Konszenzus Report alapjan (183), vagy az
infliximab kezelésre adott rovid-tava valasz), a sebészeti beavatkozas
sziikségességét (reszekcios miitétek), a csaladi IBD el6forduléast, a dohdnyzasi
szokasokat. Tovabba a perianalis szovOdmény jelentkezését is rogzitettiik. A
betegség klinikai osztalyozasat (betegség felismeréskori életkor, a betegség
lokalizacioja, viselkedése) a bécsi klasszifikacid szerint végeztik (184) (nem-
gyulladasos betegségforma, striktural6 vagy penetrald betegség).

A tanulmanyba torténd bevonas feltétele volt, hogy a végleges diagnozis
felallitasatol legalabb egy év elteljen, a beteg folyamatos ellendrzés alatt alljon
¢s két évnél, ne legyen régebbi a tapcsatorna endoszkopos és szdvettani
vizsgalata.

EREDMENYEK:

Crohn-betegségben a Hpl allél szignifikansan gyakrabban fordult el6 a
kontroll egyénekhez képest (0,395 vs. 0,345; OR: 1,24, 95% ClI: 1,02-1,51,
p=0,03) (2. tablazat), a Hp fenotipus megoszlas azonban nem kiilonbozott a
vizsgalt IBD csoportokban a kontroll populaciotol (3. tablazat). A Crohn-beteg
csoportban egyetlen ahaptoglobinaemias (Hp 0-0) esetet észleltiink.

A Hp polymorphismus nem mutatott Osszefiiggést Crohn-betegségben
sem azzal az ¢letkorral, amelyben a betegség kezdddott, sem a betegség
fennallasanak iddtartamaval, sem pedig a csaladi IBD gyakorisaggal. Nem volt
hatdssal a betegség lokalizaciojara. A Hp fenotipusok ¢€s a perianalis
manifesztacio kozott sem volt 0sszefliggés kimutathato.

Kapcsolatot taldltunk viszont a betegség viselkedése és a Hp
polymorphismus kozott: a 2-1 fenotipus esetén a gyulladdsos forma (B1)
eléfordulédsa szignifikdnsan gyakoribb volt (44,9%) a masik két Hp fenotipushoz
viszonyitva (1-1: 36,6%, 2-2: 34,3%) (ORg1rp2-1 vs egyeb: 2.06, 95%CI: 1.29-3.28),
mig a strikturald forma (B2) eléfordulasa ritkabb (2-1: 20,3%, 1-1: 32,4%, 2-2:
32,5%; p=0.04). A penetrald (B3) forma el6fordulasa 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 vonatkozésaban jelentds
kiilonbséget 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%, ORpp1-1 vs. egyen: 0,06, 95%CI: 0,003-
0,99, p=0,0012).
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Crohn-betegségben a Hp polymorphismus nem mutatott kapcsolatot, a

steroid- és
beavatkozasokkal.

az azathioprin-kezelés

sajatossagaival

illetéleg a

sebészeti

3. tablazat Crohn-betegek klinikai adatai a haptoglobin (Hp) fenotipusok szerint.

Hp(1-1) (n=71)

Hp(2-1) (n=227)

Hp(2-2) (n=169)

Osszes (n=468)

Nem (férfi/né) 37/34 110/117 86/83 233/235
Eletkor (évek) 36,2+12,7 36,0+12,7 37,4+12,6 36,5+12,7
Eletkor a CD kezdetekor 28,3+11,8 27,7+£12,1 29,2+11,2 28,2+11,7
(évek)
Betegségtartam (évek) 8,6+6,1 8,3+7,1 8,1+6,5 8,3+6,7
Csaladi IBD eléfordulas” 12 (16,9%) 23 (10,1%) 23 (13,6%) 58 (12,4%)

Lokalizacio® L1

16 (22,5%)

55 (24,2%)

42 (24,9%)

113 (24,1%)

L2 18 (25,4%) 53 (23,3%) 44 (26,0%) 116 (24,8%)
L3 35 (49,3%) 115 (50,7%) 80 (47,3%) 230 (49,1%)
L4 2 (2,8%) 4 (1,8%) 2 (1,2%) 8 (1,7%)
Visclkedés'B1 26 (36,6%) 102 (44,9%) 58 (34,3%) 186 (40,4%)*
B2 23 (32,4%) 46 (20,3%) 55 (32,5%) 125 (26,7%)**
B3 21 (29,6%) 79 (34,8%) 55 (32,5%) 155 (33,1%)

. 71 r s 1
Perianalis 1ézid

21 (29,6%)

64 (28,2%)

46 (27,2%)

131 (28,0%)

Gyakori relapszus®

25 (35,2%)

96 (42,3%)

73 (52,5%)

194 (41,6%)

Extraintesztinalis tiinetek

Avrthritis®
21 (29,6%) 73 (32,1%) 56 (33,1%) 150 (32,1%)
Szem' 6 (8,5%) 22 (9,7%) 10 (5,9%) 38 (8,1%)
Erythema nodosum, 5 (7,0%) 19 (8,4%) 13 (7,7%) 37 (7,9%)
pyoderma’
PSC! 0 (0,0%) 7 (3,1%) 11 (6,5%) 18 (3,8%)***
Szteroid kezelés/ 60 (84,5%) 187 (82,4%) 145 (85,8%) 393 (84,0%)
refrakter’ 10 (14,1%) 18 (7,9%) 14 (8,3%) 42 (9,0%)

Azathioprin kezelés

47 (66,2%)

146 (64,3%)

111 (65,7%)

305 (65,2%)

s ez 1
Reszekcios mutétek

25 (35,2%)

89 (39,2%)

72 (42,6%)

186 (39,7%)

Tobbszoros reszekcio™ 8 (11,3%) 21 (9,2%) 22 (13,0%) 51 (10,9%)
Dohanyzas (n)
nem 46 135 88 270
igen 20 75 61 156
korabban 5 17 19 41
NOD?2 (n=404)
carrier 21 (33,3%) 58 (30,1%) 44 (29,9%) 123 (30,4%)

non-carrier*

42 (66,7%)

135 (69,9%)

103 (70,1%)

281 (69,6%)

TLR4 D299(n=404)
carrier
non-carrier*

7 (12,5%)
56 (87,5%)

22 (11,4%)
171 (88,6%)

11 (7,5%)
136 (92,5%)

41 (10,1%)
363 (89,9%)

T (%); * ORG1rp2-1 vs cgyét: 2.06, 95%CI: 1.29-3.28; ** P g1 vs cgye: 0,04; *** p= 0,039

a kontrollhoz képest

Nem volt 0Osszefiiggés a Hp fenotipusok ¢és a TLR4 D299G
polymorphismus kozott sem. A NOD2/CARDI5 gén LRR régidjaban 1€vo
harom 6 mutacio koziil az SNP 12 (= single nucleotid polymorphism) az 1-1
fenotipus esetén szignifikansabban gyakrabban fordult el6 (14,3% [9/63]), mint
a masik két fenotipus esetén (2-1: 3,6% [7/186], 2-2: 6,1% [9/138]) (p=0,025),
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az SNP 8 és 13-val nem talaltunk kapcsolatot. Colitis ulcerosdban fenotipus-
genotipus kapcsolatot nem talaltunk, igaz az esetszam kicsi volt (adatokat nem
mutatjuk).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a Hpl allél szignifikdnsan
gyakrabban fordult el6 magyar Crohn-betegekben, a Hp fenotipusok pedig a
betegség viselkedésével és a PSC gyakorisdgaval mutattak osszefiiggést, melyek
a Hp polymorphismus vagy egyéb tarsult polymorphismusok betegségmodosito
szerepére utalhatnak Crohn-betegségben.

Haptoglobin polymorphismus vizsgalata majbetegekben

A bakterialis infekciok a mortalitds és a morbiditas jelentds tényezoi
majcirrhosisos betegekben, koszonhetéen az immunkomprimalt allapotnak.
Ma4jzsugorban jol ismertek az innate (velesziiletett) immunitds zavarat okozo
valtozasok, de bizonyos adatok alapjan az adaptiv immunitas zavarai is
valoszintisithet6k. A haptoglobinnak (Hp) és a mannoz koté lektinnek (MBL) a
lokalis immunvalaszt befolyasold hatasa alapjan szerepe lehet a majcirrhosisos
betegek infekcidinak kialakuldsaban.

Betegek kivalasztasa
2006. majus-2008. aprilis kozott a DEOEC I1. Belklinika Gasztroenterologiai

188/148, a majzsugor fennallasanak ideje 3,9+4.,2, kor: 56.5£10.8 év) tortént
mintavétel. A klinikai adatokat az 4. tablazatban Osszegeztiikk. Betegeink
kozott 220 esetben (65,5%) az alkoholfogyasztas volt az etioldgiai faktor, 96
betegiinknek (28,6%) C-virus hepatitis talajan alakult ki a majzsugora, 20-nak
(5,9%) egyéb eredetli majbetegsége volt. A majzsugor diagndzisat a klinikai a
biokémiai és az ultrahangos leletek, illetve ahol elérheté volt, a majbiopszia
eredménye alapjan allitottuk fel. Pozitiv klinikai jelnek tekintettiik a sargasagot,
erythema palmare-t, a Dupuytren szindromat, a szOrzetvesztést, férfiaknal a
ndies szOrzet, a gynecomastia kialakuldsat, a csillag-naevus-ok jelenlétét, az
ascitest, az izom-atrophia-t, az encephalopathia-t. Biokémiai pozitivitast jelentett
a csokkent vérlemezke-szam, fvs-szdm, anaemia, megnyult protrombin idd,
emelkedett bilirubin szintek, és majenzimek, csokkent koleszterin, albumin ¢€s
kolinészteraz értékek. Ultrahang vizsgalat soran a fokozott echogenitds, a
nodularis felszin, a nagyobb 1ép, atrophizalt jobb és hypertrophizalt bal lebeny
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(185), valamint a duplex technika soran latott portalis kollateralisok szoltak
majcirrhosis mellett. Felsé panendoscopia soran ellendriztiik a nyel6csé varixok
jelenlétét, allapotat, az esetleges portalis gastropathia-t (186). Azokban az
esetekben, ahol ezek alapjan nem volt egyértelmii a diagndzis, majbiopszia
tortént (Osszesen 104 betegben igazoltuk szovettanilag a majcirrhosist).
Alkoholos majzsugorban szenvedd betegeink alkohol fogyasztasa meghaladta a
napi 60g-ot. Bevalasztas soran kizarasi kritériumnak tekintettiik, ha a betegnek
a megel6zd 6 hétben gasztrointesztindlis vérzése, vagy bakteridlis infekcidja
volt, vagy profilaktikus antibiotikum terdpidban részesiilt a megel6z6 6 honap
alatt. Rogzitettiik a betegek adatait: életkor, életkor a betegség felismerése
idején, etioldgia, a cirrhosis sulyossaga, ascites megléte, foka, nyel6csd
varicositas és annak mértéke, megel6z6 varixvérzés(ek), tarsbetegségek.
Tarsbetegségként figyelembe vettik a megel6z6 szivinfarktust, pangasos
szivelegtelenséget, periférids artérias érbetegséget, cerebrovascularis betegséget,
kronikus  tiidobetegséget, kronikus veseelégtelenséget, fekélybetegséget,
diabetes mellitust és nem metasztatizalo, valamint metasztatizaldé malignus
daganatokat, ideértve a hepatocellularis carcinoma-t. A majcirrhosis stlyossagat
a Child-Pugh klasszifikacié (187), és a model for end-stage liver disease
(MELD) score (188) alapjan kalkulaltuk. A bevont betegeket 2009. aprilis 1-ig
vagy a halalukig kovettiik, illetve n¢hany beteget, akik a késObbiekben nem
jelentkeztek, az utolsd6 megjelenésiikig. Az atlagos kovetési id6 420 nap volt
(IQR: 88-742). Ez alatt jegyeztiik a klinikailag szignifikans bakterialis infekciok
eléfordulasat is.

4.tablazat A Hp polymorphismus vizsgalataba bevont majbetegeink adatai

Majcirhosisban szenvedd betegek, n 336
Nemek (ffi/né), n 188/144
Kor (£SD) 56,51+ 10,8 év

Etioldgia, n (%)

Alkoholos 219 (65,2%)
HCV 97 (28,9%)
Egyéb 20 (5,9%)

Child A/B/C, n 110/128/98
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Tarsbetegségek, n (%) 149 (44,3%)
Egy 99
Ketté 31
Harom, vagy tobb 9
Hepatocellularis carcinoma, n (%) 36 (10,7%)
Betegek, akiknek fertGzése volt, n (%) 113 (33,6%)
Egy 51
Ketté 31
Harom 31
Egészséges kontrollok,n 384
Nemek (ffi/nég), n 192/192
Kor (+SD) 52,5+ 10,2 év

Klinikailag szignifikansnak akkor tekintettiik a fert6zést, ha a beteg altalanos
allapota, a madjfunkci6 romlasa, vagy szovOdmények (encephalopathia,
varixv€rzes, hepatorenalis szindroma) kialakuldsa miatt korhazi felvételt
igényelt. A kovetési 1dOszak alatt betegeink profilaktikus antibiotikum kezelést
nem kaptak.

Az infekcios epizodok értékelése soran figyelembe vettiik a klinikai
tiineteket, lazat, laboratoriumi eredményeket, tenyésztési eredményeket (ha
rendelkezésre alltak), képalkotd vizsgéalatok eredményeit. A betegek halala
(n=108) esetén a boncjegyzdkonyvek is attekintésre keriiltek. A bor- és lagyrész,
a szajlregi, a felsd és alsd léguti (akut bronchitis, pneumonia), az epeuti
(cholangitis, cholecystitis, majtalyog), a bel- (gastroenteritis), a hugyuti (cystitis,
pyelonephritis) infekciok, az osteomyelitis €s az endocarditis diagnozisanak
felallitasa a konvencionalis kritériumok alapjan tortént. Spontdn bakterialis
peritonitis-t akkor véleményeztiink, ha a hasiiregben infekcioforras nem volt
¢észlelhetd, de az ascites folyadékban a PMN leukocytaszam nagyobb volt, mint
250 mm?, fiiggetleniil attol, hogy volt-e pozitiv ascites-tenyésztési eredmény.

A kontrollcsoport 384 korban és nemi megoszlasban a betegektdl nem
kiillonb6zd (ffi/nd: 192/192, kor: 52.5 £ 10.2 év) egészséges emberbdl allt,
akiknek sem gasztroentrologiai, sem majbetegségiik nem volt.
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EREDMENYEK

Haptoglobin polymorphismus megoszlasa majbetegekben

A cirrhosisos betegek Hp fenotipus megoszlasa megegyezett az
egészségesben talalt aranyokkal (5.tablazat), az értékek a Hardy-Weinberg
szerint szamitott egyensulynak megfeleltek, nem kiilonboztek kor €s nem
szerinti megoszlasban sem.

5. tablazat Haptoglobin fenotipus és Hpl allél frekvencidk cirrhosisos betegekben és
egészséges kontrollokban

Esetek Hp(1-1) Hp(2-1) Hp(2-2) Hp1allél
Gyakorisag cirrhosisos betegekben, n 336 36 161 139 0,3467
(%) (100,0%) (10,7%) (47,9%) (41,4%)
Gyakorisag egészséges kontrollokban, n 384 44 177 163 0,3451
(%) (100,0%) (11,5%) (46,1%) (42,4%)

Nincs statisztikai kiilonbség

A vizsgalt 336 cirrhosisos betegben 0sszesen 248 infekcids epizodot észleltiink a
hospitalizaciok soran. A betegeknek 33,6%-ban fordult el valamilyen fertdzés a
kovetési id6 alatt (6.Tablazat), és ezen betegek 54,9%-aban tobb mint egy
fert6zéses epizdd zajlott. Az infekciok 32,5%-a hugyuti fert6zés volt, 20,4%-ban
SBP, 15,5%-ban pneumonia, 8,7%-ban bor vagy lagyrész infekciok, 3,4%-ban
bacteriaemia, 2,4%-ban epeuti fertézés, 0,5%-ban osteomyelitis volt igazolhato.
A fert6zés lokalizaciojat 16,5%-ban nem tudtuk meghatarozni.




dc_562 12 o1
6. tablazat A Hp fenotipusok megoszlisa cirrhosisos betegeinkben
Osszes Hpi1-1 Hp2-1 Hp2-2
N =336 n=36 n=161 n =139
Nem (ffi/né), n 188/148 15/21 85/76 88/51
Kor (Atlag 1 SD, év) 56,5+10,8 57,5+13,1 56,7+10,2 55,9+10,9
Child-Pugh stage, n
A
B
C 110 12 48 50
128 12 63 53
Meld score (pontok) 8 12 50 36
Szérum bilirubin (umol/L) 14,716,3 14,415,1 15,0+7,0 14,315,7
Szérum albumin (g/L)
Trombocita (G/L) 65,5194,1 67,11+95,8 64,51+85,5 64,3+100,3
Immunoglobulinok (z/L) 33,148,0 34,2+7,5 32,18,0 34,08,1
IgG 123,1+72,4 136,31+84,2 122,8+84,2 119,9+63,1
IgA
IgM 18,31+7,2 18,416,0 18,9+7.8 17,6+7,0
6,914,9 6,115,5 6,8+4,3 7,415,2
2,843,7 2,3+1,8 2,713,0 3,0+4,9
Tarsbetegségek, n (%) 149 (44,3%) 19 (52,7%) 70 (43,5%) 60 (43,2%)
Egy 109 14 50 a5
Kett6 31 4 17 10
Harom v. tobb 9 1 3 5
HCC, n (%) 36 (10,7%) 5(13,9%) 18 (11,2%) 13 (9,4%)
Kovetési id6 £ SD (nap) 4431363 4281374 4761369 410+353
Median koévetés, IQR (days) 420 [88-742] 325[67-761] 472 [120-767] 371[63-711]
Betegek, akiknek infekcidja volt a
kévetés alatt, n (%) 113 (33,6%) 18 (50,0%)* 58 (36,0%) 37 (26,6%)*
Egy 51 10 27 14
Kettd 31 3 15 13
Harom vagy tébb 31 5 16 10
Betegek, sulyos infekcidval, n (%) 95 (28,3%) 16 (44,4%) 47 (29,2%) 32 (23,0%)#

SD: standard deviacio, IQR: inter-quartilis tartomany, HCC: hepatocellularis carcinoma
*p= 0,039, # p=0,03, xz-test Yates korrekcidval

Pozitiv tenyésztési eredmény 138 esetben allt rendelkezésre, ami a fertdzéses
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%).
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Osszefiiggés a Hp fenotipusok, a klinikai jellemz6k és a klinikailag
szignifikans bakteridlis infekciok megjelenése kozott

Nem talaltunk kiilonbséget a korokozokat és az infekcidk lokalizacidit tekintve
az egyes Hp fenotipusok kozott. (nem mutatott adatok) Nem volt kiilonbség az
egyes fenotipusok kozott sem a nemek megoszlasat, sem a cirrhosis sulyossagat,
sem a tarsbetegségek eldéfordulasat tekintve, a csoportokon beliil az atlagéletkor
is hasonlonak bizonyult. (6. Tablazat)

Univariacios analizist (y2-teszt vagy y2-teszt Yates szerinti korrekcioval)

alkalmazva a klinikai tényezok koziil a majzsugor Child-Pugh stadium alapjan
jellemzett sulyossaga (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 fert6zések riziko faktorainak.
A Hp fenotipus szoros 0Osszefliggést mutatott a bakteridlis infekciok
megjelenésének gyakorisagaval. (6.tablazat) Univariacids analizis alapjan (y2-
teszt Yates szerinti korrekcioval) az Hpl-1-s fenotipusu betegekben
szignifikdnsan gyakrabban fordultak el fertozések, mint egyéb fenotipusok
esetén (ORpp1-1 vs. egyen: 2,16, 95% CI: 1,07-4,33). Raadasul Hpl-1-s fenotipus
esetén az infekciok egyértelmiien sulyosabb formaban zajlottak (p=0,03). Nem
talaltunk Osszefliggést a Hp koncentracid kvartilisek €s az infekciok kialakulasa
kozott. (7.tablazat)

7.tablazat Klinikailag szignifikans bakterialis infekciok eléfordulasa haptoglobin
koncentracié kvartilisek szerint
Hp koncentracié (g/L) Q1 Q2 Q3 Q4

(0-0,14)

(0,15-0,51)

(0,52-1,06)

(1,07-3,52)

Betegek, akiknek infekcidja

volt

32,9%

31,3%

36,9%

33,3%
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Logisztikus regresszios analizissel a betegség Child-Pugh staddium szerinti
sulyossaga, a tarsbetegségek és a Hpl-1 fenotipus az infekciok kialakulasa
fliggetlen rizikotényezoinek bizonyultak. (8. Tablazat)

Kaplan-Meier tulélési gorbén abrazolva Breslow és LogRank tesztet
alkalmazva a Child-Pugh stadium (24.abra), az ascites jelenléte (25.abra) és a
tarsbetegségek (26.abra) mutattak Osszefliggést az elsd szisztémas infekcio
megjelenéséig eltelt idével. Hpl-1-s fenotipusu betegek esetén az elsé fert6zés
kialakulasaig eltelt id6 rovidebb volt, mint Hp2-2-s fenotipus esetén (27.abra).
(median, 492 vs. 965 nap; HR: 2,31 95% CI: 1,86-4,51, pBreslow=0,014 ¢és
pLogRank=0,017).

