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2 i oaié ""R01-GM-44100, HL 58688, HL55330, HL60234 *
A242365 [as°Tiasaiial *ifioeo6os ¢aisia' (National Institutes of Health). O8 & 41674 1aaieie 1daaaie ia aaiéé aeiasa.

a0eoo.

i &ai

i5°40° 230a3a6% 081i416e0°a [Mansouri 6a %ig., Thromb. Haemost 48: 286-8, 1982]. Iiiéacaii, u
iiiiefieasd aoaeacp (Ni) ide iecuees &licaiodas® 6 iaaa’ ididecaiastio &% ia aa &&o itaag 6.
]

Aaiaceo aé ° fialp cadaidpaall | Ul 5aGaeoadec®oun caiagaii | ia+%iée. Caiasali ilea 5adaddadecoaadenl
aeoociel aal TNadaaéiael 1aédichi, Ul ca+%ia® +anoi+éo ia+iée. Ao%NEia®+i® 6aéoide 2aiadeds aésp+apdu, aiseesas,
e 3 A3. 3 ABKAR A R A x s DE®G 501 03 %ig® E9B3BRNES

Diagnosis ® Therapy

Aaiéé aeiad®a +anoeial iiitaaieé ia 4°686800°,

Oagel +&ifi, aaieé aeiad®a a%ailiedun &1 ATATad &380aail | 16166280888 a4l cideai
ia6ioa. Aaiéé filica 1adazaa+a® aé& aéaii 1ag®ioa, Nodassaap+al aal Ndeéuilal ai deceéod cadaidpaaii aaiacedt,
addaaaii  aailio 1a6®io6 6adiadaaoe~ii; éfiliced®s, ul i*oedlu aa éo6 é&%6uéiou ililiénead asdaéasdh, adaéoceaio aé
&°60aaii &aiaceod
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jaideééaa, gii*acead, iaoeéaiia, adadai®iidaio, ]
ia6%iod &%8%a ° al, i*a +af ¥faadl iPié cafioiidaaii &°83%a, daaaaii 1ao®iod o6adiadadoe~ils éfiilgeds, Ul iPoeol
ilifiéfiea acaeaodh, a &%€uéino®, adaéoeai’é aé &°édaaii aaiaceod 6 iad*ida

A cighio aiiago® aaieé aeiasca fAoIRGCOUR Tifidasie, Ul I*fioeou Roeniaiee dac NI iaae+il; 6 +efioioe. Tifoasia
ilacd 1a0e aceéanéd, ia &% 4T, UT aaiéé aac ileeia cafolfifaddace aé &°edaaii 5aiadédd 6 Tas™ica. 11-°ielio
aal a aiifaiaii  ai ouiai, iinoa ea iaoe aoeéaoéd, ia &% oéagail, Ui daieé aag ilecia aaiaeoe 1ad*iod a
ifoaiaii® ¢ a3aaaii i 3a1a080-1a08dp+e6 &%6%3 (014l Aaiadioléfie+ied &%6°a), iaideésaa, avadcal®iteais. Aachiia®aieé
NI ileea ciadtaéoenu & foiPe® ¢ aachita®aiel aciofi, aaciifa®aiel 1éfieali aciod aal  eenai-ai*hiel  aach
AaciitaPaieée NI ifeea a60e i6&fid0P & Moice® 18& &1i6aiosas%:, Uliaéiaipa, 6easecil 0,025%, iaideésas, Uliaéiaina,
ideagecil 0,05%, 0,10%, 0,50%, 1,0%, 2,0%, 10%, 50% aai 90%

Oaélae aaieé 481a6a 486p+a° ¢anoifidas al cafifad ae e&°éodadaii aa

a Seprode°, Ul %iaces® (-1 cadeua° azaiacioede lesaé &%
casesas® 8e&%0el. NIDD=6143800-i5101T56°38T;, ALT=Aesiaa0618a asalialcilosainoadaca;
TNF=0628018 i488ico 16668ie a806a. Dacosidade 15aafdaaE polU Aadaal cia+all + RoAIAAB0F a°ade8ail (SD) &é
6-8 ie@aé/ad6ie *6<0,005.