8.tablazat. Logisztikus regresszio: A bakteridlis infekciok prediktiv tényezdéi
majcirrhosisos betegekben

Faktor Koefficiens P érték OR 95%KI
NGi nem 0,316 0,21 - -
Child-Pugh stadium 0,334 0,038 1,40 1,02-1,91
Tarsbetegségek 0,969 <0,001 2,64 1,63-4,27
Haptoglobin fenotipusok - 0,039 - -
Hp2-2 Referencia

Hp2-1 0,427 0,11 - -
Hpi1-1 1,006 0,015 2,74 1,22-6,14

A koefficiens az OR természetes logaritmusa; p érték: szignifikancia szint; OR:
odds ratio; 95%CI: 95% konfidencia intervallum

9.tablazat A Cox modell osszegzése: Az elsé bakterialis infekcioig eltelt id6 hosszat
befolyasold tényezok

P Esélyhanyados 95%Cl

NGi nem 0,16 - -
Child-Pugh stadium <0,001

Child A Referencia

Child B 0,02 2,16 1,33-3,51

Child C <0,001 4,43 2,60-7,56
Tarsbetegségek 0,004 1,79 1,21-2,65
Haptoglobin fenotipusok (Hp) 0,05
Hp2-2 Referencia
Hp2-1 0,412 - -
Hpi1-1 0,014 2,03 1,15-3,61

p érték: szignifikancia szint; 95%Cl: 95% Konfidencia intervallum
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24. abra Az elso infekcioig eltelt idé alakuldsa a cirrhosis sulyossaga szerint
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A betegek infekcios kockazata 0 250 500 750 1000 nap
ChildA 110 85 54 28 11
ChildB 126 64 48 25 9
Child C 102 28 16 8 2

25. abra. Az elso infekcioig eltelt ido alakulasa ascites jelenléte és hianya esetén
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Kovetési id6 (nap)
A betegek infekcios kockazata 0 250 500 750 1000

Nincs ascites 169 92 83 67 61
Van ascites 169 59 55 50 29
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26. abra Az els6 infekcioig eltelt idé alakulasa tarsbetegségek jelenléte és hianya esetén

Infekciomentes tulélés (%)

100~

60+

40-

Nincs tarsbetegség

—_

——  Van tarshetegség

L) 1 1 L)
250 500 750 1000

Kovetési id6 (nap)

A betegek infekcios kockazata 0 250 500 750 1000
Nincs tarsbetegség 191 103 72 36 10
Van tarsbetegség 147 78 51 26 12

27. abra A fertézések kialakulasanak rizikdja kiilonb6z6 haptoglobin fenotipusok esetén

Infekciémentes tulélés (%)

60+

40-

20+

—— Hpi-1
—— Hp2-1
—— Hp2-2

Kovetési id6 (nap)

0 250 500 750 1000

Follow-up (days)

Cox-regresszioval a Child-Pugh C (p<0,001) stadium, a tarsbetegségek jelenléte (p=0,004) és a Hp1-1-s fenotipus

(p=0,014) bizonyultak az elsd infekcid kialakuldsaig eltelt rovidebb id6t meghatarozé fuggetlen tényez6knek.

(lasd még 9.Tablazat)
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A mannoz-koto lektin klinikai jelentoségének vizsgalata

Az MBL a C-tipusu lektin receptorok kozé tartozd mintdzatfelismerd
molekula. Egy proteinlanc t6bbszords Osszekapcesolodasaként — kialakulo
multimer szerkezettel bir. A protein lanc N-terminalis vége ciszteinben gazdag,
mellette egy kollagén kotd domén talalhatd, amit egy rovid helikalis szerkezetl,
ugynevezett nyak kovet. A C terminalis végén a szénhidrat felismeré domén
(lektin domén vagy CRD) helyezkedik el. Harom protein lanc triplahélixet
alkotva 6sszekapcsolddik €s adja az MBL alegységét. 2-6 alegység kapcsolddasa
révén jon létre a multimer molekula (189). (28. abra) A multimer formanak az
MBL funkciojaban van jelentdsége. Egyetlen CRD-nek a felismert szénhidrat
molekuldhoz valé kotdédése gyenge, az erds kotddéshez sok CRD egyiittes
kapcsolddasa kell, mely a multimer és a bakterialis fal szabalyosan ismétlodo
szénhidrat csoportjainak illeszkedésekor jon 1étre (190).

Az MBL szerepe az innate immunitasban

Az innate, vagy velesziiletett immunités jelenti az elsdédleges védelmi vonalat
a behatolo korokozokkal szemben. Ennek az els6dleges védelmi rendszernek a
résztvevOl az €p epitel mellett szolibilis molekulak (antimikrobialis peptidek,
komlement, citokinek, természetes antitestek), a phagocytdk és a mintazat
felismer6 receptorok (PRR). Ez utdbbiak kozé tartoznak a toll-like receptorok
(TLR), a scavenger receptorok, a NOD-like receptorok, valamint a C-tipusu
lektinek. Az innate immunitas biztositjia a baktériumok tobbségének
elpusztitadsat a hosszabb 1d6t igényld adaptiv valasz megjelenése eldtt. Beinditja
a gyulladasos reakciot és az adaptiv immunvalaszt. PRR-k feladata, hogy
felismerjek, érzékeljék a patogénhez asszocialt molekularis mintadzatot (PAMP),
illetve a megvaltozott sajat felszini mintazatot (DAMP), beinditsak a
phagocytosis atjan torténd eltavolitasukat (191).

Az MBL a mikroorganizmusok széles skaldjat képes felismerni (Gram-
pozitiv és negativ baktériumok, virusok, gombak, protozoonok), vizsgalatok
szerint a CRD-vel torténd kapcsolodas alapjan (191). Szerkezetébdl addddan
képes felismerni a prokariota sejtre jellemzd szabalyosan ismétlddo szénhidrat
csoportokat. Ca-fliggd modon kotdédik a cukrok 3-hydroxi és 4-hydroxi
csoportjaihoz (N-acetil-D-glilkozamin, mannédz, N-acetil-mannoézamin, fukdz,
gliikoz (192), de affinitasa van a teikoinsavhoz is. Az MBL-lel egyidében az
egy¢€b innate receptorok is felismerik ugyanezeket a ligandokat, egytittes hatdsuk
sziikséges a megfeleld valasz kialakulasdhoz. A kotddést kovetéen az MBL
konformdcié valtozason megy at, melynek jelentdsége van az ezt kovezd
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Iépések beinditasaban (komplement-aktivacio, a phagocytosis, a gyulladasos
valasz ¢és az adaptiv immunvalasz). A kérosodott sajat sejtek felismerése a
megvaltozott felszini strukturak alapjan torténik. Az MBL a keringésben az
MBL asszocidlt szerinprotedzzal (MASP) komplexet alkotva kering.
Kapcsolodasuk a kollagén doménen keresztiil torténik. Az MBL kotédése a
autoaktivaciojat valtja ki, mely hasitani képes a C2 és C4-t, Iétrehozva a C4bC2a
(klasszikus C3 konvertaz) molekulat, beinditva a komplement aktivacié lektin
utjat. A phagocytosis inicializalasa azonban nem csak a komplement rendszer
aktivalasan keresztiil torténik. Allatkisérletes modellekben az MBL-null egerek
Staphylococcus aureus infekciora valo fogékonysaga megegyezett az MBL-
null+C3-null egerekével, de 1ényegesen nagyobb volt, mint a C3-null egereké,
mely alapjan feltételezheto, hogy a phagocytosis beinditasanak a komplement
rendszertdl fliggetlen Utja is 1étezik (193). Shiratsuchi és mtsai bizonyitottak,
hogy az MBL MASP-t6l fiiggetleniil (tehat komplement aktivacio nélkiil) is,
direkt uton fokozza a phagocytosist, hidat képezve a falosejt és a korokozod
kozott. A célsejthez tortént kapcsolodassal egyiddben az MBL- valosziniileg a
kollagén doménen keresztiil - kapcsolodni képes a phagocyta sejtek felszinén
talalhato komplement receptor CR1-hez, valamint a kollektin receptor C1gR-hez
(192). Ez azt jelenti, hogy az MBL nem csak fokozza az opsonophagocytosist,
de maga is opsoninként funkcional (191). Az MBL sajat kéarosodott sejtek
elimindlasaban  betoltott funkcidjat  komplement-fiiggdnek  talaltak. A
phagocytosis ugyan bekovetkezik a sejtfelszini receptoroknak a patogénekhez,
vagy sériilt sejtekhez vald kozvetlen kapcsolodasa révén is, mégis a komplement
¢s az MBL hidnyéban az eltakaritas késik.

Az MBL szerepet jatszik a cytokin szabalyozasban is. Alacsony szintje
fokozta a TNF-a, az IL-1P és az IL-6 felszabadulast, magasabb koncentraciok
csokkentették (194). TLR-2/6 co-receptorként miikodve az intracellularis
jelatvitelben is kozremikodik, szerepe van a phagocytaknak a bekebelezett
organizmusra adott valaszaban (195).
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28. abra A mannéz koté lektint kodolo gén és a molekula szerkezete (Worthley DL et al.
Intern Med J 2005,35,548-555 nyoman)

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
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Az MBL f6leg a majban szintetizalodik, mint szérum fehérje a keringésbe
jut. Kimutattdk jelenlétét kozépfiilben 1évé folyadékban, gyulladt iziileti
folyadékban, 26. terhességi hét utan a magzatvizben, torokvaladékban (191).
Réaadasul intracellularisan a phagocytak granulumaiban, valamint az
endoplazmas retikulumban is jelen van, ahol feltételezések szerint a phagocytalt
részecskéknek az endoplazmas retikulumbol a Golgi apparatusig torténd
transzportjat szabalyozza (196).

A proteint kodold6 MBL2 génnek tobb allélja van. A promoter régido mutacioi
a fehérje expresszidjat befolyasoljak. Az exon ,,missense” mutdcidi a multimer
forma kialakulédsat teszik lehetetlenné, vagy a molekula stabilitasat rontjak. Az
nyilvanul meg (197). Akik az exon régidé missence mutacidira nézve
homozygotak, igen alacsony MBL szinttel rendelkeznek (MBL deficiensek). Az
adott egyénben a szérum koncentracidé ¢és az MBL aktivitas genetikailag
meghatéarozott, az ¢let folyaman, gyulladdsok kapcsan nem valtozik, de az
individualis kiillonbségek nagyok.

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
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(mycobacteriumok) szemben bizonyos rezisztenciat jelent. Klinikai vizsgalatok
soran ugy tlnik, hogy az MBL deficiencidnak akkor van jelentésége, ha az
immunrendszer milkodése valamilyen mas oldalrél is gyengiil. Kis
gyermekkorban, amikor az immunaparatus még éretlen, gyakorinak talaltak az
infekciok, elsdsorban a léguti fert6zések eléfordulasat (198). Gyakrabban
MBL deficiensekben (199), valamint nagyobb valosziniiséggel alakult ki
fertdzések kapcsan szeptikus shock (200). Majtranszplantaciot kovetéen szintén
gyakoribb volt az ¢letet veszélyeztetd sulyos fertézések megjelenése a donor
MBL deficiencidja esetén. Ez egyuttal azt is bizonyitotta, hogy az MBL {6
forrasa a maj (201). Kisebb tanulmanyban azt talaltak, hogy B hepatitis talajan
kialakult cirrhosisos betegekben gyakoribb volt a spontan bakterialis peritonitis
MBL hianyosokban, mint az MBL kompetens csoportban (202). Talaltak
Osszefiiggést az MBL polymorphismus és kiilonb6z6 autoimmun betegségek
kozott is (szisztémas lupus erythematosus). Ezekben az esetekben a tiinetek
megjelenését azzal magyardztdk, hogy a patogének és az apoptotikus testek
eltdvolitasanak késése teret enged a keresztreakciok ¢€s az autoreaktivitds
kialakulasanak (203).

BETEGEK ES MODSZEREK

MBL-szint meghatarozashoz

crer

majcirrosisos beteg vizsgalatat végeztiik el. Hat magyar hepatoldgiai centrum
(Debreceni Egyetem, Semmelweis Egyetem, Pécsi Egyetem, BAZ Megyei
Korhéz, Miskolc Szent Ferenc Korhaz) és egy német kozpont Otto-von-
Guericke Egyetem (Magdeburg) betegei keriiltek bevalasztasra: 406 autoimmun
majbeteg (ffi/nd : 122/184, kor: 50.5 £ 17.0 €v): primer biliaris cirrhosis (PBC,
n=182), primer szklerotizal6 cholangitis (PSC, n=76), és autoimmun hepatitis
(n=148), valamint 185 krénikus C hepatitises beteg (kronikus HCV, ffi/né:
90/95, kor: 54.3 + 12.5 év). (10. tablazat)

A PBC diagndzisat cholestatikus enzimemelkedés, anti-mitochondrialis antitest
(AMA) ¢és/vagy PBC specifikus AMA-pozitivitas, hisztoldgiai lelet, valamint az
extrahepatikus cholestasis kizarasa alapjan allitottuk fel (204). A PSC-t a
cholestatikus enzimemelkedés mellett, meglévé jellegzetes epeuti sztendzisok,
dilataciok igazoltak. Legtobb esetben hisztologiai megerdsités is tortént (205).
Az AIH diagnozisa sordn az ismert majkarosodashoz vezetd faktorok (alkohol,
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virus, gyogyszer €s toxin indukalta és herediter méajbetegség) kizarasat kovetden
a Nemzetkozi AIH Csoport (International AIH Group) score rendszerét
hasznaltuk (206). Kronikus HCV infekciot a HCV RNS pozitivitasa, emelkedett
transzaminazok (> 2x U legaldbb 6 honapon at), valamint amennyiben elérhetd
volt, hisztologiai lelet alapjan mondtuk ki.
A kontroll csoport 296 korban ¢és nemi megoszlasban a betegcsoportnak
megfeleld egészséges emberekbdl allt (ffi/nd: 140/156, kor: 49.5 + 16.5 év),
akiknek sem gasztrointesztinalis, sem majbetegségiik nem volt.

Mintavétel tortént 338, a DEOEC II. Belklinika altal gondozott,
10.8 év) 2006. majusa ¢s 2008. aprilisa kozott. A klinikai adatokat a
10.tablazatban foglaltuk 0ssze. 220 estben (65,1%) alkoholos eredetii volt, 98
(29,0%) betegben C virus fertdzés talajan alakult ki, 20 (5.9%) betegben

10. tablazat Az MBL szint vizsgalataba bevont betegeink

Diagnozis Szam
Kronikus HCV infekcio cirrhosis nélkil, n 185
Nemek (Ffi/nég), n 90/50
Kor (+SD) 54,3+12,5 év
Autoimmun majbetegség cirrhosis nélkiil, n 406
Nemek (Ffi/nég), n 122/184
Kor (xSD) 50,5+17,0 év
PBC 182
PSC 76
AlH 148
Kiilonbo6z6 etioldgiaju majcirrhosis, n 338
Nemek (Ffi/nég), n 189/149
Kor (+SD) 56,4+10,8
Alkoholos, n (%) 220 (65,1%)
HCV-vel 6sszefiiggd, n (%) 98 (29,0%)
Egyéb, n (%) 20 (5,9%)
Egészséges kontroll, n 296
Nemek (Ffi/né), n 189/149
Kor (+SD) 56,4+10,8 év
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egyéb etiologiaji volt a majzsugor. A bevalasztasi kritériumok és a klinikai
adatok értékelése a haptoglobin vizsgalatba bevont betegekével azonos mdédon
tortént.

MBL-szint meghatarozas

Minchinton és mtsai altal k6zolt modszert kovetve, az MBL szinteket két
monoklondlis antitest felhasznalasaval szendvics ELISA rendszerrel hataroztuk
meg. Roviden, mikrotiter lemezekre (lapos alapu, magas kdtoképességli, Greiner
Bio-One, Mosonmagyardvar, 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 kovetden harom kiilonb6zd higitasti szérummintat (1/5,
1/25, 1/125) és MBL standard sorozat higitast (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 ¢s 0,25 uM EDTA
(TBS-T-EDTA)-ban 1:8000-re higitott biotinilalt Mab 131-1 oldatot adtunk
hozza és 90 perig 37°C-on nedves kamraban inkubaltuk. Ujabb mosast kévetden
1:1000-hez higitasi Avidin-biotinilalt-peroxidaz-konjugatumot (Vectastain,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) tettiink hozza, majd ismét inkubacio
tortént 30 percig nedves kamraban, szobahdémérsékleten. A szin el6hivasat
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 értékeltiikk. 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
detektalhatosagi kiiszob 4,86 ng/ml-nek adodott. Az MBL mérések a Debreceni
Egyetem Klinikai Kutaté Kozpontjdban vakon torténtek, a betegek klinikai
adatainak ismerete nélkiil.

Statisztikai analizis

A kiilonb6z6 beteg €s kontroll csoportok, valamint az adott betegség
esetén az alcsoportok adatainak Osszehasonlitasara T-probat, kiilonbozo



dc_562 12 102

varianciaju csoportokra Fischer-exact-tesztet, illetbleg y*-probat alkalmaztunk
helyenként Yates-korrekcidval.

A folyamatos valtozdkat 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 vetettiik Ossze. Kaplan-Meier talélési gorbén abrazoltuk és a
kiilonbségeket LogRank és Breslow analiziseket alkalmazva hasonlitottuk dssze.
Logisztikus regresszios ¢és 1épcsdzetes Cox-regresszios analiziseket alkalmazva
vizsgaltuk meg az esetleges O0sszefliggéseket a klinikai és laboratoriumi értékek
valamint a klinikailag szignifikdns bakteridlis infekcidk kialakulasanak
kockazata illetéleg az elsd infekcioig eltelt idéhossz kozott. Esélyhanyadost
(odds ratiot [OR]) hatdroztunk meg 95% konfidencia intervallummal (95% CI).
A p <0,05 érteket tekintettik szignifikidnsnak. Az adatokat SPSS13.0
programmal (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) értékeltiik.

EREDMENYEK
MBL szintek és deficiencia majbetegségekben

A kiilonbozé kronikus majbetegségben szenvedd betegek és a kontroll
csoport MBL szintjeit a 11.Tablazat mutatja. Sem az MBL szintek, sem az
MBL deficiencia gyakorisdga nem kiillonbozott ALD, kronikus HCV infekcid €s
majzsugor esetén a kontrol csoportban talélt értékekt6l. Az abszolut MBL hidny
(MBL<100ng/ml) 10,7-15,6%-ban fordult elé6 az egyes csoportokban, az
alacsony MBL (MBL<500ng/ml) el6fordulasa 31,1%-41,3% volt. Elérehaladott
majcirrhosis esetén alacsonyabb MBL szintek voltak mérhetdk /Child-Pugh
stadium (29./A Abra) vagy MELD score (29./B Abra)/, de az MBL deficiensek
aranya nem kiilonbozott a Child-Pugh stadiumoktol (Child A: 11.8%, Child B:
8.0%, Child C: 13.8%), vagy a MELD score-t6l fiiggéen (nem mutatott adat).
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11. tablazat MBL szintek kiilonb6z6 etiologiaju majbetegekben és a kontrolcsoportban

Szam Atlagos Abszolut MBL Alacsony MBL
MBL szint hiany szint
ng/ml (IQR) (<100 ng/ml) (<500 ng/ml)
Kronikus HCV infekcié
Cirrhosis nélkiil 185 1139 (320-2352) 11,9 % 37,8%
Autoimmun majbetegség
cirrhosis nélkil
406 959 (276-2204) 14,5 % 36,2 %
PBC
PSC 182 14,3 % 37,9%
AlH 76 13,2 % 38,2 %
148 15,5 % 33,1%
Kiilonb6z6 etioldgiaju
majcirrhosis 338 1118 (337-2454) 10,7 % 31,1%
Alkoholos
HCV-vel 6sszefiiggd 220 1026 (309-2259) 11,8% 31,8%
Egyéb 98 1120 (335-2621) 10,2% 31,6%
20 1208 (428-2739) 10,1% 29,9%
Egészséges kontroll 296 1027 (253-2120) 15,6 % 41,3 %

AlH= autoimmun hepatitis, HCV= virus hepatitis C, PBC= primer biliaris cirrhosis, PSC= primer
szklerotizald cholangitis, IQR: inter-kvartilis tartomany
Nincs statisztikai kiilonbség

A bakteridlis infekcio kialakuldasanak klinikai és laboratoriumi elorejelzoi

338 cirrhosisos betegben 251 infekcids epizodot észleltiink, a betegek
33,7%-aban a kovetési id6 alatt. (12.Tablazat). Azon betegekben, akiknek volt
infekcidja, 56,1 %-ban tobb fertézéses epizod zajlott. 32,5%-ban hugyuti
infekciot, 20,4%-ban SBP-t, 15,5%-ban pneumoniat, 8,7%-ban bor, vagy
lagyrészinfekciot, 3,4%-ban bakterémiat, 2,4%-ban epetti gyulladast, 0,5%-ban
osteomyelitist igazoltunk. 16,5%-ban az infekcio lokalizacidja nem volt ismert.
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(A Hp fenotipus vizsgélatba bevont betegpopulécid, ¢s az MBL vizsgalat soran
kovetett majcirrhosisos csoport nagy atfedése miatt ez utobbi eredmények a két
tanulmanyban hasonloan alakultak)

29. abra. Osszefiiggés az MBL szintek és a majcirrhosis salyossaga kozott (n=338)

(A dobozdiagram a 25-75 percentilnek felel meg. A dobozon beliili vizszintes vonalak a median értékeket
mutatjak.)

A. Az atlagos MBL szintek szignifikansan alacsonyabbak Child C stadiumu majcirrhosisos betegekben,
mint akar a Child A vagy Child B stadiumuakban
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B. Az atlagos MBL szintek szignifikansan alacsonyabbak magasabb MELD score esetén
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*p< 0,001 and **p< 0,01 U teszt Mann-Whitney szerint

Az abszolut MBL deficiencia (<100ng/ml) szoros Osszefiiggést mutatott az
infekciok kialakulasanak valoszintiségével (OR: 2,15; 95%CI: 1,07-4,31,
p=0,039) cirrhosisos betegekben. (12.Tablazat). Nem talaltunk 6sszefiiggést, ha
az MBL szint cut-off-jat 500ng/ml-nél adtuk meg, vagy ha az MBL szint
kvartilisek szerint értékeltilk az adatokat. (Q1:<337, Q2: 338-1118, Q3:1119-
2454, Q4:>2455 ng/ml). Logisztikus regresszié sordn a cirrhosis stlyossaga
Chid-Pugh szerinti értékelésben, a tarsbetegségek, és az abszoluit MBL
deficiencia voltak a bakteridlis infekcio bekdvetkeztének fiiggetlen eldrejelzoi.
(13.Tablazat)

A kovetési 1d0 alatt bekovetkezett 6sszesitett korhazi halalozas 15% volt,
51 esetben olyan betegben kovetkezett be, akinek fertdzése volt, 57 esetben
infekciotol fliggetlen volt a halalozas (20.3% vs. 12.1%, OR: 1.84, 95%Cl: 1.22-
2.78, p< 0.005). Az MBL deficiencia egyértelmii Osszefliggést mutatott az
infekcidohoz kot6dd mortalitadssal. Univaridcios analizissel értékelve a fert6zés
soran bekdvetkezett halalozas rizikdja joval nagyobb volt az MBL hianyos
betegekben, mint az MBL kompetensekben (OR: 3.84, 95%CI: 1.29-11.37,
p=0.013).
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12. tablazat . Cirrhosisos betegeink epidemioldgiai, klinikai és laboratériumi jellemz6i és
a mannoéz-koto lektin (MBL) szintek

Total Abszolut MBL hiany MBL kompetens
(<100 ng/ml)
n=36 (>100 ng/ml)
N =338 n =302
Nem (ffi/né), n 189/149 17/19 172/130
Kor (atlag £ SD, év) 56,4+10,8 58,119,6 56,21+10,9
Child-Pugh stadium, n
A
B 110 13 97
C 126 11 115
102 12 20
Meld score (pontok)
Szérum bilirubin (umol/L) 14,816,3 15,346,3 14,716,3
Szérum albumin (g/L)
Trombocita (G/L) 66,5194,6 66,2175,8 66,6196,7
33,2+7,9 35,1+8,0 32,9+7,9
121,3+70,6 119,6+57,1 121,5+72,2
Tarsbetegségek, n (%) 147 16 131
(43,5%) (43,2%) (43,4%)
Egy 109 10 99
Ketté 30 6 24
Harom v. tobb 8 0 8
HCC, n (%) 36 (10,7%) 5 (13,9%) 31 (10,3%)
Atlagos kévetés * SD (nap) 4431364 4351344 4441366
Atlagos kévetés, IQR (nap) 420 (87-745) 474 (100-713) 413 (85-761)
A kovetési idG alatt bekévetkezett 114 18 96
infekcidk, n (%) (33,7%) (50,0%)* (31,8%)*
Egy 50 6 a4
Ketté 33 5 28
Harom v. tébb 31 7 24
Infekcids epizodok 251 47 204
A bakterialis infekcidk tipusa
Hugyuti 82 (32,7%) 15 (31,9%)
Spontan bakterialis peritonitis 67 (32,8%)
Pneumonia 51 (20,3%) 8(17,0%) 43 (21,1%)
BGr és lagyrész 39 (15,5%) 7 (14,9%) 32 (15,7%)
Egyéb 22 (8,7%) 5 (10,6%) 17 (8,3%)
57 (22,8%) 12 (25,5%) 45 (22,1%)

SD: standard deviacio, IQR: inter-kvartilis tartomdny HCC: hepatocellularis carcinoma

p= 0,039
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13. tablazat. Logisztikus regresszio: A bakterialis infekcié prediktorai majcirrhosisos
betegekben

Faktor koefficiens P érték OR 95%Cl

NGi nem 0,43 0,135 1,54 0,87-2,70
Child-Pugh stadium 0,38 0,02 1,45 1,06-1,99
Tarsbetegségek 1,02 <0,001 2,78 1,71-4,50
Abszolit MBL hiany 0,76 0,04 2,14 1,03-4,45

A koefficiens az OR természetes logaritmusa; p érték: szignifikancia szint; OR: odds ratio; 95%Cl: 95%
konfidencia intervallum

Az elsd bakteridlis infekcio bekovetkeztéig eltelt idot befolyasolo klinikai és
laboratoriumi paraméterek

Kaplan-Meier talélési gorbén abrazolva Breslow és LogRank tesztet alkalmazva
a korabbiaknak megfelelden a Child-Pugh stadium, az ascites jelenléte ¢és a
tarsbetegségek mutattak Osszefliggést az elsd szisztémas infekcid megjelenéséig
eltelt idovel.

Rovidebb idén beliil jelentkezett az elsd fertézés az MBL deficiensekben, mint
az MBL kompetens betegekben. (median 579 vs. 944 nap; HR: 2,05 95%CI:
1,10-3,83, pBreslow=0,016 és pLogRank=0,027) (30. abra).

Cox-regresszids analizis szerint a Chid-Pugh stadium (p<0,001), a
tarsbetegségek (p=0,003), és az abszolut MBL hiany(p=0,03) voltak az els6
infekci6 kialakulasaig eltelt rovidebb 1d6t meghatarozo fiiggetlen tényezok. (14.
Tablazat)

14. tablazat A Cox modell 0sszegzése: Az elsé bakterialis infekcioig eltelt id6t befolyasolo
tényezok

P | Esélyhdnyados | 95%Cl
Child-Pugh stadium < 0,001
Child A Referencia
Child B 0,018 1,87 1,12-3,14
Child C < 0,001 4,00 2,29-7,01
Tarsbetegségek 0,003 1,89 1,23-2,90
MBL deficiencia 0,003 2,33 1,34-4,03

p érték: szignifikancia szint; 95%Cl: 95% konfidencia intervallum
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30. abra Az infekcio kialakulasanak valésziniisége az eltelt id6 fiiggvényében MBL
hianyos és MBL kompetens cirrhosisos betegekben

100
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Koévetési id6 (nap)

A betegek infekcios kockazata 0 250 500 750 1000
MBL kompetensek 302 166 109 57 18
MBL deficiensek 36 17 14 5 3

Megtortént az MBL szintek meghatarozasa IBD-s betegeken is, bar viszonylag
nagy szorast észleltiink, de az atlagértékek, ill. az MBL deficit szempontjabol
nem volt szignifikdns kiilonbség az egészséges kontroll csoporthoz képest. Az
eredmények a 15-17. tablazatokban olvashatok. Az MBL deficiencia nem
mutatott Osszefiiggést a gyulladasos bélbetegségek klinikai lefolyasaval és a
parhuzamosan vizsgalt szamos szeroldgiai markerrel sem (207).
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15. tablazat MBL szintek gyulladasos bé¢lbetegekben

Atlagos Abszohit MBL MBL
MBL szint hiany deficiencia
ng/ml (IQR) (<100ng/ml) (<500ng/ml)
Crohn’s disease 929 (278-1968) 15.0 % 36.9%
(n =740)
Ulcerative colitis 810 (171-1616) 18.4 % 41.6%
(n =250)
Nem IBD kontrol 999 (269-1778) 12.1 % 40.4%
(n=99)
Egészségesek 1027 (253-2120) 15.6 % 41.3%
(n =296)

IQR: inter-quartile range

Statisztikailag szignifikans eltérést nem talaltunk.

109
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16. tablazat. A Crohn betegségben szenvedd paciensek (n=740) klinikai
paraméterei az eltéré manndz-koto fehérje (MBL) szintek szerint

MBL MBL szint Total
deficiencia normalis
(<500ng/ml) | (>500ng/ml)
n=273 n=467 n=740
Ffi/n6 124/149 213/254 337/403
Kor (évek)* 37.8+12.8 36.1+12.6 36.7+12.7
életkor a dg felallitasakor (év)* 29.1+11.5 27.4+10.8 28.1+11.1
Idétartam (év)* 8.6 +7.6 8.7+75 87+7.6
Csaladi halmozédasu IBD' 36 (13.5%) 48 (10.3%) 84 (11.3%)
Lokalizacio (n) L1 65 100 165
L2 70 116 186
137 244 381
L3 1 7 8
L4 csak 4 11 15
L4
Viselkedés (n) B1 91 196 287
B2 83 116 199
B3 99 155 254

Perianalis betegség’

93 (34.1%)

152 (32.5%)

245 (33.1%)

Gyakori relapszus’

94 (34.4%)

177 (37.9%)

271 (36.6%)

Arthritis

81 (29.7%)

151 (32.3%)

231 (31.2%)

Szemészeti manifeszticié’ 10 (3.7%) 34 (7.3%) 44 (5.9%)
Bér manifeszticié’ 16 (5.9%) 46 (9.8%) 62 (8.4%)
PScC! 3 (1.1%) 18 (3.8%) 21 (2.8%)
Steroid hasznalat/refrakteritas’ | 218 (79.8%) / 375 (80.3%)/ | 593(80.1%) /
29 (13.3%) 41 (10.9%) 70 (11.8%)
Azathioprin (Imuran) hasznalat’ | 132 (48.4%) 247(52.9%) 379 (51.2%)
Sebészeti beavatkozas/ 111 (40.7%)/ | 184 (39.4%)/ | 295(39.9%)/

tobbszori' 30 (10.9%) 65 (13.9%) 95 (12.8%)
Valaszkészség infliximab-ra:
-remisszié 8 9 17
-részleges 8 18 26
-hatastalan 9 25 34
Dohanyzas' soha 172 293 465
igen 81 148 228
korabban 20 26 47

'n (%), *atlag + standard deviacio (SD)
Lokalizacid: L1: terminalis ileum, L2: colon, L3: ileocolon, L4

manifesztacio

Viselkedés (Behavior): B1: nem stricturalo, nem penetralo, B2: strictualo, B3: penetralod

PSC: primér sclerotizalo cholangitis,
p=0.07 a szemészeti manifesztaciora

p=0.08 a PSC elofordulasara

Nem talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést.

: felso tapcsatornai
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17. tablazat. Colitis ulcerosa miatt kezelt betegek (n=250) klinikai paraméterei
a kiilonb6z6 manndz kotd fehérje (MBL) szintek szerint

MBL deficiencia MBL normal Total
(<500ng/ml) szint
(>500ng/ml)
n=105 n=145 n =250
Ffi/né 48/57 66/79 114/136
Eletkor (év)* 429+ 143 428+ 145 429+ 14.4
Eletkor a dg felallitasakor 31.6+12.9 32.1+13.2 31.9+131
(év)*
Idétartam (év)* 11.1+85 11.2+98 11.2+9.2
Csaladi IBD* 7 (6.6%) 7 (4.8%) 14 (5.6%)
Lokalizacio (n)
o 11 16 27
Proctitis 65 84 149
Baloldali 29 45 74
Extenziv
Gyakori relapszus’ 27 (25.7%) 41 (28.3%) 68 (27.2%)
Arthritis’ 25 (23.8%) 43 (29.6) 68 (27.2%)
Szemészeti 5 (4.8%) 4 (2.8%) 9 (3.6%)
manifesztaciok’
Bér manifesztaciok’ 10 (9.5%) 8 (5.5%) 18 (7.2%)
PSC! 3 (2.9%) 4 (2.8%) 7 (2.8%)
Steroid hasznalat/ 59 (56.2%) / 87 (60.0%)/ 146(58.4%) /
refrakteritas’ 11 (18.6%) 14 (16.1%) 25 (17.1%)
Azathioprin hasznslat' 29 (27.6%) 42 (28.9%) 71 (30.0%)
Colectomia’ 7 (6.6%) 13 (8.9%) 20 (8.0%)
Dohényzas®
soha 89 117 206
igen 11 19 30
korabban 5 9 14

n (%), * atlag + standard deviacio (SD)
PSC: primér sclerotizalo cholangitis
Nem talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést
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Tapcsatornai vérzések korszeri ellatasa

A tapcsatornai vérzés a gasztroenterologia egyik legfontosabb tiinetcsoportja,
amit mindig rendkiviil komolyan kell venni. Eszlelése soran haladéktalanul
torekedni kell a vérzés okdnak, helyének, mértékének megallapitasara, ezt koveti
a vérzés megszintetése, majd pedig az Ujravérzés megelozése, lehetdleg a
hattérben allé korkép egyidejii kezelésével (208). A tapcsatornaban fellépd
vérzés az alig észrevehetd, kronikus vérezgetéstél az éEletet kozvetlentil
veszélyeztetd, hemodinamikai megingast okoz6 sulyos vérzésig terjedhet, és
annak ellenére, hogy az elmult évtizedek mind a diagnosztikaban, mind pedig az
ellatas teriiletén jelentds fejlodést, elérelépést hoztak, még mindig viszonylag
magas halalozassal jar. Attol fliggden, hogy honnan szarmazik €s idoben milyen
lefolyasu, a vérzéseket az alabbi médon csoportosithatjuk (31. abra): akut felso,
akut also, kronikus fels6 és kronikus alsd vérzések. Természetesen az akut és
kronikus  formak kozotti hatirok nem mindig €lesek, egyes vérzésformak
egymasba  atmehetnek. A  vérzés  hatterében  allo  legfontosabb
patomechanizmusok a kovetkezok (32. abra): érfalsériilés, a keringés
megvaltozasa, az alvadasi viszonyok megvaltozasa. Ezek a komponensek
gyakran kombinalddnak, hiszen példaul a nyeldcsdvisszer-vérzés hatterében
portalis hypertensio, megnyult alvadasi ido és érfalsériilés egyidejiileg allhat. A
tapcsatornai vérzések okanak tisztazasa soran két alapvet6 feladatunk van: minél
részletesebb anamnézisfelvétel és alapos fizikalis vizsgalat; ehhez tarsulnak a
siirgdsséggel megszerezhetd laboratoériumi adatok. Ezek az informaciok
segitenek az ellatasi feladatok meghatarozasaban. A korjoslat felallitasara tobb
score-rendszert dolgoztak ki annak eldontése érdekében, hogy a beteg ellatasa
hol torténjen, illetve varhaté-e olyan sulyosabb korlefolyas, amely
szovodményekhez vezethet, sebészi beavatkozast indokol, esetleg fatalis
kimenettel fenyeget. Az akut tapcsatornai vérzések eléfordulasa évente 100 000
lakosra vonatkoztatva vilagszerte 100 és 250 eset kozott valtozik (209),
hazankban az elmult két évtizedben végzett klinikai feldolgozasok sordn ez a
szam nagyjabol 150-nek adddott (56). Akut vérzésrél akkor beszéliink, ha a
vérzés harom napon beliil jelentkezett, klinikailag nyilvanvald a vérzés ténye €s
tapcsatornai  eredete, a vérvesztés esetenként a beteg hemodinamikai
egyensulyat is megingathatja. Kronikus a vérzés, ha feltehetéen régebb ota
fennall, rendszerint inkdbb okkult forméaban, és a beteg mérsékelt vagy
sulyosabb, de kronikusnak tekinthetd vérszegénységét okozta. Az akut vérzés
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harom f6 formaja: haematemesis (vérhanyas), ami lehet friss vért tartalmazo
vagy pedig emésztett vért, tehat savhematint tartalmazo hanyadék; melaena az
emésztett vér megjelenése a székletben, ehhez legalabb 1-2 dl vérnek kell a
duodenumba, jejunumba Kkeriilnie; haematochesia (vérszékelés) friss vér
megjelenése a székeléskor, ami logikusan altalaban — de nem kizarolag — a bal
colonfélbdl szarmazik. A beteg anamnézisének felvétele soran az aldbbi
szempontok tisztazasa a legfontosabb:

1. Tortént-e korabban valamilyen hasi miitét? Volt-e mar korabban tapcsatornai
vérzése? Volt-e kordbban fekélybetegsége? Ismert-e kronikus majbetegség,
vesebetegség, kronikus sulyosabb szivbetegség, hematologiai  korkép,
vérzékenység? Van-e beiiltetett miibillenty(i vagy coronaria stent?

2. Milyen gyogyszereket szed rendszeresen? Szed-e valamilyen véralvadast
befolyasolo készitményt, iziileti bantalmak kezelésére szolgalo gyogyszert?