ia 0°5.2 iBasnoaseala 5°a8041a, U 116ac6°, UT 48cTA4Ieé CO cadela® aiadioede 4% TNF-o-Sia0eaail; casesas’
8&%08i AiMATAN, Tacasaeeiel &% s

NiD/538-z& &6 casaeeiel &% a80eaas®; NF-«B. Ni=ilifiéRea ao6agaop;
i

A
i18%03 i14%8 ; TNF=628015 (488ic6 i6deeie asuda; BAY=BAY 11-7082 (%i5°%6° 260&4a6°p NF-<B); A=Al
(iadapéiaeed®  NF-cA-3608846°% ),  ODQ=1i{1,2 4]leRaaacisl4,3-a]6%eRassi-1-i  (Rasasoeaieé  Sia8%018

284118°00R 86 &TiosTen). T1eacal® Sacoeuoade aé pou Alatp Aadaal® cia+aii +SD

i aé¢cladiiéé CO c¢adéuad® aaiaoidede épaeie &%

D
Q-
=5
D
-
Q)
O
_o

é i} é i
=TNF- o/ActD. Dagoe&loace aé pou ffalp Radaai® ¢ia+aii +SD ¢ 3 facacaaeiéd aéfiadeiaid®a (0de éii*dée a

a O°a4 idasfoaacaia 4°aa8ala,  éa iMeéage®, Ul aéglaaiieéé CO © ide+eiib ¢a®élwail a808aas®; NF-«B &
6 1

aiaoioedas. Ni=iiileréa acaeash; i14°08 =e%iiadia i14°%8 , BAY=BAY 11-7082; CM=Adi’z 6&016%°a (TNF-y
(5001a8), IL-1p (10014/i8), ° IFN-5 (1001a/i&)). Tieacai® dacosucace 4&& bou Aiaip Hadaai® cia+aii +Adaiaadoia
i138°01°R0u (SE) 51 ,001, &%&iMAfl

ou 10iéi

ja 0°a7 idasfoassaia &°addaia, éa | i aeep+a°
aéfiidanp INOS. CO=iiiliéfiea aoaeash; i14°08 =é%iadia i14°08 ; BAY=BAY 11-7082; CM=fi6i*s
) e i

Z
T
7
I
Q)
Q-
:
O]
8
(o)

acbeloade 4é pou Afaip Radadi® ¢cia+aii +SE ¢ +10ea010 iacaédacied aéfiadeéiaio®a (0deé éii*dée 4
€ieeilid), *6<0,001, &%&iTRil i1a°00 ° 114%00 /AAY-14d1464ied é8%0ei.
la O°4.8 i[a4aaaia éadoeia aafoadi-aéloéias, éa iféacd®, ul aénidan® 4&°éa INOS & &aiadioédad Micoil
, . X

: éaco’,
ca%EUBo0UR 188 aieea® TNF-o i8e fa aiffio® NI 6 i16%ai ii° ¢ aigeall 0%6tée TNF-o. INOS=NO-Agidaca, Ui ia6e6°duf ;
CO=iiiliénéa aoaeadhp, ia%0d =é&%iadia 1M&4%08 ; TNF=TNF-o/ActD; p-Actin=€lidcdiétiee 4&°€ié. Zi6iiagio ° oéitaei

a
inos "=ie® ¢* ciaipailp INOS-agoeairfiop; L-N10=L-N5-(1-3i%itacee)isicoei-2iNI. Tieacai® dacosuocace a
fiadaai® cia+aii +SE ¢ +10eduid iacacdeeied aéfiadeiaio®a (0de éii*dée 4 éieeilid), *6<0,01 &%&ilAiT ia T

TNF/ActD ® CO/TNF/ActD-1ad1aéaied éé&3oei.
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fa 0°5.10 isasnoaseaia &%a30aia, &a ileace®, Ui CO, géé adciaalil  aataeoud ia8apéiaeed®
TNF-o/D-Gal-*ia6é7aailié 6daseaiip ia+%iée 6 iépaé. ALT=fesiaacéiaa asaibiaibilodaiidadaca; CO=iiiiienea a6a8aop;
18%08 =&%iadia 114°08 . Dacosnoade &é pou fialp Radaai® cia+aii +SD a& 18-20 iépaé, *6<0,001 &&ilAil Tasiasaied
14%08 1.