3. Fogyaszt-e rendszeresen alkoholt?

4. Miota allnak fent az aktualis panaszok (ezek jellege, kezdete, a szeklet
milyensége stb.)?

A tapcsatornai vérzések tiinettandhoz tartoznak az akut és kronikus vérvesztéssel
Osszefiiggd panaszok, igy gyengeség, sapadtsag, légszomj, a testhelyzet
orthostaticus valtoztatasakor fokozodo tachycardia, tachypnoe, alacsonyabb
vérnyomas, hlvosebb végtagok, szajszaradas, sulyosabb esetekben a
szervataramlasi zavarokbol kovetkezden csokkend vizeletmennyis€g, anginas
panaszok fellépése, szédiilés, lataszavar, acidosis, zavartsag, encephalopathias
tiinetek, tovabba icterus, ascites, hasi rezisztencia, foetor stb.

példiaul: varisrupiura
——— — 32, abra
/ \ / A vérzések
Y \ hatterében allo
/ A - . fbb
| arsérillés [\ Keringés | pathogenetikai
\ A megviltozisa i mechanizmusok

— S -
I hagmosiasis |

| megviltozdsa /
i

pilddul: felosly \ / péEldiul: majcirrhosis

- _—
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31. abra A gyakoribb tapcsatornai vérzésforrasok didaktikus felosztasa

felsd
&
nyeldcsdvarix=-ruptura hemia diaphragmatica
Mallory_Weisz=szindrdma GERD
Dieulafoy-ulcus NSAlD=gastropathia
uleus ventricull Forrest |-l portalis gastropathia
ulcus duodeni Forrest 1-1 parggdinnyegyomor
akut haemorrhagids gastritis eroziv gastritis
nagyméeretd exulceralt tumorok kisebb tumorok, polipok
nyeldcsistent okozta arrodacio angiodysplasidk
antikoagulans talkezelés eroziv duodenitis
akut = » krdnikus
akut diverticularis vérzés kronikus diverticulitis
akut nodusvérzés jaindulatd tumorok
akut colitises relapsus krdnikusan aktiv IBD
akut infektiv colitisek angioclysplasiak
idysenteria, salmonellosis sth.) krénikus ischaemias calitis
exulcerilt nagyobb malignomik malignus folyvamatok
andlis fissurdk, rectumfekélyek hematoldgiai ckok
Meckel-cdiverticulum-vérzs w’rkcJn'g.rt1+’:|—lc':r'fc:gla|é.link
w
alsd

A legsulyosabb klinikai képpel jar6 fels6 tapcsatornai vérzések két legfontosabb
csoportositasi formdja a nyel6csovisszér-vérzes, valamint a nem varixeredetli —
zomében peptikus eredetii - felsé tapcsatornai vérzések kategoridja. Az elmult
évek soran tobb olyan konszenzus taldlkozora keriilt sor, amely ezzel a két
korformaval foglalkozott. A leghiresebb koziiliik az olaszorszagi Bavenoban
otévente megtartott, portalis hypertensioval foglalkozo tanacskozas, amelybdl az
otodikre 2010 majusaban keriilt sor. A tovabbiakban a masik {6, az iigynevezett
nem varixeredetli fels6 tdpcsatornai vérzésekkel kapcsolatos aktudlis
iranyelveket ismertetjiik. 2002-ben a brit gasztroenterologiai tarsasadg adott ki
iranyelveket (210), egy évvel késobb pedig Barkun, Bardou és Hunt vezetésével
az International Consensus Upper Gl Bleeding Conference Group ismertette
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a,.kanadai konszenzus” elnevezéssel Osszedllitott irdnyelveket a nem
varixeredetli felsd tadpcsatornai vérzések korszerli ellatasaval kapcsolatban az
Annals of Internal Medicine-ben (211). Az azota eltelt évek eredményeinek
Osszegzésére 15 orszag 34 tudosanak részvételével 2008 oktdberében Bécsben
keriilt sor, ami ,,International Consensus Recommendations on the Management
of Patients with Nonvariceal Upper Gastrointestinal Bleeding” cimmel 2010
elején latott napvilagot szintén az Annals of Internal Medicine-ben (212). Az
ajanlasok ot csoportban keriiltek megfogalmazasra:

A. Stabilizacio, kockazatkiértékelés és endoszkopia eldtti  teenddk:

itt a leglényegesebb megallapitasok az aldbbiak voltak

- dontd az allapot korrekt felmérése (lasd Rockall score, Blatchford
score etc. alkalmazésa), azonnal meg kell kezdeni a resuscitaciot

- nasogastrikus szonda Ovatosan alkalmazhatdé, amennyiben nem
varixverzest valoszinilisitiink

- transzfizié adasa 70 g/l alatt mindenképpen kotelezd, célszerli a
koagulacios eltérések korrigalasa is, lehetdség szerint INR < 2,5,
azonban ez lehetdség szerint ne késleltesse az endoscopiat

- az endoscopia eldtt alkalmazott PPI valoszinilileg csokkenti a laesio
mértékét, ezért hasznos, de a mortalitdst nem csokkentette

- a korai elbocsatas feltétele a haemodinamikai stabilitds, a fehér
fekelyalap, a tarsbetegségek hianya és a korhaz gyors elérhetdsége

B. Endoszkdpos ellatassal kapcsolatos ajanlasok:
- biztositani kell a multidisciplinaris ellatast, a tapasztalt endoscopos
szakembert és az asszisztenciat, lehet6ség szerint 24 6ran beliill minden

veérzot meg kell nézni

- 12 O6rén beliil kell elvégezni a tiikrozést, ha haemodinamikailag

instabil, friss vért hany, Hb<80 g/L és fvs>12G/1

- tapado alvadéknal célzott lemosas ajanlott, de nem agressziv
mechanikus eltdvolitas

- intenziv PPI kezelés célszerii a fekélyvérzéseknél, ami infuzids pumpat
jelent, aktiv vérzés esetén endoscopos vérzéscsillapitas torténjen,
lehetdség szerint kombinalt formdban (injekcios infiltracio + clip etc.)

- a korabbi ajanlasoktdl eltérden az un. ,,second look endoscopia”
csak aktiv Gjravérzeés esetén indokolt
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C. Gyogyszeres ellatassal kapcsolatos fontosabb megallapitasok:

- H2 receptor antagonista alkalmazasa fekélyvérzésben nem ajanlott

- a PPI kezelés, ahogy mar jeleztiik infuzids pumpaban térténjen

- pozitivitas esetén a H. pylori eradikdcié mindenképpen ajanlott

- somatostatin kezelés fekélyvérzésben nem ajanlott

- tartos PPI kezelés tervezésekor mérlegelni kell a Clostridium difficile
fertdzés, az iddskori osteoporosis €s a nosocomialis pneumonia
veszélyét, bar egyeldre erds bizonyitékok még nincsenek

D. Egyéb — nem endoszkdpos és nem gyogyszeres — korhazi teendok:
- endoscopos vérzéscsillapitas esetén legalabb 72 6ras korhazi
megfigyelés indokolt
- az Ujraverzes kivédesére a H. pylori eradikacio hatékonyabb, mint az
elhtiz6do PPI kezeles, viszont az eradikacio eredményesseget
ellendrizni kell

- amennyiben az endoscopos vérzéscsillapitas nem eredményes,
sebészeti konzilium sziikséges, ill. alternativ megoldasként percutdn
szelektiv embolizaci6 is megkisérelhetd

E. Elbocsatas utan, acetilszalicilsav (ASA) és nem szteroid gyulladdsgétlok
alkalmazasaval kapcsolatos ajanlasok:
- korabbi fekélyvérzés utan a szelektiv COX2 gatlo + PPI kombinacid
alkalmazasa ajanlott a cardiovascularis rizikd mérlegelésével

- kisddzisu ASA visszaadasa mielébb indokolt, mert az abbahagyés
utan 7-30 nappal a cardiovascularis torténés kockazata
haromszorosara no

- az ASA ¢és PPI egyiitt kisebb kockézatot jelent, mint a clopidogrel
egyediil, amellyel kapcsolatban a CYP2C19 interakci6 kockazata

mérlegelendd

A tépcsatornai vérzdbetegek urgens endoscopos ellatasanak irdnyelvel a hazai
gyakorlatban a fentiektdl kissé eltéroek, hiszen orszagszerte vannak hosszu évek
ota jol miikodé endoscopos készenléti szolgdlatok, szamos helyen endoscopos
asszisztens behivasara is van mod, ennek megfelelden a sajat gyakorlatunkban
az endoscopia 12 oran beliil gyakorlatilag mindig megvalosul:
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18. tablazat Az urgens endoscopia indikacioi

L a keringés megingdsat okozo folyamatos vérzés

- latvanyos haematemesis, vagy ismétlédé melaena
- 24 ora alatt >20 g/l Hb csokkenés
- haemodinamikai instabilitas: tachycardia, tensioesés

1. ismert, komolyabb kockdzatot jelentds tarsbetegségek

- majcirrhosis
- vérzékenységet okozo gyogyszeres anamnesis (ASA, kumarin,
NSAID)

I1l.  megeldzd endoscopos beavatkozds

- endoscopos polypectomia
- endoscopos papillotomia
- endoscopos ligatiara

19. tablazat Ugyeleti teendék urgens endoscopia elétt

Indikacio rlfefmgets cs
mérlegelése[ | NASMOSLASIS
stabilizalasa

A
T N

Pl.: lavag A7 Pl.. FFP

erythromycin - volumen-

infuzié endoscopia potlas

etc. technikai etc.
elokeszitése

\_ ,/
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20. tablazat Az endoscopos vérzéscsillapitas mai lehetéségei

Injekcios infiltralas (1:10000 higitasu tonogén)
injekcios sclerotherapia (polydocanol fél-1 %)
elektrokoagulacio (termikus vérzécsillapitas)
HPU (heat probe unit) teflon végii szonda
koagulacios biopsias csip6
tiipapillotom kogulacios arammal
argon plazma koagulaci6 (non-kontakt)

mechanikus vérzéscsillapitas: clip, OVESCO etc.

endoscopos ligatira (gumigyri, mini-loop)
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33. abra A fekélyvérzések ellatasanak korszeri menetrendje

Vidrzd beteg érkezdskor

Stabilizacio

(monitorozds, vénahiztositds,
volumenpdtlas, szikség
esetén transziag, FRP)
Controloc+Cerucal infazio
incdulhat

Anamnézis,

fizikdlis vizsgdlat (RR, RDV},
sirgds [aborleletek (vérkép,
haemostasis, ionok, urea,
CRP sth.),

kockizathecslés

A8=7 2 Gras PPl=infdzid

(& mg'h), majd hirom=négy
hétig per os.

Magas CRP, varixvérzésgyant
esetén antibiotikum is indokolt
(példaul rv. Rocephin,
narfloxacin),
Szivddménymentes esethen
fit=hat nap utdn emisszid

Endoszkdpia (sziiksép
esetén lavage),
virzisforrds azonositdsa,
Forrest-klasszifikacid,
sZiiksep esetén
vérzascsillapitas

(Forrest la, Ib, lla, lib):
lenogén, APC, HPLL klip

LItankivetés:

epy=két hét utdn vérkép-
kontroll, alkalmas iddben

H. pylori=diagnosztika (UBT)
é5 —oradikacid, majd
ellendrzés nyolc hét mdlva

Ujravérzés gyanija esetén
(hemoglobinesés sth.)
second look endoszkdpia,
viirziscsillapitds, szikség
esatén sebészeti konzilium,
oS

Cvomorfekély esetén

B=12 hét utdn endoszkdpos
ellendrzos (szilksép esetén
hisztoldgia)
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34.abra A nyeldcs varixvérzés korszeri ellatasi algoritmusa

Varixvérzés alapos
gyanuja S
7

/ \
¥ N[ .
: : ’Vbhnnenpoﬂasl
Korai vasoaktiv |

gyogyszeres kezelés antibiotikum

elinditasa: 1. terlipressin -
2, somatostatin

ENDOSCOPIA, megfelel6 ellatas
(sclerotherapia és/vagy ligatira)
Gyogyszeres kezelés folytatasa

5 nania

* EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESR

pf EEEEEEEEEER
dEEEEEEEEEER

tovabbvérzés/korai ujravérzés \ Ujabb endoscopos
% : kezelés mérlegelése, i
*, .~ Sengstaken szonda
T

.
. ™, tarsssessssssssssasssssasssss :

I tovabbveérzés /failure to control I (u rge.nS/
| korai)

i rEVIla??

: Maj tx
_ L] L] I
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35. abra A nyelocso varixok és a varixvérzés kezelési elvei

Portalis .
PIE-PIMAIY et B_bloCk0I6??

hypertensio, —— ]
prophylaxis

nincs! varix

|

Nem vérzé Elsédleges 1. B-blockolé
varixok —— prophylaxis — 2. Fn('jo.s’copos
igacié
l .Vasoactiv drugs,
Vérzés + endoscopos th.
Elsé varix — csillapitas _ + antibioticumok
vérzés megoldasa 2. TIPS, Surgery
l B-blockolo +
Visszatéré varix Secundaer ;
L —— . =  5-ISMN és/vagy
verzes prophylais Endoscopos lig.
36. abra Az alsé tapcsatornai vérzések ellatasi algoritmusa
[ Erkezéskor stlyos
. hematochesia
Kezdeti
allapotfelmérés,
stabilizacio

[ Nasogastrikus cs6 ]

| savhaematin

| Epés gyomornedv |

[ Urgens colonoscopia ]
Fels6

Nincs dg,

Vérzésforras
megvan, . . . sulyos helyzet
meg felelé ch’s v?rzesforras /
, vérzés megallt
kezelés
ﬂ Angiographia,
sebészet

[ Vékonybél vizsgalatok ]

tiikrozés,
megfelel6
ellatassal
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Beteganyag és modszer

A Debreceni Egyetem II. Belklinikdjan 1996 szeptemberében kezdte meg
miikodését a tapcsatornai vérzobeteg részleg (56), az un. ,,vérz6 szubintenziv”
osztaly, amelynek fokozatosan egyre nagyobb regionalis felvevOkore alakult ki.
Idében ez lényegében egybeesett a TIPS hazai bevezetésével, szintén a
Debreceni Egyetemen, és az ehhez sziikséges agy hatteret is mi biztositottuk.

21. 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| tiladagolas

Gl vérzés: nem volt ulcus/erosiobdl varixbol

tarsbetegségek: nincs komolyabb | rendszeres gyogyszer| tobb, stulyosabb
szedést igénylo

elsé endoscopos

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

nem vérz6 varix varix fibrindugoval aktiv varixvérzés

Az altalunk kidolgozott ¢és alkalmazott score rendszer hatékonyabbnak
bizonyult, mint az alapul szolgalé Rockall score (213), mert tobb tényezot
vettiink figyelembe — haemostasis paraméterek, endoscopos kép -  ¢€s
arnyaltabban végeztilk a besorolast. A 22. tdblazat adatai az els6 250 beteg
alapjan késziiltek és jol demonstraljak, hogy az enyhe kategoriaban nem fordult
eld sem haldlozas, sem pedig sebészeti beavatkozds, mig a kozépsulyos
kategoridban fordultak eld a sebészetre keriilt esetek.
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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 2/1
14 31 214
15 19 -/2
16 20 -/1
17 21 3/-
18 10 2/ -
19 23 7/-
20 7 1/-
21 2 2/ -

23. tablazat A beteganyag f6 szamai 1997 — 2011.

évszam esetszam betegszam férfiak

1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011

117
123
134
140
126
130
148
133
135
140
128
133
140
146
142

104
109
119
127
117
119
135
119
118
123
115
118
121
131
119

54
74
74
78
75
68
84
67
67
70
69
68
70
72
69

nék

50
35
45
49
42
51
51
52
51
53
46
50
51
59
50

exitus

10
12

15
10

11
11
15
21

14
10
13

sebészet
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37. abra A beteganyag és a mortalitas alakulasa az ido

fiiggvényében

90

80

70

60 -
50 -
40

férfiak

atlag - életkor

30

nék

20

Ftdd

atlag - életkor

10

1997
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38. abra A férfi és nobetegek szama és atlagéletkora

124
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25
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M exitus
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39. abra Az elhunyt betegek nemek szerinti megoszlasa

12

10

M sebészet

m férfi

mné

40. abra A sebészetre keriilt betegek nemek szerinti megoszlasa
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m gyomorfekély

B nyombélfekély
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42. abra Az antikoagulansok, anti

hasznalatanak alakulasa
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43. abra Varixvérzést koveto ujravérzések alakulasa
80

70

60

2000

2005

2010

M diabetes
B hypertensio

m epeké

44. abra Az altalunk tapasztalt leggyakoribb tarsbetegségek,

az alkoholos majbetegséget nem szamitva

127
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45. abra Az esetekre vonatkoztatott vérkészitmény felhasznalas alakulasa

Erdekes esetek és megfigyelések a tapcsatornai vérzések témakorében

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

A mgjcirrhosis egyik legrettegettebb szovodményeének tekinthetd nyeldcsod
varixverzes kivedésének egyik hatékony eszkéze a TIPS, amely a gyakorlatban
a majtranszplantacioig terjed6 idé vérzésmentességét hivatott biztositani (215).
Természetesen a hazai gyakorlatban nem keriilhet minden eldrehaladott
majcirrhosisban szenvedd beteg transzplantacios listdra, 1gy az esetek
tobbségében a TIPS tartosan szolgalja a beteg életben maradasat. A TIPS ismert
szovédményei kozé tartozik a hepatikus encephalopathia (216), illetve a shunt
elzarodasa és ezzel parhuzamosan az Ujravérzés esélyének megndvekedése
(217). Hazankban elséként 1995 tavaszan Kkeriilt sor TIPS behelyezésére,
Debrecenben, Péter Mozes professzor altal. A beavatkozasokhoz a klinikai
hatteret tilnyomorészt a II. Belklinika gasztro-osztalya biztositotta €s biztositja
ma is. A TIPS nyitvamaradasanak elérejelzése a kezdeti idékben, amikor még
nem alkalmaztak fedett stenteket, megoldatlan volt. Az irodalmi adatok a TIPS
utan altalaban a vérlemezkeszam mérsékelt emelkedésérdl szamoltak be (218),
ami logikus kovetkezménye is lehet a 1ép pangas csokkenésének, ugyanakkor
latvanyos emelkedés mar csak azért sem kovetkezik be, mert a beteg maj
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thrombopoetin termelése is csokkent mértékii. Magunk szorosan kovettilk a
nalunk gondozott TIPS betegeket, ennek sordn tobbek kozott a vérkép és a
haemostasis paraméterek ellendrzésére is sor keriilt, az adott tanulmanyban a
betegeket 18 honapig kovettiik (219). Elséként az adott betegnél a TIPS eldtti
portalis nyomasgradiens €s a vérlemezkeszam kozotti kapcsolatot vizsgaltuk, de
itt egyértelmii Osszefliggést nem talaltunk, tehat a portdlis nyomdasgradiens
mértékébdl nem lehetett a thrombocytopenia sulyossdgara kovetkeztetni. A
tovabbiakban viszont a vérlemezke szam alakulasat a TIPS behelyezés utan az
eltelt 1d6 fiiggvényében ellendriztiik. A betegeket a kiindulési thrombocytaszam
alapjan két csoportra osztottuk és az adatokat igy kovettiik, de szignifikéns
valtozéas az egyes csoportokon beliil nem volt. Ha viszont ugy képeztiink két
csoportot, hogy a TIPS behelyezés utdn a nyomasgradiens a kritikus 12 Hgmm
ala csokkent-e, vagy sem, akkor mar szignifikans kiilonbségek jelentek meg,
nevezetesen azon betegekben, ahol a portoszisztémas nyomasgradiens 12 Hgmm
alatt volt, azok atlagos vérlemezke szdma szignifikdnsan magasabbnak adodott
¢s az id6 eldrehaladasaval tovabbi javulats mutatott, atlagosan 21 G/l-el
emelkedett. A madsik csoportban, ahol a nyomasgradiens 12 Hgmm-nél
magasabb maradt, az els6 harom hoénapban volt némi javulds, azonban ezt
kovetden a thrombocytaszam a kiinduldsi szintre esett vissza, s6t esetenként
még ennél alacsonyabbra is. Az elsd csoportban az atlagos kiindulasi thrc szam
144 G/1 volt, szemben a masodik csoporttal, ahol 112 G/l maradt. A 18 honapos
kovetés soran a fehérvérsejt szam nem mutatott érdemi valtozast, a leukopenia
sem sziint meg. A kovetési id6 alatt a betegek 58 %-aban észleltiink egy év utan
shuntmiikodési zavart, kétharmaduknal (jabb varixvérzés is jelentkezett. Ezeket
a betegeket kiilon értékelve azt lattuk, hogy naluk a shunt beiiltetését kovetden 3
hénap alatt a thrombocytaszam atlagosan 34 G/l-lel csokkent, 137-r61 103 G/I-
re. A 6. honapig a vérlemezke szdm még valamelyest tovabb csokkent (85-92
G/1 tartomanyban volt), azonban innen mar nem valtozott. A jo shuntmiikodésii
betegek esetében 3 honap utdn a vérlemezkeszam szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult (atlagos emelkedés 32 G/1 volt), de a tovabbiakban mar nem valtozott.
Egyéb paraméterckkel — pl. haemostasis — ilyen Osszefiiggést nem talaltunk.
Megfigyelésiink szerint tehat a TIPS beiiltetés utan a thrombocytaszdm gondos
kovetése prognosztikus jelentdségiinek bizonyult a késébb shunt miikodési
zavar, color-Doppler vizsgalattal kimutathaté aramlascsokkenés, ill. elzarodas,
valamint a varix Ujravérzés elorejelzéseben.
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46. abra A thrombocytaszam alakulasa az id6 milasaval TIPS beiiltetés utan,
12 Hgmm alatti (n=14) és 12 Hgmm feletti (n=8) portalis
nyomasgradienssel rendelkezé betegesoportban (p=0,0226)

24. |tablazat: Shuntmikodés a thrombocytaszam figgvéenyé-

ben

Az atlagos - _
thrombocytaszam P
(GII +,S_D), | (ketmmtas

TIPS el(itt TIPS utan t~proba)
(46 het) 6 hénap)

Jo shuntmukodes 109 + 30 137 £ 42 0,011
(n=14)

Shuntm(kodési 137 + 63 103 + 34 0,024
zavar varix-

vérzéssel (n = 6)

130
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Massziv, életet veszélyeztetdo felsé tapcsatornai vérzés sikeres kezelése
recombinans aktiv FVII alkalmazasaval aorta-miibillentyiis betegben.

A vilagirodalomban  esetiink volt az elsd, akinél mibillentyli mellett
recombindns FVIla alkalmazésara kertilt sor. Egy 66 éves férfibetegrol volt szo,
akinél 1979-ben, 42 éves koraban kertilt sor elszor aorta pozicioba mubillentyli
beiiltetésére, infektiv endocarditis talajan kialakult sulyos billentylikarosodas
miatt. Thrombotikus torténések, illetve sulyos mechanikus haemolysis miatt 3-
szor cseré¢ltek ki a billentylit a kovetkezd 15 év alatt. 1996-ban kronikus
leukaemiat (B-CLL) diagnosztizaltak nala, 2001 decemberében pedig egy
masodik malignomat, tiidérakot is talaltak nala. Erre carboplatin-etoposid
kemotherapiat kapott, de a folyamat lassu progressziot mutatott és megjelent a
masik tiidoben is. A beteg természetesen hosszil ¢vek Ota coumarin kezelést is
kapott. 2002 februarjdban massziv haematemesis miatt keriilt klinikdnk
vérzdbeteg osztalyara, ahol felvételi hemoglobin értéke 30 g/l, a hematokrit 0,09
volt, ami nagyjabol 2,5 liternyi vér elvesztésének felelhetett meg, INR értéke 8,0
folott volt. Azonnal elkezdddott a transzfuzidk adésa, de a betegnél hamarosan
akut balkamra elégtelenség tiinetei léptek fol, i1gy friss fagyasztott plasma
adasara nem keriilthetett sor. Ezért 50 ug/KG rFVIla (NovoSeven) adasara
szantuk el magunkat bolus injekcidé formajdban. A prothrombin 1d6 gyorsan
csokkenni kezdett, 30 perc utan az INR mar csak 1,95 volt, ami biztonsagosnak
tekinthetd, mind a mibillentyli védelme, mind pedig a tapcsatornai vérzés
vonatkozasaban. Ettdl kezdve a beteg allapota gyorsan javult, igy 2 6ra utdn a
felsd panendoscopidra is sort keritettiink, ennek sordn a gyomorban diffizan
szamtalan erosiot talaltunk, de aktiv vérzés mar nem volt. A kovetkezd napon a
beteg 2x50 U/KG LMWH-t (nadroparine) kapott és ujbdl indult a standard
antikoagulans kezelés. Nem voltak DIC-re, vagy miibillentyli eltérésre, ill.
endocarditisre utald jelek. Esetiink felhivta a figyelmet arra, hogy a rFVIla
alkalmazasdnak lehetnek olyan potencidlis ,,off-label” indikacioi, amelyek
¢letmentdek lehetnek. A prothombin aktivitds elvesztése miatti sulyos vérzés
példaul ilyen lehet. Voltak esetek, amikor cirrhosisban, illetve coumarol
tuladagolasban keriilt sor a NovoSeven alkalmazasara, a hivatalos indikéci6, a
szerzett faktorhidnyos haemophilia mellett. A rFVIla kevésbé thrombogén, mint
példaul a régebbi prothrombin komplex koncentratumok voltak, mert csak
egyetlen aktivalt alvadéasi faktort tartalmaz és dontdéen az érsériilés helyén
felszabaduld szoveti faktorral 1€p kapcsolatba, illetve itt képes aktivalni a
vérlemezkéket is. Miutan a mibillentyiin nincs szdveti faktor, ill. phospholipid,
igy itt a NovoSeven nem tud 1X-es, vagy X-es faktort aktivalni. Elonyei kozé
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tartozik még a kis volumen, a gyors hatds és a relativ biztonsag thrombotikus
események kivaltasa tekintetében, ami a sajat, kétféle malignomaval rendelkezd
betegiinkben kiilondsen is fontos volt (220).

Recidivalo hiatus hernia okozta kronikus tapcsatornai vérzés megoldasa
specialis oesophago-gastro-jejuno-duodenalis anastomosis képzéssel.

Idds ndbetegiink esetében hiatus hernia mellett sulyosbod6 reflux oesophagitis
talajan kialakult, anaemiat okozo, kronikus tdpcsatornai vérzés miatt Nissen-
fundoplicatio tortént a debreceni Kenézy Korhaz sebészeti osztalyan. A beteg
mindossze 2 honapig volt ardnylag panaszmentes, majd refluxos panaszai
Kitjultak és 3 héttel késobb haematemesis miatt keriilt folvételre tapcsatornai
vérzdbeteg intenziv osztalyunkra. Az elvégzett panendoscopia soran massziv, a
nyeldcsd kozepéig felhuzodd erosiokat talaltunk és a fundoplicatio szokatlanul
magas elhelyezkedésére figyeltiink fol. Nyeletéses vizsgalat és mellkas rtg
igazolta, hogy a fundoplicatioval képzett mandzsetta gyakorlatilag a rekesz f61é
csuszott fol, aminek hatterében nyilvanvaléan egy brachyoesophagus allt.
Tekintettel arra, hogy az eredeti miitétet végzd intézmeény elzarkdzott egy Gjabb
miitéttdl, ill. nem latott erre lehetdséget, egy orszagos — a nyelécsdsebészetben
kimagaslo jartassagl - intézettel vettilk fol a kapcsolatot, ahol véallalkoztak a
probléma megoldasara. A miitét soran a megrovidiilt oesophagus distalis részét
reszekaltdk, a felhuzott, szintén reszekalt gyomorbdl csovet képeztek, majd
ennek distalis végéhez egy isoperisztaltikus jejunum-interpozitumot illesztettek,
majd ennek distalis végét csatlakoztattdk a duodenumhoz (47. abra). A
rendkiviili megoldas — amely az un. Merendino mitét (221)
tovabbfejlesztésének tekinthetd - teljes sikerrel jart, a beteg vérzése nem
1smétlédott, epés reflux nem jelentkezett és a tobbéves kovetés soran végzett
ismételt biopsiak Barrett metaplasia kialakuldsadt sem mutattdk. Ilyen tipust,
ujszerli miitétbdl az emlitett intézményben 1999 és 2002 kozott 11-et végeztek,
részben korai Barrett carcinoma, részben hegesedd peptikus nyeldcséfekélyek
miatt, olyan esetekben, ahol egyéb moddon a nyeldcsd potlasa nem volt
megoldhatd. Az utdvizsgalatok soran — atlagosan 68 hénapos kovetéssel — 9
betegben tortént endoscopia, szovettani ellendrzés, rtg vizsgalat (46. abra), 24
6ras pH monitorozas, amit k6zos kdzleményben jelentettiink meg (222). Az
ellendrzott 9 betegbdl — a sajat specidlis esetiinket is beleértve 8 betegben a
klinikai eredmény kivalo volt.
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A gastro-jejuno-duodenalis interpozitum kialakitasanak sematikus
rajza, a szaggatott vonal az A dbran a nyeldcs0, cardia €s antrum
reszekcio helyét jelzi. A felvitt gyomorcorpushoz halado
vérellatas (B rajz) a jejunélis interpozitum szintje el6tt halad.
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46. abra  Nyeletéses vizsgalat, a nyil az A abran az oesophago-gastrikus
anastomosist jelzi, a B dbran pedig a gastro-jejunalis és a jejuno-
duodenikus anastomosis helyét.
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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 felsd vérzések mintegy felét képezi és az elmult
két évtized latvanyos terapids és diagnosztikus fejlédése ellenére, még mindig 5-
10 % koriili mortalitds és 10-30 % kozotti wjravérzés jellemzd erre a
betegcsoportra. A hazai szakmai javaslatok tokéletes Osszhangban vannak a
nemzetkozi ajanlasokkal, ezek ismételten publikalasra is kertiltek (223, 208). A
gyakorlati tapasztalatok minél teljesebb megismerése ¢érdekében orszagos
kérdbives felmérést szerveztiink, ennek soran 2009 8szétél 2010 nyaraig 6
honapon keresztiil gyiijtottikk havonta az adatokat 62 endoscopos munkahelyr6l,
39 varosbol, ami a magyarorszagi endoscopos szervezeti egysegek 71 %-at
jelentette €s ez a magas részvételi arany nemzetkdzi viszonylatokban is a
legnagyobb hatékonysagtiak kozé sorolja a végzett vizsgalatot (224). A feltett
kérdések 5 csoportot képeztek, egyrészt voltak szervezeti és strukturalis
kérdések, tehat, hogy az ellatas gasztroenteroldgidn, vagy sebészeti
intézményben tortént, hany endoscopos szakember végez urgens endoscopiat az
adott munkahelyen, hany felsé tapcsatornai vérzést és ezen belill is kiilondsen
fekélyvérzeést latnak el havonta. Az el6z6 honap leleteinek akkuratus attekintése
utan adatokat gyujtottiink a vérzésforrasrol, a fekelyek Forrest szerinti
klasszifikaciojarol, az endoscopos kezelés mikéntjérdl — tonogénes infiltracio,
thermokoagulacio, clip, sz616, vagy kombinalt eljaras - , az alkalmazott savgatlo
kezelés formajardl — protonpumpa gatlo, vagy H2 receptor antagonista, bolus,
vagy infuzidés pumpa — €s végiil a betegek sorsarol, ugymint Gjravérzeés, sebészi
beavatkozas sziikségessége, vérzéssel Osszefiiggd mortalitas. Osszesen 3033
vérzd fekély ellatasi adatait dolgoztuk fol, a munkahelyeket az ellatott esetek
szama alapjan két csoportra osztottuk, a 39 alacsonyabb esetszamu munkahelyen
atlagosan 5,3 vérzd fekély ellatasara keriilt sor havonta, mig a 23 nagyobb
esetszami munkahelyen 12,9 fekélyvérzés tortént atlagosan. A 24 Oras
stirgdsségi endoscopos készenlét 54 munkahelyen volt biztositva, ami 90 %-ot
jelentett. Az 0sszes felsé akut tapcsatornai vérzo esetszam az adott idészakban
6473 eset volt, ezek 46,9%-at tették ki a fekélyvérzok, a mar jelzett 3033 eset. A
Forrest klasszifikacid szerint nem volt 1ényeges kiilonbség az alacsony és magas
esetszamu kozpontok kozott (49. abra), mint ahogy az Gjravérzés szempontjabol
nagyobb rizikdjunak tekintett (Forrest [a-1b-I1a) csoport aranyaban sem.
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49, dbra A Forrest klasszifikacio szazalékos el6fordulasa az alacsony (LCV)
¢s magas (HCV) esetszamu centrum kozott nem kiilonbozott 1ényegesen

Az endoscopos vérzéscsillapitdé eljards alkalmazasiban az emlitett nagyobb
rizik6ju csoportban mar volt bizonyos eltérés, a HCV centrumokban 85,4%-ban
kertilt sor aktiv vérzécsillapitasra, mig az LCV centrumokban csak 68,2%-ban.
Az alkalmazott modszerek koziil a higitott epinephrin injekcio fordult eld
leggyakrabban (864 esetben), ezt vagy onmagdban, vagy kombinacidban —
clippel, vagy thermocoagulatiéval — alkalmaztak, a kombinacio szignifikansan
gyakrabban tortént a HCV centrumokban (34% vs. 19% p<0,01). A fekélyvérzo
betegek ellatisa soran a betegek 83 %-aban keriilt sor savgatldo kezelés
alkalmazésara, ami 79,9%-ban, 2425 esetben parenteralis proton pumpa gatlo
kezelést jelentett, viszont ez csak 1303 esetben (53,7%) tortént i.v. bolust kovetd
8mg/6ra infuziés pumpa kezelés formajaban. A kockazatosabbnak tekinthetd
betegcsoportokban a korszerlibb kezelési format szignifikdnsan gyakrabban
alkalmaztak a HCV centrumokban (49,6% vs. 33,2% p< 0,01). Az Gjravérzési
adatok 6sszevethetdek voltak (10,1% vs 9,5%).
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25. tablazat A fontosabb adatok dsszehasonlitasa az alacsony (LCV) és magas (HCV) esetszami kézpontokban

Number of PUB cases

Mean number of PUB cases/endoscopists/month

Ttem

Endoscopic haemostatic treatment
In Forrest Ta, Ib, and ITa

In Forrest I1b

Endoscopic treatment modality in Forrest Ia, Tb, and ITa

Injection monotherapy

[Haemodlip or thermocoagulation monotherapy
E Lthermaocoag F

Combination

Acid-suppressant therapy after endoscopy with i.v. PPI

Overall
In patients with Forrest I-TT
With standard dosages
With bolus + continuous PPI
Rebleeding rate
Need tor surgery
Mortality
Overall

In Forrest Ta, Tb

HCV units {n = 23) LCV units {»n

P value

1789 1244 not applicable
3.2+ 1.1 2409 ns

% (1) % (n)
86 (613) 68 (327) 0.001
45 {154) 39 (97) 0.015
46 (285) 65 (311) 0,001
20(121) 16 (51) 0.002
34 (207) 19(61) 0.001
79(1413) 81 (1002) 0.490
28 (494) 48 (601) 0.001
50 (888) 33 (415) 0.001
10.1 (179) 9.5(118) 0.680
5.1(92) 6.4 (79) 0.181
2.7 (48) 4.3 (53) 0.023
6.8 (29) 7.6(21) 0.791

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 kiillonbség a Forrest l.a. tipust fekélyek esetében még
szembetlindbb 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
osszes, fekélyvérzéssel Osszefiiggd halalozas 3,3% volt (101 eset), viszont a
HCV centrumokban szignifikansan kevesebben haltak meg (48 f6=2,7% vs. 53
f6=4,3% p=0,023). A Forrest I stlyossagu fekélyvérzok esetén is valamivel
magasabb volt a mortalitds az LCV centrumokban (7,6% vs 6,8%), azonban ez
mar nem érte el a szignifikancia hatarat. A fontosabb adatok a 25. tdblazatban

olvashatok.
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V. DISZKUSSZIO

A gyulladasos bélbetegségek pathogenetikdjanak ujabb szemléletében egyre
fontosabb szerepet kapnak azok a felismerések, amelyek a mikrocirkulacio
koros eltéréseivel, esetenként thrombotikus torténésekkel kapcsolatosak. Az
endothelium expanzidja a gyulladasos bélben egy aktiv angiogenesis
kovetkezménye, amit gyulladdsos ndvekedési faktorok, cytokinek, chemokinek
befolydsolnak, ¢és ami az aktiv gyulladds fontos ismérve, illetve szoros
Osszefliggést mutat a folyamat stlyossagaval is. Az Gijonnan képz6do, gyulladt
erezet endotheliuma a kiilonb6zé gyulladdsos cytokinekre, ndvekedési
faktorokra adott reakcidiban, adhaesiés molekuldk expresszidjaban,
megvaltozott antikoagulans sajatsagaiban, barrier miikodésében eltér a normalis
capillarisok endothel-jétdl (225). A bél microvasculaturajanak egyedi €lettani és
molekularis jellemz6i segithetnek az IBD szamos specifikus vonatkozasanak
magyarazataban. A b¢l metabolismusanak, a szoveti perfuzidnak ¢&s az
adaptacios zavarhoz tarsulnak.

Haraldsen ¢és mtsai irtdk le el@szor, hogy a humdan intestinalis endothel
sejtek (HIMEC) jellemz6i sejttenyészetben eltérnek az egyéb eredetli endothel
sejtektl (226). Példaul a lipopolysaccharidok csak atmenetileg valtanak ki
adhaesiés molekula expressziot, szemben a koldokzsinor véna endothel
sejtekkel, ahol ez a hatas sokkal elhtiz6dobb, masrészt TNF-a stimuldciora is
eltér6 modon reagalnak, IL-1p, IL-3 és IL-6 termelés figyelhetd meg. Binion és
mtsai vizsgalatai utaltak el6szor arra, hogy a HIMEC konstitutiv és indukalhatd
NOS aktivitasanak megvaltozasa figyelhetd meg gyulladasos bélbetegségekben
¢és ennek az endothelialis dysfunctionak pathogenetikai szerepe lehet (227).

Az endothel eredeti NO csokkenti a fehérvérsejtek, thrombocytak
adhaesivitasat, elosegiti a vasodilataciot, 6sszekapcsolja a VEGF szignalizaciot
¢s az NO-dependens permeabilitast, dontéen a ciklikus GMP ¢és a phospholipase
C activitas fokozasa révén. Ugyanakkor az eNOS eredetli NO gyokfogokeént is
miikodik, amennyiben O2-t fog be, mikdzben azonban toxikus ONOO is
képzddhet. IBD-ben a csokkent eNOS aktivitas redukalja az EDRF dependens
vasodilataciot, egyidejlileg fokozodhat a karos szabadgyok képzodés is (228).
Az eNOS delécigja azzal fokozza a kisérletes IBD sulyossagat, hogy nem
érvényesiil az NO szupresszor hatdsa a cytokin indukalt ECAM expressziora €s
matrix metalloproteinaz aktivaciora (229). Egy friss dsszefoglald (224) is idézte
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azt a megallapitasunkat (230), miszerint Crohn betegek széruma redukalta,
viszont a colitis ulcerosas betegek széruma fokozta a HUVEC eNOS aktivitasat,
mikdzben mindkét fajta szérum novelte az INOS aktivitast. Egy masik
érdekfeszitd gondolatkér a haemostasis és az IBD kapcsolata, hiszen ez is
szorosan Osszefligg az endothel funkcidval, a keringéssel (231). A
thromboembolias szovodmények gyakorisagat IBD-ben 1-8% kozé teszik (232),
ami 3x-os riziko novekedést jelent, féleg a fiatalabb korosztalyban (233).
Magunk is kozoltiink a kozelmultban egy izgalmas esettanulmanyt,
amelyben egy 46 éves, 10 éve gondozott férfi Crohn betegiinkben jobb
felsdvégtagi akut artérids elzadrodas sikeres, katéterrel elvégzett thrombolysisérdl
szamoltunk be (234). Ugyanakkor vannak olyan adatok, amelyek nagy
betegkohorton igazoltak, hogy haemophilia, vagy Willebrand betegség mellett
az IBD el6fordulasa l1ényegesen ritkabb (235), mintha az 6roklott vérzékenység
védohatast lenne. Mindennek egyébkent akar ijabb therapias kovetkezményei is
lehetnek a kozeli jovoben, aktualisan indulo klinikai vizsgalatok nyoman.

Az EDRF-NO rendszer szerepe a kronikus gyulladasos bélbetegségekben
tehat a nagyszamua human szoveten végzett vizsgalat, valamint allatmodellen és
sejtvonalakon végzett kisérletek ellenére sem tekinthetd meég teljesen
tisztazottnak. Egymasnak ellentmondd eredmények sziilettek a NO és a NOS
izoformak megjelenésérdl ¢és aktivitasardl colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben. Nem vitathatd6 azonban, hogy az NO fontos mediatora a szdveti
gyulladasnak és szerepe a termelddés helyétdl, a NO-t termeld sejtek tipusatol,
az oxigén szabadgyokok koncentraciojatol fiiggden valtozik, valamint a
gyulladas fennallasi idejének és sulyossaganak fiiggvényeben is eltérd lehet.
Colitis ulcerosaban inkabb a rendszer fokozott aktivitasat észlelték, mig Crohn
betegségben magas ¢és alacsony NO szinteket egyarant mértek. Crohn
betegségben ismert a nyalkahéartya microvascularis rendszerének strukturalis
megvaltozasa ¢€és valoszinlileg ezzel kapcsolatos a vasodilatator kapacitas
mitkodési zavara is. Az NO szintje valamint a NOS expresszidja jelezhetik a
gyulladasos aktivitast és logikus annak feltételezése, hogy Osszefiiggés van a
NOS aktivitds megvaltozasa, valamint az észlelt morfologiai eltérések kozott.
Vizsgalataink soran az iNOS és eNOS expresszidjat és lokalizaciojat vizsgaltuk
colitis ulcerosas ¢és Crohn betegek vastagbél nydlkahartya endoszkopos
biopszidiban. A gyulladis altal érintett €s megkimélt teriiletekbdl aktiv és
inaktiv klinikai allapotban nyert biopszids anyagok szisztémas hisztologiai és
immunhisztologiai vizsgalatat végeztilk (236). Az els6é, kozvetleniil klinikai
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jellegi vizsgalatokat kovetden, a munka masodik részében Ilaboratoriumi
kiegészitd vizsgalatokra keriilt sor. Aktiv colitis ulcerosas és Crohn betegek
szérumdnak hatéasat vizsgaltuk HUVEC tenyészetekben. Az eNOS ¢és iNOS
expressziojanak és lokalizacidjanak kimutatasara konfluens és semi-konfluens
HUVEC tenyészetekben keriilt sor. Szintén kovettik a sejtek viabilitasi
mutatoéinak, az apoptotikus és nekrotikus aktivitadsnak valamint a proliferacionak
a valtozasait a NOS izoformdk expresszidjanak fiiggvényében gyulladasos és
kontroll szérumokkal tortént kezelés soran. A NO szerepének tisztdzdsa
segitheti a gyulladasos bélbetegségek pathogenezisének részletes feltarasat, és
ezaltal a jovében diagnosztikus és akar terapias haszna is lehet.

Aktiv  colitis ulcerosa gyulladt teriiletein jelentés mennyiségl,
hisztokémiailag NADPH-diaforaz reakciot add sejtet észleltiink. A NADPH-
diaforaz pozitiv sejtek foként a Lieberkithn kriptdk mélyén és falai mentén
helyezkedtek el. Parhuzamos metszeteken iINOS ellenes antitestekkel végzett
vizsgalatok azt mutattak, hogy az iNOS immunreaktiv sejtek és a NADPH-
diaforaz pozitiv sejtek eloszlasa és morfologiai jellemz6i azonosak voltak. A
colitis ulcerosds mintdkkal ellentétben Crohn-os mintdkban szembetiinden
kevesebb volt a NADPH-diaforaz pozitiv és az iNOS immunreaktiv sejtek
eléforduldsa. Kettds jelolésti immunhisztokémiai vizsgdlatok sordn gyulladt
IBD-s nyalkahartya iNOS-IR gyulladasos sejtjeinek CD68 ¢és CD15 felszini
membran antigén pozitivitasa a macrophagokat (CD68-IR sejtek) valamint a
neutrophil granulocytdkat azonositotta. Colitis ulcerosas nyalkahartydban a
CD15-1R sejtek talnyomd tobbsége iNOS-IR volt. Crohn betegségben a
dominans gyulladasos sejttipus a macrophag volt, ugyanakkor a CD68-IR sejtek
kisebb hanyada mutatott iNOS immunreaktivitést.

Szamitogépes képanalizissel végzett mennyiségi vizsgalat szignifikansan
tobb iNOS-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, 19+8 sejt/mm?).

A CD15-IR sejtek szama messze meghaladta a CD68 pozitiv sejtek
szdmat 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 fest6do sejtszamnak). A colitis ulcerosas, de
nem gyulladt teriileteken az i1NOS pozitiv sejtek ardnya szignifikansan
alacsonyabb volt, 9.6% a CD15-IR sejtek kozott és 11.8% a CD68-IR sejtek
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kozott. Az 6sszes CD15 és CD68 festodést mutatd sejten beliil, csak az iINOS
pozitiv neutrophilek (CD15-IR sejtek) aranya mutatott szignifikans kiilonbséget
a gyulladt és nem gyulladt teriiletek kozott (UC, 8+3%, UC; 85+10%).

Aktiv Crohn-os gyulladasos teriileteken jellemz6bb volt a CD68-IR sejtek
jelenléte (90%), szemben CD15-IR sejtekkel (10.0%). A sejtek alacsony
hanyada mutatott iNOS immunreaktivitast, a CD15-IR sejtek esetében 14.3%, a
CD68-1R sejtek kozott pedig csak 4.4%. A makroszkdposan ép terilileteken
(CDy) az iINOS immunreaktiv sejtek aranya a CDI15-IR sejtek kozott nem
valtozott jelentdsen (16.7%), mig a CD68-IR sejtek kozott 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,
2318%).

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

Az IBD-s betegek colonoscopos biopszias 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 anyagdban nem jelentkezett
szignifikans intenzitasbeli kiilonbség az érintett és ép teriiletek kozott, valamint
a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Az immunblott denzitometrids
szemikvantitativ vizsgéalata bizonyitotta az iNOS szignifikdns mennyiségi
kiilonbségeit a colitis ulcerosas €s a Crohn-os biopsziak kozott.

Szintén jelentdsen kiilonbozott az érstrukturak NADPH-diafordz festddése
Is a colitis ulcerosas és Crohn-os mintakban. Colitis ulcerosaban altalaban tag
érkeépleteket talaltunk, melyek endotheliuma intenziv NADPH-diaforaz
reaktivitast mutatott. Ezzel szemben Crohn betegekbdl szarmazé mintakon
relative sok, kis atmér6ji ér volt kimutathato, melyek endotheliuma
gyakorlatilag nem mutatott NADPH-diaforaz pozitivitast. Az erek fala a lamina
propria teriiletén megvastagodott ¢s Ilumeniik sziikebb volt. A kontroll
csoportbol szarmazo mintdkban a kapillarisok NADPH-diaforaz reaktivitasa
mérsékelt volt. Hasonld mintazatot taldltunk a nem gyulladt colitises és Crohn-
0S anyagban is.
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Colitis ulcerosas metszetek lamina propridgjaban 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 immunreaktivitisa minden vizsgalt
csoportban megfigyelhetd volt.

A colon biopszias mintdk vascularis statuszanak elemzésére a PECAM-1
(CD31) endothel markert hasznaltuk. A CD31 és az eNOS immunreaktivitas
kozotti mindségi  kiilonbségeket megerdsitette a szamitdgépes képanalizis
mennyiségi vizsgalat is. A colitis ulcerosas mintakban 1746 ér/mm?, Crohn-os
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 szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult (8.3%).

A HUVEC lizatum Western-blott vizsgalata a human eNOS-nak
megfeleld molekulatdmegii 160 kDa IR csikot mutatott ki. Otven szizalék
normal human szérumot tartalmaz6é médiummal kezelt HUVEC sejtkultiraban
az eNOS mennyisége nem valtozott szignifikansan a 48 oras vizsgalati 1d6 alatt.
Az 50% colitis ulcerosas szérumot tartalmazd sejttenyésztd folyadékban az
eNOS szint 8 o6ra utan kezdett emelkedni és 12 oranal érte el a csticsértéket. A
tizenkettedik oraban az eNOS szint dupldja volt a masodik dérdban mért normal
szinthez képest. Tizenkét 6ran tl 50% colitis ulcerosas szérumot tartalmazo
médiumban tortént inkubacio soran az eNOS szintje csokkent és a kontroll
szintjét 48 oranal érte el. Otven szazaléknyi Crohn-os szérumot tartalmazd
sejttenyésztd folyadékban tortént inkubdlds 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 ndvekedni kezdett és 48 oranal
a kontrollal kozel megegyez6 szintet detektaltunk.

Az eNOS immunfluoreszcens vizsgalata HUVEC-ben az enzimet foleg a
teriileteken 1is. A normal humdn szérum nem befolyasolta az eNOS
immunreaktivitas intenzitasat és eloszlasat. Colitis ulcerosas szérummal tortént
12 oras kezelést kovetden az eNOS immunreaktiv teriilet kiszélesedése és az
immunfluoreszcens aktivitas élénkiilése volt észlelhetd. Crohn-os szérummal
tortént kezelés negyedik orajatdl az eNOS immunreaktivitas a sejtek kozponti
részére koncentralodott €s az immunfluoreszcens aktivitds csokkent. Nem
talaltunk kiilonbséget a normal, a colitis ulcerosas €s Crohn-os szérum kozott a
HUVEC eNOS immunfluoreszcens aktivitasaban 48 6ra utan.
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A HUVEC lizatum Western blott vizsgalata enyhe INOS-IR savot
mutatott 130 kDa-nal, amely megfelel a human iNOS molekulatomegének. Az
enyhe iNOS expresszid HUVEC tenyészetben 50%-nyi normal human szérumot
tartalmaz6 médiumban tortént 48 6ras inkubacid alatt nem mutatott szignifikans
véltozast. Otven szazalékos colitis ulcerosas szérummal tortént inkubalds soran
az iINOS 4 ora utan kezdett emelkedni, a legmagasabb értéket 8 oranal érte el,
majd fokozatosan csokkent és 48 oOra utan a normal értékhez kozelitett. A
HUVEC 50% Crohn-os szérumot tartalmazé mediummal tortént inkubacidja
soran az iNOS szintje 2 6ra utan kezdett néni €és 8 6rdndl érte el a maximumat.
Fokozatosan csokkent 12 6ratol és a 24-48 oras 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 periodusban volt a
legkifejezettebb. Mind a colitis ulcerosds, mind a Crohn-os szérum
szignifikdnsan fokozta az INOS immunfluoreszcenciat a 4-12 6ras periodusban.
A kezelést kovetd elsé négy oOra alatt valamint a 12 6ra utani mintakban az iNOS
nem volt kimutathat6 a sejttenyészetben.

A vizsgalatok kezdetén a Ki-67 immunfestés szerint a HUVEC 10-50 %-a
a sejtosztodas valamelyik allapotdban volt, a sejtkultira 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 tartalmazd médiumban tortént kezelés
mellett. Ezzel szemben, 50%-0s Crohn-os szérum hatasara a proliferald sejtek
szignifikdns emelkedését lehetett észlelni 20 o6ra utan. A HUVEC magok 50-
65%-a Ki-67 immunfluoreszcenciat mutatott CD szérummal tortént 24-48 oOras
kezelés alatt. Hasonld mértékii valtozast észleltink 10 M L-NAME 50%-0s
normal szérumot tartalmazé6 HUVEC tenyészethez torténd hozzaadasaval; a
proliferacios aktivitas szignifikansan 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, tigynevezett nuklearis fluoreszcens jelet adva
mutatta a nekrotikus sejteket. Mindkét festés észlelheté a késéi apoptotikus
sejteken, egyarant jelolve a sejtek membranjat és magjat. A 48 oras vizsgalati
1d6 alatt 50% normal szérummal tortént inkubécid sordn az apoptotikus sejtek
aranya alacsony maradt (1-3%). Folyamatos, de nem szignifikans novekedés
volt észlelhetd az apoptotikus sejtek szamaban 50%-nyi Crohn-os szérummal
tortént inkubacid soran. Colitis ulcerosds szérum mellett az apoptotikus index
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nem mutatott jelentds kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva. Mind a normal,
mind a Crohn-os szérummal kezelt HUVEC tenyészetben enyhén emelkedett a
nekrotikus sejtek szadma, de a nekrotikus index nem valtozott szignifikansan. A
falloidin-FITC-el megjelenitett aktin filamentumok azonos intenzitassal
festodtek, jelezve a sejtek szerkezeti stabilitasat, fliggetleniil az inkubal6 oldattol
vagy az inkubacid idejétol.

A gyulladasos bélbetegek szérumanak hatasait a HUVEC sejtkulturak
szerkezetére ¢és alakjara 20-30% konfluencia szint mellett vizsgéaltuk. Az eNOS
immunfluorescens sejtek részben szigetekben helyezkedtek el, poligonalis
alakzatot véve fel egymashoz kapcsolodva. A sejtek tObbségén megnyult,
allabszeri nyulvanyok lathatok. Otven szazalékos normal és 50%-0s colitis
ulcerosas szérum jelenlétében a sejtek formdja és eloszlasa nem valtozott
szembetinden a 48 oras vizsgalati periddus alatt. Ezzel szemben az azonos
kétdimenzios retikularis halozatot alkottak. A sejtkultirdban megjelend
szerkezeti valtozasok, a szoveti vascularizacios jelenségek korai elvaltozasaira
emlékeztettek.

Infliximab-al kezelt aktiv Crohn betegek szérumaval inkubalt HUVEC
tenyészetben az eNOS protein expresszio 100%-ig korrigalhatd volt a korabbi
aktiv Crohn szérum okozta 40-70%-0s szignifikans csokkenéshez képest. Az
infliximab (15 ng/mL) hozzaadasa hasonlé eNOS protein expresszid novekedést
valtott ki HUVEC tenyészetben in vitro 24 o6ras aktiv Crohn szérummal tortént
elékezelés utan. Az eNOS szintje két ora alatt normalizalodott és 48 oran at
stabil maradt. Normal szérummal tortént inkubalast kovetéen az infliximab
kezelés (15ng/ml) mar nem okozott szignifikdns 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 gy(ijtottiink. Az
ilyen szérumot tartalmazé mediumban torténd inkubacio esetén az eNOS szint
normalizalodasat lehetett regisztralni 24 ora utan. Ugyanakkor infliximab
kezelésre refrakter betegbdl nyert szérum nem mddositotta az eNOS szintet!

Az eNOS mRNA RT Q-PCR-ral meghatarozott expresszioja HUVEC-n 50%-
nyi egészséges kontroll szérum mellett a 48 o6rds inkubacié alatt alacsony
maradt. 50%-nyi Crohn-os szérum nem befolyasolta az eNOS mRNA szintet 12
oran at, ezt kovetden azonban jelentés eNOS mRNA szint novekedés
jelentkezett, 48 6ranal érve el a csucsot 11-szeres emelkedéssel a kontrollhoz
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képest. Infliximabbal elékezelt Crohn-0s szérumot tartalmazo sejttenyésztd
médium kettds csucsi eNOS mMRNA upregulatio-t eredményezett 2 és 24
oranal, ahol a mRNA expresszid szintje a kontroll szintjét igen jelentésen, 12x
illetve 6-szorosan haladta meg. Crohn-os szérummal torténd 24 6ras inkubacid
¢és ezt koveto 15 ng/ml infliximab hozzaadas utan az eNOS mRNA szint hasonlo
volt, mint Crohn-os szérummal torténd kezelés soran. Az infliximab hozzaadasa
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 expresszio, a legmagasabb
szint 6 ¢€s 24 6randl volt észlelhetd. Infliximab-al kezelt Crohn beteg széruma
mellett a VEGFR2 szint szignifikdnsan alacsonyabb maradt, mint a nem kezelt
esetekben. Crohn-os szérummal tortént 24 o6ras eldkezelés utan 15 ng/ml
infliximab hozzdadasa a rendszerhez a VEGFR2 expressziot minimalis
mértékben csokkentette. A TNF-o (20 ng/ml) hozzdadasa gyors VEGFR2
emelkedést valtott ki, mely megmaradt a 48 oOrds vizsgalati periodusban. Ha
ehhez a rendszerhez infliximab-ot adtunk, 12 o6ras inkubaciot kovetden az
alacsony VEGFR2 szint visszaallt.

A vastagbél nyalkahartya microvascularis rendszerének eNOS
deficiencigja Crohn betegekben valosziniileg hozzajarul a proliferacié indukalta
neovascularizaciohoz. Az 50%-nyi egészséges szérumot tartalmazé médiummal
inkubalt HUVEC tenyészet feliiluszoja alig tartalmaz angiogén cytokint, 24
oras inkubaciot kovetden csupan az angiogenin volt detektalhatdé 3.56+0.04
ng/ml koncentracioban. Aktiv Crohn beteg szérumaval torténd kezelés utan az
angiogenin koncentracié csokkent (2.9+0.035 ng/ml), egyidejiileg a VEGF és
bFGF nott (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 3.340.1 ng/ml; bFGF a kimutatasi szint alatt), mig a VEGF
koncentracid (80.1+23.8 pg/ml) szignifikansan csokkent a kezelés el6tti szinthez
képest.

Eredményeink egyrészt Ujabb adalékokat adnak az IBD két klinikai
formaja kozotti kiilonbségek pontosabb értelmezéséhez a microvasculatura
szintjén, masrészt az infliximabbal végzett vizsgalatok jol demonstraltdk ennek a
hatékony, 11j, anti-TNF-a kezelésnek az endothelium miikodését is befolyasolo,
adott esetben korrigdlo hatasat. Ugyanakkor az egyedi kezelés HUVEC
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tenyészetben kimutatott hatdsai érzékeny prognosztikai jelzdi lehetnek hosszabb
tavon is a kezelés hatékonysaganak az adott beteg esetében (237).

A gyulladasos bélbetegségek (IBD) valtozatos klinikai megjelenését
befolyasolo faktorok jelentds része ismeretlen. A haptoglobin (Hp) molekula
fontos antioxiddns anyag, amelynek megfeleld6 miikodése, aktivitisa fontos
befolyast gyakorol egyrészt a gyulladdsos folyamatok lefolyasara, masrészt a
mikrocirkulacié épségére is. Harom {6 fenotipusat kiilonboztetjiilk meg, melyek
azonban kiilonb6zé mértékli antioxidans, scavenger ¢s immunmodulans
tulajdonsaggal rendelkeznek, €s ezek kapcsolatot mutatnak egyes gyulladdsos
betegségek korlefolyasaval. A Hp a-lanc 1-1 genotipusa kis molekulastlyt
dimerek, a 2-1 genotipus kiilonb6z6 hosszisagu linearis polimerek, a 2-2
genotipus ciklikus polimerek képzédését eredményezi. Munkank soran
vizsgaltuk a Hp polymorphismus megoszlasat, valamint annak lehetséges
kapcsolatat a betegség klinikai megjelenésével nagyszamu IBD betegben. A Hp
fenotipusokat natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) és immunblottal hataroztuk meg, mely egyértelmiien azonositja a
betegek genotipusat is. Az eredményeket a normal magyar népességet
reprezentdld egészséges kontrollokhoz viszonyitottuk. A Hp fenotipusok
megoszlasa IBD-ben nem kiilonbozott az egészséges populdcioban észlelttdl.
Ugyanakkor Crohn-betegekben a Hp2-1 fenotipus esetén a gyulladasos forma
eléfordulasa szignifikdnsan gyakoribb volt a masik két Hp fenotipushoz
viszonyitva, mig a strikturdlo forma el6fordulasa ritkdbb. Tovabba az
extraintestinalis manifesztaciok koziil primer sclerotizalé cholangitisben a Hpl-
1 fenotipus egyaltalan nem fordult el6. A Hp szerepét a molekula
immunreakcidokban betoltott modulald hatdsai és eltérd térszerkezete
magyarazhatjak.

A PSC és a Hp polymorphismus kapcsolatat eddig nem vizsgaltak,
illetdleg az irodalomban nem ismert olyan betegcsoport, ahol a Hp1-1 fenotipus
teljes hianyarol szamoltak volna be. A PSC kialakulasa sordn
immungenetikailag fogékony egyénben a béltraktus kronikus gyulladdsa soran
transzlokalddo baktériumok az epeutrendszerben antigénként jelenhetnek meg, a
memoria T-sejtek pedig nemcsak a colon, hanem az epeutak endothel sejtjeihez
is kotddnek. A memoria T-sejtek bilidris traktusba torténd homingja vezethet a
PSC kialakuldsdhoz. Ujabb adatok az epeutrendszer oxidativ karosodasaban
felvetik a mononuclearis sejtek jelentéségét is (238). Primer sclerotizalo
cholangitisben a sinusoidalis és a perisinusoidalis térben macrophagok
szaporodnak fel. Az aktivalt macrophagoknak ¢és az altaluk termelt cytokineknek
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szerepilk lehet a gyulladds fenntartdsidban, a fibrosis, majd a cirrhosis
kialakulasaban (239). A Hp fenotipusok és a PSC kapcsolatanak egyik
lehetséges magyarazata a CD163+ macrophagok eltérd viselkedése a kiilonb6z6
Hp molekulakkal vald kolcsonhatds soran. Masrészt a PSC immungenetikai
modelljéhez illeszkedhet az a megfigyelés, hogy a szervezetnek a kiilonféle
bakteridlis fertdzésekre adott valasza, annak hatékonysdga az egyes Hp
fenotipusok esetén jelentOsen eltér (240).

A kapott eredményeink megerdsitésére azonban tovabbi, foldrajzilag
eltérd régidban végzett populacids vizsgalatok sziikségesek. Tovabbi vizsgalatok
szlikségesek annak tisztdzasara is, hogy a kiilonboz6 Hp molekulak milyen
szerepet jatszanak a kiilonféle gyulladasos folyamatokban, és mi lehet azok
pontos patogenetikai kapcsolata az altalunk vizsgalt betegségcsoportokban.

Mgjcirrhosisos betegekben a bakterialis infekciok kialakulasanak
lehetséges tovabbi rizikofaktorait kerestiik a korabbrol ismert eldrehaladott
majbetegség ¢€s gastrointestinalis vérzések provokald szerepe mellett. Ennek
jelentdésége nem egyszerlien abban all, hogy a legveszélyeztetettebb csoport
kivalasztasa, szorosabb kovetése, profilaktikus antibiotikum terapiaja révén
javithatjuk a mortalitasi mutatokat, de tovabbi betekintést enged a bakterialis
infekciokkal szembeni védekezd folyamatok részleteibe, lehetdévé teszi az egyes
részfolyamatok klinikai jelentOoségének felmérését 1s. Vizsgalatainkkal
bizonyitottuk, hogy egészségeseknél minimalis jelentdséggel bird6 molekularis
variaciok, immundeficiens allapotokban komoly rizikotényezokké valhatnak.

Az éltalunk vizsgalt két molekula olyan tényezdének szdmit az alapkutatdsok
alapjan, amelyeknek a mikrocirkulacio épségének megdrzésében, illetve a
bakterialis infekciok kialakulasaban fontos szerepe lehet.

Vizsgalati csoportok: krénikus majbetegek: 929 (autoimmun ¢€s
virushepatitises majbetegek majcirrhosis nélkil: 591, majcirrhosisos betegek:
338), IBD: 990 (CD: 740 és UC: 250) ¢és egészséges kontroll (HC): 225.
Mijcirrhosisos betegekben az MBL hiany el6fordulasi gyakorisaga (10,7% vs.
15,6%) ¢és a kiilonb6z6 Hp fenotipusok megoszlas (Hpl-1: 10,7% vs. 11,5% ,
Hp2-1: 47,9% vs. 46,1%, Hp2-2: 41,4% vs. 42,4%) megegyezett az egészséges
kontroll populdcioban talalt ardnyokkal €és nem mutatott Osszefliggést a
majcirrhosis  stlyossagaval, vagy a betegség specifikus szovédmények
jelenlétével. Vizsgalataink alapjan az MBL deficiencia el6fordulasa és Hp
fenotipusok megoszlasa nem jatszanak lényeges szerepet a majcirrhosis
etiopathogenezisében és a betegség specifikus szovédmények kialakulasaban.
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Kovetéses vizsgalat soran felmértilk majzsugorban szenvedd betegeink
bakterialis infekciora vald hajlamat (az elsé infekcioig eltelt id6, az infekciok
gyakorisaga), ¢€s Osszefliggést kerestiink kiilonbozé klinikai jellemzokkel,
valamint vizsgaltuk a Hp polymorphismus ¢és az MBL deficiencia jelentéségét.
A majcirrhosisos betegek 33,7%-ban fordult elé valamilyen klinikailag jelent6s
infekcid (CSI) a teljes kdvetési id6 alatt és 56,1%-ukban pedig tobb mint egy
fertézéses epizdd zajlott. Az infekciok 32,5%-a huagyuti fertézés, 20,4%-a
spontan bakterialis peritonitis (SBP), 15,5%-a pneumonia, 8,7%-a boér vagy
lagyrész infekcid, 3,4%-a bakterémia, 2,4%-a epetti fertézés, 0,5%-a
osteomyelitis volt.Pozitiv tenyésztési eredmény a fertézéses epizodok 55,6%-
aban allt rendelkezésre. A korokozok 57,2%-ban Gram negativ baktériumok,
42,8%-ban Gram pozitiv baktériumok voltak.

Az eléfordulo bakterialis infekciok tipusa és gyakorisdga megegyezett
mas korabbi prospektiv klinikai tanulmanyokban észleltekkel. €s azokkal
egybecsengben a mi vizsgalatunkban is megerOsithetd volt, hogy az
elérehaladott majbetegség (Child-Pugh C stddium) a kialakuld bakterialis
fertzések fontos prediktora.

Multvariacids analizis sordn sulyos betegség tarsuldsa is az infekcios
epizodok fliggetlen rizikd faktordnak bizonyult, amirél, mint 0j kockdazati
tényezordl elsoként szamoltunk be az irodalomban. A tarsuld betegségek
eléfordulasi gyakorisaga megfelelt Jepsen és mtsai. (44% vs. 38%) altal kozolt
daniai orszagos felmérés értékeinek (241). Adataink alapjan az ascites jelenléte
esetén is nagyobb valdszintiséggel fordult eld fert6zés. Ennek egyik oka, hogy a
hasiiri folyadék sulyosabb mdjbetegséget jelent. Ismert azonban, hogy az
intestindlis bakteridlis transzlokaci®6 az infekciok kialakulasdnak fontos
mechanizmusa méjzsugorban.  Allatkisérletes modellekben és  human
vizsgalatokban is igazoltak, hogy ascites esetén a BT jelentésebb mértékii (242).
Sajat tanulmanyunkban asciteses betegeinkben a BT markerének tartott
lipopolisacharid koto proteinszint emelkedés (243) és az anti-mikrobalis antitest
jelenléte gyakrabban fordult eld, mint azokban, akiknek szabad hastiri
folyadékuk nem volt. Tanulmdnyainkban azt taldltuk, hogy az infekciok
kialakulasanak gyakorisaga és az els6 fertdzéses epizod megjelenéséig eltelt 1d6
szignifikans 0sszefliggést mutatott mind az MBL, mind pedig a Hp fenotipussal.
Az abszolut MBL hianyos betegekben szignifikansan gyakoribb volt a CSI
kialakuldsanak aranya az MBL kompetens egyénekével 6sszehasonlitva (50,0%
vs. 31,8%, p=0,039), tovabba az els6 fertdzéses epizdd megjelenéséig eltelt 1d6
is rovidebb volt (median 579 nap vs. 944 nap, pLogRank=0,027). A Hpl-1
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fenotipusu betegekben szignifikdnsan gyakoribb volt a CSI eléfordulési
gyakorisaga, mint a masik két fenotipussal rendelkezdéekben (Hpl-1: 50,0%,
Hp2-1. 36,0% Hp2-2: 26,6%, p=0,039). Hasonloképpen, az elsé fertdzéses
epizod kialakulasaig eltelt 1d6 a Hpl-1 fenotipusi betegek esetén volt a
legrovidebb (median, Hpl-1: 492 nap, Hp2-1: 765 nap és Hp2-2: 965 nap;
pLogRank=0,017). A korokozok Gram szerinti tipusa ¢és az infekciok
lokalizaciéja azonban nem kiilonbozott az eltér6 MBL ¢és Hp fenotipust
egyénekben. Az univaridcios ¢és a Kaplan-Meier analizisben a CSI
kialakuldsaban kockézati tényezdnek talalt klinikai és szeroldgiai tényezdk
fliggetlen kockéazati tényezOnek bizonyultak mind a keresztmetszeti (logisztikus
regresszi0s analizis), mind az 1d6fiiggd (Cox analizis) multivariacios
modellekben is. A Cox-modellt 6sszegezve a kiilonboz6 klinikai és szerologiai
tényezok esetén a CSI kialakulasdra vonatkozd esélyhdnyodosok az alabbiak
voltak: Child C staddium (HR: 4,0, 95%CI: 2,29-7,01, p<0,001), tarsbetegség
jelenléte (HR: 1,89 ,95%CI: 1,23-2,90, p=0,003), abszolut MBL hiany (HR:
2,33, 95%CI: 1,34-4,03, p=0,0034) és Hpl-1 fenotipus (HR: 2,03 95%CI: 1,15-
3,61, p=0,014). Az abszolut MBL hianyos ¢és a Hpl-1 fenotipusu betegekben a
CSI egyértelmiien sulyosabb formaban zajlottak (p=0,03). Tovabba az abszolut
MBL hiany esetén az infekcidval osszefliggd halalozas kockazata is magasabb
volt (OR: 3,84, 95%Cl: 1,29-11,37, p=0,013).

Munkank ide vonatkozé részének tehat legfontosabb 1j eredménye annak
megallapitasa volt, hogy az Hpl-l-es tipus a bakterialis infekcidok fliggetlen
rizikdtényezdje majzsugor esetén. Ismereteink szerint ez az elsé olyan klinikai
vizsgalat, mely a Hp polimorfizmus szerepét igazolja ebben a vonatkozasban
(244). Mindossze egy olyan kisebb esetszamu tanulmany jelent meg, ahol az
¢letet veszélyezteté Staphylococcus infekcid eléfordulasat Hpl-1-es fenotipus
esetén gyakoribbnak talaltak (239), de nem cirrhosisos populacioban. Valoészinti,
hogy a mutaciot kovetden kialakult Hp2-es allél gyors elterjedését az
magyarazza, hogy szelektiv rezisztenciat biztosit a behatold korokozokkal
szemben (245). Sok korokozonak vasra van sziiksége alapvetd anyagcsere
folyamataihoz, melyet a Hgb-Hp komplex bekebelezése utjan vesz fel. A kis
dimer szerkezeti Hp1-1-vel szemben a polimer szerkezetli Hp2-2-s fenotipus ezt
lehetetlenné teszi, igy akadalyozza a baktériumok szaporodasat. Raadésul a
multimer szerkezetli Hp2-2 tobb baktériumkotd hellyel rendelkezve agglutinalja
azokat, tovabb gatolva szaporodasukat. Ezaltal a polimer formak egy
hatékonyabb természetes védelmet jelentenek szamos korokozdval szemben. A
Hpl-1 kevésbé serkenti a B és CD4-T lymphocytakat a keringésben (154) és
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erdsebben gatolja a prosztaglandin szintézist (246). A Thl valasz sziikséges a
patogének megfeleld eliminalasahoz (247), a Th2 valasz a gyulladasos folyamat
lecsengés€hez, a szoveti gyogyulashoz nélkiilozhetetlen. A mutacidt kovetden
kialakult Hp2-2 a Th2 valasz gyengébb induktoraként az immunvalaszt Thl
iranyba tolja, ami a bakteridlis infekcidkkal szembeni védekezést kedvezden
befolyasolja, de pl. a diabeteses érszovodmények kialakulasdnak szempontjabol
hatranyos kovetkezményekkel jar. A fenotipusok kozott 1évé funkciondlis
kiilonbségek magyardzzak az infekcidra vald fokozott fogékonysagot Hpl-1
fenotipusu cirrhosisos betegeinkben.

A T sejt valasz egyensulyanak kiilonos jelentdsége lehet lokalisan az
extravaszkularis térben. A Hp szignfikans lokalis szerepére utal, hogy a
legkiilonbozobb testfolyadékokban megtalaltak, pl. az ascitesben is (248).
Felszabadul a granulocytakbol a gyulladas helyén, meghatarozott stimulusokra
kiilonb6z6 szovetekben expesszalodik (249). Magunk azt is talaltuk, hogy a
haptoglobin mRNS fokozott mennyiségben van jelen kiilonb6z6 vékony- és
vastagbélgyulladasban szenvedd betegek bélbiopszids mintdiban (még nem
kozolt adat). Cirrhosisban ismert a vékonybél gyulladasos allapota (250), mely
hozz4jarul a bakteridlis transzlokacidé fokozodéasahoz. Feltételezhetd, hogy a
Hp2-2 fenotipus lokdlisan egy erdteljesebb védelmi vonalat hozva Iétre
akadalyozza a fertdz€s szisztémassa valasat.

Az elso vérvételkor vett mintdkban a Hp koncentracioja széles hatarok
kozott valtozott. Mivel egy akut fazis fehérjerdl van szo, melynek legfontosabb
induktorai az infekciok €s a szoveti sériilés, csak azokat a betegeket valasztottuk
be, akiknek a CRP-je normalis volt, infekciora utalo jelik nem volt,
kozelmultban varixvérzés nem zajlott. A koncentraciok kozott észlelt nagy
kiilonbségeket az magyardzhatja, hogy a fehérje vérszintjét szdmos tényezo
befolyasolja. Kissé¢ valtozik fenotipustol fiiggden, legalacsonyabb a Hp2-1
esetén (251). Valamint befolyasolja a haemolysis szintje is. Tekintettel arra,
hogy nagyrészt a mdjban termelddik, az lenne varhatd, hogy a majbetegség
sulyossagaval parhuzamosan csokken a nyugalmi szérumszint €s romlik az akut
fazis valasz. Ezzel szemben vannak adatok arra, hogy a cirrhosis maga bizonyos
fokig indukalhatja a Hp szintézist, indukcidt kovetden pedig jo Hp valasz
¢észlelhetd, mivel a cirrhotikus méj a tobbi metabolikus folyamat karara is
biztositja a Hp szint emelkedését (252). Raadasul vannak tarsbetegségek,
melyek soran infekcio nélkiil is magasabb Hp koncentracié mérhetd (pl. HCC)
(253).
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Nem taldltunk Osszefiiggést az infekciomentes iddszakban mért
koncentracidk és a késObbiekben kialakuld infekciok valosziniisége kozott.
Ennek magyarazata az lehet, hogy a vérben keringd Hp-t nagyobbara a maj
szintetizdlja. Az innate és az adaptive immunvalasz szabalyozésaban pedig a
monocytak, granulocytdk altal termelt, az extravascularisan autokrin €s parakrin
moddon hatd Hp-nak lehet jelentdsebb szerepe. Ennek termelése, felszabadulasa
valoszintileg fliggetlen a m4aj funkcionalis kapacitasatol. Lokalisan a Hp
strukturalis, ebbdl kovetkezéen funkciondlis kiilonbségeinek nagyobb
jelentdsége lehet a vérben mért nyugalmi koncentracioknal. A Hp és annak
fenotipusainak pontos szerepe, még felderitésre var.

A manndz kotd lektin szintek, deficit részletes elemzd vizsgalatara olyan
nagy, kiilonbozd etioldgidju és sulyossdgi majbeteg populécidoban, mint a sajat
koézleményiinkben (254), korabban még keriilt sor. Kettés monoklonalis antitest
assay-t hasznaltunk, mely elfogadottan egy szenzitiv, reprodukélhatd vizsgalat
az MBL szérum szint mérésére, S amely pontosan jelzi a mitkodé molekulakat.
Szoros 0Osszefiiggést taldltak a manndéz koté assay, vagy a komplement
aktivaciés C4b assay soran meghatirozott MBL funkcio, és az elébb emlitett
modon mért koncentraciok kozott (255). A vérben keringd MBL mennyiségét
elsésorban genetikai tényezdk hatarozzak meg, a promoter génben bekdvetkezd
mutaciok, azok homo-, vagy heterozygota formai szabjak meg. Valodsziniileg
ezeken kivil 1s léteznek nem pontosan ismert befolyasold tényezdk, melyek
miatt a mérhetd MBL szintek egyénenként jelentds valtozatossagot mutatnak, a
magastol, kozepesen at a rendivill alacsony (MBL deficiens) értékekig.
Tanulmanyunkban 929 kronikus majbetegben vizsgaltuk az MBL szinteket,
melyek a kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen széles egyéni variaciot
mutattak, nem csak a betegek kozott, de a kontroll csoportban is. Az
egeszségesek €s a betegek kozott nem talaltunk kiilonbséget az atlagos MBL
szinteket tekintve, és nem tért el az alacsony MBL szint (<500 ng/ml) ¢s MBL
defciencia (<100 ng/ml) el6fordulési gyakorisaga sem.

Korabban Matsushita és mtsai. (256) ugy talaltak, hogy a nagyon magas
MBL szint a PSC kialakuldsédnak fokozott riziké tényezdje. Jelen tanulmanyban
egy kb. haromszor akkora PSC-s populdcioban nem tudtuk megerdsiteni az
Osszefliggést az MBL koncentracidja és a PSC megjelenése kozott. Nem
talaltunk eltérést az MBL kompetens ¢€s deficiens csoportban a PBC, a PSC vagy
az AIH klinikai lefolyasat vagy biokémiai eltéréseit tekintve sem. Adataink
alapjan nem volt kapcsolat az MBL szintek és a kronikus C virus hepatitis
kozott sem. Ebben a betegcsoportban az eddig kozolt adatok ellenmondésosak.
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Kilpatrick és mtsai (257) kétszer magasabb MBL koncentraciokat mértek C
virus okozta kronikus hepatitisben szenveddkben, mint egészségesekben. Egy
masik study-ban nem talaltak kiilonbséget (258). Szintén eltéréek az adatok a
HCV-ben kialakul6 fibrozis tekintetében is 259). Kronikus majbetegségben az
MLB szinteket befolyasoldé tényezdket alig vizsgaltdk, de az egyes
tanulmanyokban észlelt kifejezett kiilonbségek miatt ezeknek jelentdsége lehet.

Vizsgalatunkban a kiilonb6z6 etiologiaji mdjcirrhosisos betegek MBL
szintjei nem tértek el a nem cirrhosisos populacioban észleltektol. Részletesebb
vizsgalatok kapcsan azonban eldrehaladott cirrhosisban szignifikdnsan
alacsonyabb értékeket mértiink. (median, Child C: 716 ng/ml vs. Child A vagy
B: 1444 vagy 1375 ng/ml, p<0,001 minden esetben). Ez valdjaban nem
meglepd, hiszen a majzsugor elérehaladtaval romlik a szintetikus funkcid. Az
abszolit MBL hidny azonban nem volt alacsonyabb Child C stadiumua
betegekben, igy ez egy kizardlag genetikailag meghatarozott variacionak
tarthat6. Az ascites illetve megel6z0 varixvérzés jelenléte vagy hidnya nem
befolyasolta az MBL szinteket. Ez azt jelenti, hogy a portélis hypertensionak
nincs szerepe az MBL koncentracido meghatarozasaban.

Az MBL egy C-tipust lektin, ami kdzponti szerepet jatszik az innate
immunvalaszban. Az utdébbi évek kutatisai deritettek fényt arra, hogy TLR co-
receptorként milkddve koordindlja, szinkronizalja erOsiti az innate védekezd
rendszert. ~ Amikor az immunrendszer éretlen, vagy barmilyen okbol
komprimalt, kiilonos jelentdségilivé valik az innate védekezés a bakterialis
infekciok kialakulasa szempontjabol. A majzsugor egy szerzett immundeficiens
allapot. gy joggal feltételezhetd, hogy az MBL deficiencianak jelentésége van a
cirrhosisban megjelend bakterialis infekciok kialakulasaban. Kovetéses vizsgalat
soran kerestiik az Osszefiiggést a klinikailag jelentds bakterialis fertdézések
kialakuldsanak rizikéja és az MBL hiany k6zott. Az atlagosan 420 napos (IQR:
87-745) kovetési 1d6 alatt az MBL deficiencia a bakteridlis infekciok fiiggetlen
eldrejelzo faktoranak bizonyult, mely nemcsak a fertdzés kialakulasat, de az elso
fertdzeés megjelenéséig eltelt 1d6t is befolyasolta.

Tanulmanyunkban mi is meg tudtuk erdsiteni a bakterialis infekciok
negativ prognosztikai szerepét majzsugorban szenvedOk esetén. A korhazi
halalozas a Borzio és mtsai altal kdzolt adatoknak (260) megfelelt. Infekcid
esetén magasabb volt a mortalitds, ¢s az MBL deficiencia tovabb rontotta a
tulélest. Ez azt bizonyitja, hogy nem csak gyakoribb a fertdzések bekdvetkezése,
de azok sulyosabb formaban is zajlanak MBL hianyos cirrhosisos betegekben.
Sajnos az alacsony esetszam miatt csak univaridcidos analizisre volt
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lehetdséglink. Az MBL szintek ¢és a cirrhosisos betegek infekcidja kozotti
kapcsolatot tudomasunk szerint csak egy kisebb tanulmanyban vizsgaltak
kordbban, ahol azt taldltak, hogy kronikus B virus hepatitis talajan kialakult
majcirrhosisos betegekben gyakrabban alakult ki spontan bakteridlis peritonitis
alacsony MBL szérumszint esetén (261).

Korabban felmertilt, hogy az MBL is akut fazis fehérje lenne (262), de a
jelenlegi kutatasok szerint a szintje nem valtozik gyulladasok kapcsan (263,
264). Meéréseink eredményét nem befolyasolta, mivel infekciomentes
1d6szakban, normalis CRP mellett tortént a vérvétel.

Feltételezhetéen az MBL-nek is kiilondsen fontos szerepe lehet lokalisan
a bélfalon at torténd transzlokaci6 megakadalyozasaban. Egyes vizsgalatok arra
utalnak, hogy az MBL sem kizarélag a majban szintetizalédik. MBL2 gén
transzkripcio a vékonybélben is bizonyithatd. Bar ez a hepatikus érteéknek csak
kb. 1%-a, mégis azt jelzi, hogy lokalis MBL szintézis is 1étezik, mely intestinalis
gyulladas kapcsan fokozodhat, a lokalis MBL mRNS up-regulacioja
bizonyithato volt (265). Az MBL gén expresziojat kimutattak a belet infiltrald
immunsejtekben (266). Szignifikans intracellularis és kis mennyiségl felszini
expressziot talaltak human monocytakban és dentrikus sejtekben (267). A
molekula a vékonybél tartalomba is belekeriil (268). Feltételezhetd, hogy az
MBL deficiens betegek, MBL kompetens tarsaikhoz viszonyitva, (hasonldéan a
Hpl-1-es fenotipusu betegekhez) keveésbé képesek védekezni a bélfalon at
bejuto bakteriumokkal szemben.

Az Hp polymorphismus és az MBL szint meghatarozasaval a
majcirrhosisos betegek koziil kivalaszthatd egy, a bakteridlis fertdzésekre
kiilonosen fogékony csoport. Ezen betegek szorosabb kovetése indokolt az
esetleges infekciok korai észlelése szempontjabodl, tekintve, hogy Hpl-1
fenotipus ¢s MBL deficiencia esetén az infekciok sulyosabb lefolyasa varhato.
Tovabba ezen szerologiai markerek eredménye az antibiotikum profilaxis
bevezetésekor a haszon-kockazat értekelés 01j szempontja lehet.

A tépcsatornai vérzésekkel kapcsolatos 15 éves felmérés szdmos érdekes
megfigyelésre adott modot, hatankban gyakorlatilag 2 évtizeddel ezeldtt
indultak el azok a kezdeményezések, hogy a tapcsatornai vérzdbetegek ellatasa
szervezetileg is az endoscopos gasztroenterologusok kezébe keriiljon, a korabbi
— torténelmi hagyomanyi — sebészeti osztalyos felvétel helyett. Mindez egybe
esett az endoscopia eszkoztaranak latvanyos fejlddésével, az endoscopos
ligatura, majd pedig az endoscoposan alkalmazhatdo haemostatikus clippek
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megjelenésével. Es ez a folyamat nem allt meg, hiszen amig a sebészet a
,minimal invasivity” irdnyaba fejlédik, egyre radikalisabb miitétek valnak
megoldhatévd  laparoscopos uton, addig a korabban ,konzervativ”
belgyodgyaszati szakmak, 1asd kardiologia, gasztroenterologia egyre merészebbé
valtak, elég utalnunk a coronaria stentelés vivmanyaira, vagy a NOTES
latvanyos eldretorésére. Ma tehat mar nem vitds, hogy a fejlettebb vilagban
mindeniitt gasztroenterologiai (szub)intenziv részlegeken torténik a vérzd
betegek ellatasa, hiszen altalanossagban elmondhato, hogy a betegek kevesebb,
mint 10 %-a igényel sebészi beavatkozast. Sajnalatos azonban, hogy éppen
hazdnkban ennek a formanak a korrekt finanszirozdsa mai napig nem megoldott,
hiszen ha nincs lehetdség valodi intenziv agyakat/osztalyt biztositani erre a célra
a gasztroenterologusoknak, akkor az ellatds eszkoz, felszerelés és vérigénye
gazdasdgosan nem oldhatdé meg. Természetesen ez az oka annak, hogy szamos —
nem is a legkisebbek koz¢ tartoz6 — koérhaz vezetése nem tdmogatja a
tapcsatornai  vérzések magasabb szinvonalu, centralizalt ellatasat. Ma ez
Magyarorszagon  elhivatott, elkotelezett ~ endoscopos szakemberek
onfelaldozasan mulik, akik vallaljak a készenléti szolgalat terheit, a betegek
megmentése ¢rdekében. Pedig a legujabb, orszdgos felméréssel késziilt
tanulmanyunk (224) latvanyosan bizonyitotta, hogy a nagyobb létszdmu beteget
ellato, tapasztaltabb centrumok eredmeényei szignifikansan jobbak. Ugyanakkor
pedig megalljak a helyiiket a nemzetko6zi adatokkal torténd osszevetésben is. Az
egyik legjabb — a miénkhez hasonlo, sokcentrumu, fekélyvérzokre vonatkozo —
tanulmany, a ,Prometeo” Olaszorszagban (54) tizenhdrom centrumbdl
begylijtott adatok alapjan 932 férfi (altal életkor 66,5) és 481 ndbeteg (atlag
¢letkor 74,2) adatait dolgozta fol. A betegek 83 %-aban voltak tarsbetegségek,
52,4%-uk hasznalt aspirint, vagy NSAID tipusi gyogyszert, mikdzben
hatékonynak tarthat6 gyomorvédelemrdl csak 13,9%-ban szdmoltak be. A
betegek 13,3 %-aban volt mar korabbi felsG tapcsatornai vérzés a
koreldzményben, transzfuziora 43,9 %-ban volt sziikség, felvételkor a betegek
9,3%-a volt shockos allapotban. Endoscopos vizsgalatra 93,2%-ban keriilt sor,
¢s vérzeésforrasként 36%-ban irtak le nyombélfekélyt, 29,6%-ban gyomorfekélyt,
erosiokat 11 %-ban. Helicobacter pylori fertézést minddssze a betegek 37 %-
aban vizsgaltak, ha viszont tették, akkor 51,3%-ban pozitivnak bizonyult. Korai
yjravérzés 5,4%-ban fordult eld, viszont ezek koziil minden hatodikat miiteni
kellett. A vérzéssel Osszefiiggd mortalitas 4 % volt, ami a néi nemmel (OR:
2,19), daganat jelenlétével (OR:2,7), tobbszoros tarsbetegségekkel (OR: 5,04),
felvételkor észlelt shockos allapottal (OR:4,55) mutatott statisztikai
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Osszefiiggést. Ha a sajat adatokkal vetjiik 6ssze, 1059 férfi, (atlagéletkor 59,2)
735 nd (atlagéletkor 65,6), akkor megallapithatjuk, hogy nalunk a nék valamivel
magasabb szamban kertiltek folvételre, mint az olasz populédcidban, viszont az
atlagéletkor mindkét csoportban, tébb, mint 7 évvel volt alacsonyabb.

Vérzéstorrasok tekintetében nalunk is kozel azonos aranyban fordult el6 a
gyomor- és a nyombélfekély (21% vs. 22,2%). Ami rendkiviil latvanyos, hogy
az aspirin, ill. NSAID fogyasztok ardnya milyen magasra szokott az utobbi
években, az olasz anyagban 52,4%, de ez egy kozelmultbeli évet reprezental,
mig nalunk 1997-ben mindssze 11,5 % volt az alvadast, ill. vérzékenyseéget
befolyasolo gydgyszeres kezelésben részesiiltek szama, viszont ez a szam 2011 -
re mar 40%-ra nott. A tapcsatornai vérzések ellatasa sordn ennek a problémanak
a részletes elemzésével érdekes kozleményben foglalkoztunk korabban (269),
ahol az els6 100 ilyen beteg tapasztalatait dolgoztuk fol, kiilon behatoan
foglalkozva azokkal a miibillentylis betegeinkkel, akik coumarin tuladagolast
kovetd tapcsatornai vérzeéssel keriiltek osztalyunkra. Ilyenkor az INR értéket
Ovatosan, friss fagyasztott plazma adédsaval korrigaltuk 1,5-0s értékhatérig,
ebben a stddiumban gyakorlatilag vérzéses tiinetek meg nem voltak, korrekt
endoscopos ellatas mellett, majd ekkor inditottuk el az 6vatos LMWH kezelést,
a billentyli épségének megovasa érdekében és valamennyi betegiink esetében
sikeriilt a billentyli épségét megdvnunk, mikdzben a tipcsatornai vérzést is
sikertilt uralnunk.

Ahogy a fejlettebb orszagokbdl szarmazo adatokbodl latszik, az egyre
1ddsebb korosztalyban jelentkezd tdpcsatornai vérzések kimenetelét befolyasold
tényezOk koziil novekvo jelentdséggel birnak a tarsbetegségek. Mar 1996-ban a
Rockall score, illetve az Aaltalunk kidolgozott, 1998-ban ko6z6lt kockézati
pontrendszer elemei kozott is szerepelt a tarsbetegségek kockéazatot fokozo
hatdsanak pontokban kifejezett megjelenitése, de a 15 éves klinikai anyagunk
feldolgozéasa soran ezt megprobaltuk tovabb finomitani: amint az a 44. abran
lathatd, a harom legnagyobb szamban megfigyelt tarsbetegség — az alkoholos
majbetegséget, mint abszolit gydztest nem szamitva — a hypertensio, ill. a
tarsuld cardiovascularis elégtelenség, a diabetes mellitus és az epekdvesség volt.
Erdekes moédon, mig a cukorbetegség és az epekovesség el6forduldsi
gyakorisdga inkabb stagnalt, addig a magas vérnyomas el6forduldsa
konzekvensen ¢€s hatarozott mértekben mutatott emelkedd tendenciat. Ehhez
nyivan hozzajarul a thrombocyta aggregacid gatld és az iziileti fajdalmakra
szedett gyodgyszerek alkalmazasanak latvanyos fokozodasa is, azonban
nyilvanvald, hogy a kérdés Osszetettebb. A magasabb vérnyomds kedvez az
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1d6s, sclerotikus erek sériiléseinek, fokozza az ér-endothel karosodasat, eldsegiti
a szoveti szintll keringési zavar, esetenként enyhe ischaemia el6fordulésat is.
Ennek a kérdésnek a tovabbi vizsgalata mindenképpen perspektivikus lehet.

A vérzd betegek gybdgyszeres ellatdsaban a nemzetkozi irdnyelveket
kezdettdl igyekeztiink kovetni, igy a vérzo fekélybetegek 8 éve mar az
endoscopos ellatast megel6zden infuziés Controloc kezelésben részesiilnek, mig
a varixvérzés megalapozott gyantja esetén az ellatds elsd 1épése az octreotid
(Sandostatin) infuziés pumpa elinditdsa, 25 mg bolust kovetden 25 mg/h
ddézisban, minimalisan 2, de inkdbb altaldban 3 napon at. A gyogyszeres kezelést
— szintén az irodalmi ajanlasok alapjan - 5 éve antibiotikus kezeléssel
(norfloxacin vagy ceftriaxon) egészitjiik ki és természetesen ezek a betegek is
kapnak az akut iddszakban protonpumpa gatldo kezelést. Az atlagos
veérkészitmény felhasznalast a 45. abran tiintettiik f6l, ebbdl kitlinik, hogy ahol
sziikség volt ra, ott atlagosan 3-5 E vvt suspensio ¢s 3 E FFP adasara kertilt sor.
Ebben az elmult 15 év soran érdemi valtozast nem tudtunk eléni.

15 év alatt 6sszesen 171 beteget veszitettiink el, 121 férfit és 50 ndt, ami
9,5%-0s altalanos mortalitast jelent, és ha tekintetbe vessziik, hogy a mi
anyagunkban a 32%-nyit kitevd, varixbol vérzé betegek is benne vannak, akkor
ez a szam mindenképpen joval az eurdpai atlag alatt marad. Kétségtelen, hogy a
férfiak mortalitasa 1ényegesen nagyobb volt a nékeénel (11,4% vs. 6,8%), ami
nyilvanvaldéan adddik abbol, hogy a kronikus alkoholos majbetegek tilnyomo
tobbsége a férfiak kozil keriilt ki. Sebészetre 93 beteget kellett csak atadnunk,
ami ha a betegszamot nézziik, 5,2%, ha viszont — és ebben az esetben ez a
megfelelobb -, a felvételi esetszamot, akkor csupan 4,6%. Az atadott betegek
koziil csupan 51 keriilt mitdasztalra, ami esetekre szamolva a vérzés miatt
felvett betegeknek minddssze 2,53%-a volt. Ez rendkiviil kedvez6 szam, foleg
ha tekintetbe vessziik, hogy ebbe beletartoztak azok 1s, akiknél megel6zd
endoscopos beavatkozas ( polypectomia, papillotomia etc.) utani vérzés miatt
keriilt sor sebészi vérzéscsillapitasra!

Ha a fekélyvérzésekre vonatkozd orszagos felmérés adatait elemezziik,
akkor az altaldnos ujravérzési arany 9,8% volt, sebészeti ellatast pedig a betegek
5,6%-a igényelt, ezek az adatok hasonldéak kozelmultban napvilagot latott ,,real-
life” nyugati adatbazisokban kozdltekhez (270). A korhazi mortalitds 3,3%-0S
eredménye pedig jobb, mint a nagy kanadai RUGBE tanulmanyban ko6zolt 5,4%,
ebben azonban valdszinlileg szerepet jatszik az is, hogy a kanadai
beteganyagban csak a fekélyvérzok egy harmaddban keriilt sor endoscopos
vérzéscsillapitasra (271), mig a mi felmérésiinkben a betegek tobb, mint 40 %-
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aban megtortént aktiv endoscopos vérzéscsillapitas. Kétségtelen, hogy az elmult
években a vérzd fekélyek endoscopos ellatdsanak a szemlélete valamelyest
valtozott, az egyik legijabb meta-analysis szerint (272), a Forrest I1.b. fekélyek
esetén, ahol alvadék tapad a fekélyfészekben, csak akkor indokolt az aktiv
endoscopos vérzécsillapitas, ha az alvadék erds vizsugarral lemoshato, ha
azonban nem, nem indokolt az alvadék erdszakos eltavolitasa. Masrészt az aktiv
endoscopos ellatas akkor fontosabb, ha a betegnek stlyos tarsbetegségei vannak,
ennek hidnyaban az aktiv vérzéseket leszamitva, elegendd lehet a protonpumpa
inhibitor gydgyszer infuzidés alkalmazasa. A mi felmérésiinkben egyébként az
alacsonyabb esetszamu centrumokban a Forrest Ia, Ib, Ila tipust fekélyeknek
csupan 68 %-aban tortént meg a kivanatos endoscopos vérzécsillapitds, ami
szignifikansan alacsonyabb volt a magas esetszamu centrumokban tapasztalt
86%-nal (p=0,001). Fontos megallapitds volt az is, hogy a nemzetkdzi
ajanlasoktol eltéréen még a magas esetszamu centrumokban is csak 34 %-ban
alkalmaztak kombinaltan az endoscopos vérzéscsillapito eljarasokat ( injekcios
+ termikus, vagy injekcios + clip, vagy termikus + clip.), holott a nemzetkozi
ajanlasok ezt mar évek ota eldnyodsebbnek tartjak a monoterapianal (273). Ennek
azonban hazai viszonyok kozott az is oka lehet, hogy a finanszirozas hidnya
miatt nem vallalkoznak a kisebb koérhazak a koltségesebb endoscopos
veérzescsillapitasi eljarasok (argon plazma koagulacio, haemoclip) beéllitasara és
alkalmazéasara. Ennek 1s szerepe lehet azonban abban, hogy az altalanos
mortalitds a magas esetszamu centrumokban elért 2,7%-al szemben az alacsony
esetszamu centrumokban 4,3% volt (p=0,023), ez a szignifikdns kiilonbség
ismételten felhivja a figyelmet arra, hogy megfeleld méretli, aktivitasu,
esetszamu ¢€s természetesen felszereltségli, mindehhez elengedhetetlentil
sziikséges finanszirozasu kozpontok oldhatjdk meg hazankban is a tapcsatornai
vérzobetegek nemzetkozi standardoknak megfelelo ellatasat.
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VI. UJMEGALLAPITASOK

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 mintainak endotheliumaban nem kiilonbozik a
kontrolltél. Az iNOS-IR sejtek féleg neutrophil granulocytak.

2. Crohn betegségben, mind az iINOS mind az eNOS szint alacsonyabb a
nyalkahartya leukocyta tipusu sejtjeiben, illetve az endothelben. Alacsony iNOS
immunreaktivitasi CD68 pozitiv macrophagok viszont jelentds szamban
fordultak el6 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 pathogenesisében a  microvascularis rendszer valtozasainak
jelentdségét. A csokkent eNOS pozitivitdst mutatd endothel sejtek és 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 klinikai,
valamint endoscopos aktivitasi indexek kozott, ami azt timasztja ala, hogy ezek
az eltérések semmiképpen sem egy aktualis akut gyulladas kdvetkezményeinek
tekinthet6k, hanem a kronikus gyulladasos folyamat jellemzoi.

5. Eredményeink arra utalnak, hogy az iNOS expresszid és valosziniileg az
eNOS aktivitas szabalyozasa is kiilonbozik colitis ulcerosaban és Crohn
betegségben. Ezért az NO eltérd szerepet jatszhat az IBD kiilonb6z6 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
cytoskeleton mego6rzi strukturalis integritasat.

9. Az IBD-s szérumok olyan cytokin ¢és gyulladasos adhézidés molekulakat
tartalmazd anyagnak tekinthetok, melyek az endothelium funkcionalis
valtozasait €s az antigén stiatusz 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 kiillonbozé pathophysiologiai 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 citokin
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-o szint csokkenés képes helyreallitani 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. Hasonlo 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 0Osszefiiggése a fertdzésre valdo fogékonysaggal 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 tarsbetegsege van. Erre korabbi adat nincsen.

17. Nagyszamu kronikus majbetegben vizsgaltuk az MBL hiany eléforduléasat és
megallapitottuk, hogy nincs kiilonbség az egészséges populacidban, a
cirrhosisos ¢és nem cirrhosisos kronikus méjbetegek esetén mérhetd aranyok
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 betegpopulacidban veégeztiik 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 gyulladasos formajat és ritkabbnak a szovOdményes,
stenotizal6 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 kockazat 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 kertilt sor, €s sikertilt a vérzést megallitani, mikézben
a miibillentyli épsége is megmaradt.

24. A vérzd peptikus fekélyek hazai ellatasi sajatossagait felmérd, tobb régiot
érintd, adatgylijtés eredményeinek elemzése soran megallapitottuk, hogy a
hazai, nagy esetszdmu centrumok eredményei Osszhangban allnak maés, nagy
adatbazisu tanulmanyokkal. Az ujravérzési rata 9,8% volt, sebészi
beavatkozasra 5,6%-ban volt sziikség. az altalanos korhazon beliili mortalitas
3,3% volt, ami kevesebb a kanadai RUGBE tanulmany 5,4%-anal.

25. A felmérés eredményei — a magas ¢és az alacsony esetszamil 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 formadja
kozotti kiilonbségek pontosabb értelmezéséhez a microvasculatura szintjén, ami
kiilondsen 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 korrigdlo hatasat. Ez a vizsgalati mod a
jovOben megteremtheti a biologiai kezelések érzékeny prognosztikai
elemzésének lehetdségét, ami adott esetben koltséghatékony terapias

modositasok eldmozditoja lehet az adott beteg esetében.

Az Hp polymorphismus és az MBL szint meghatarozasaval a majcirrhosisos
betegek koziil kivalaszthato egy, a bakterialis fertozésekre kiilonosen fogékony
csoport. Ezen betegek szorosabb kovetése indokolt az esetleges infekciok korai
észlelése szempontjabol, tekintve, hogy Hpl-1 fenotipus és MBL deficiencia
esetén az infekciok sulyosabb lefolyasa varhato. Tovabba ezen szerologiai
markerek eredménye az antibiotikum profilaxis bevezetésekor a haszon-

kockazat értékelés 1) szempontja lehet.

A tapcsatornai vérzések altalunk kidolgozott kockéztati értékelésének széleskorii

crer

megtakaritast eredményezhet az egészségpenztar szdmara.

A peptikus fekélyvérzések ellatasaval kapcsolatos orszadgos felmérés adatai
egyértelmlien raviladgitanak, hogy mielébb célszeri lenne a vérzébetegek
ellatasat megfeleld méretl, tapasztalata €s felszereltségli centrumok halézatara
alapozni, mindehhez azonban eclengedhetetleniil sziikséges a finanszirozas

racionalizalasa.
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VIII. OSSZESITETT SCIENTOMETRIAI ADATOK:

Osszes: Kandidatira utan:

Lektoralt in extenso kozlemények: 77 58
Idegen nyelvii 45 35
hazai idegen nyelvii 2

elso vagy utolso szerzo: 31 22

Tankonyv fejezet: 16 16

Konyvrészlet: 29 22

osszesitett IF (2012): 120,6 113,5

(kevés szerzos: 72,9 + sok szerzés: 47,7) (65,8 +47,7)

Utols6 10 év publikacioinak szama: 48
Impakt faktor: 63,5 + 47,7, citacié: 614

Osszes citaciok szama (2012 dec.): 624 (fiiggetlen 492),
azt a kozleményt hozzaadva, ahol csak kollaboracios szerzoé vagyok:
osszes citacio: 730 (fiiggetlen 572)

Hirsch index: 15
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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, Gy6rffy 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 egységes arculatanak kialakitasat,

Szegedi Gyula és Féslis Laszld akadémikus uraknak, akik a nem 0Onallo
gasztroenterologiai tanszek kialakitasat lehetove 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 féorvosnak az eredményes szakmai egyiittmiikodésért,



dc_562 12 196

kival6 munkatarsaimnak, Palatka Kaérolynak, 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,

kivald 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 gasztroenterologiai 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, Melinddnak ¢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 gyermekgyodgyasz 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 péld4javal mutattak minden koriilmények kozott

utat és adtak biztatd tAmogatast.