ja Ora11A-111 1daaRoaasai® 1°esi6101adas’; cdace®a ia+%iee, &° itéacopou, Ui NI, &&é aéciaaiil aalaeoud |
ia8ap&laeea® TNF-o/D-Gal-*iacéiaaiiio 6daseaiip ia+=%iée ¢ iesaé. 0%4.11A * 11A: cdacée ia+iee iewaé, Ui Paaapoun
&% e%iaoiial a8 ° Ni, &%zi1a%ail, casadasai® aaiadienesdin oa alceii (I & A). 0°5.11N ° 11D: c¢dacée ia+°ige
TNF-o/D-Gal-ia81agaies iépaé, Ul Paaapoli &% &%iadiial 11a%08 3 Ni, a%aiia%ail, caaadasair H & E. O2a.11A @ 11F:
cdacée ia+%iéé TNF-o/D-Gal-iadiaéaied iepaé, U iPaaapoul &%, &%11adital 114%08 ° CO, &%aila%ail, casadasal® as
43088004311 adoealaail; éafiace-3. 08.11G ® 111: cdacée ia+*iée TNF-o/D-Gal-iadiagaies iesaé, Ui Pasapoun &%
evijadcital  114%08 3 co, &24114%4i1, 3 cagadasal® ¢ canodifioaaii i dadIPasLIT,,
sacieneiossaiosaseodaifdadaca-linadaasiaail; dUTP &%6aal; “i°8"-iase’siaée (TUNEL). Cladaseaii °© odilagie
fadaaiaetiaie ¢ 15-20 fadaaiael/ia+Pied aé 3-4 %iaéa*a0as0ied 1epaé/addio. Nioaa foaitaeou 20i8i.

ja 0°4.12 iagazaia 610146a6° aafoadi-asloeiad, éa iéacd®, Ul 1a+%iée ierpaé, &° Paaapoul &% TNF-o/D-Gal 3
1a8iagai® @& 60 %igae 6% CO, &ailiiodopol Padéuai® &%ai° a%6éa 1NOS. Asééé 0&1=3888é o0& 1&paé;
iINOS =iNOS-3a5°6e0® iew® Ni=iliiiéRnea ac3sach; 1a%08 =&%iadia 114°08 ; TNF=TNF-o/D-Gal; p-Actin=éfiosiénieé
a3ie.

ja 0°5.13A-13D idaafioadsai® 1°651610130a6°%; cBacs®a ia+%iee, &a iféacopou, Ui ia+iee idpaé, 8a Pasapoul &%
TNF-o/D-Gal ? 1a81agai® ¢a alifitalp ®idae 6% CO, 4ailifiodopdl Padeua® &°ai° a%6éa 1NOS. 0%5.13A: ¢dacié ja+%iee
e, Ul 1Pa3a%uf 8% &%iaoital iMa%os . O°4.13A: cdacié ia+fiee iee®, U Paaatoun  &°; CO. O°4.13N: cdacié
ia+iige iew®, Ul Paaatoun &% TNF-o/D-Gal * &%iaoiial 11a4%08 . O°3.13D: ¢dacié ia+igée iee® Ul 1Paaa%oufl &%
TNF-o/D-Gal * CO. Ciadaseaii ° o&ilasie ideéeasaie a¢ 6 165aied 04adei ° 6-10 &%ies nadaaiael/cdacis ia+vige.
Nioaa roaitaeou 20iéi.

ja O°a.14 isasnoassaia s°aasaia, éa iMéace®, Ul NI ja cadela® &°a odasedii  ia+liéé ca 4°aR6dINH°
iINOS-66i86%; /aéfidan; . L-NIL=285°48166168a L-N6-(1-°1%1a088)&%cei6-10 (fiacasosaieé 25°4%018 iNOS);, CO=iiil
18fea a636ach; 114°08 =&%iadia 114%08 ; TNF=TNF-o/D-Gal. Dacéetoade aé pou Aialp Radaai® ¢ia+aii +SD a¢é 6-8
054a8&i/46616, *6<0,01 &°&ilAiT CO/TNF-o/D-gal ® i18%08 2 Ni-&fiosiea.

fa 0°a.15 iBaarioassaia eadoéia aanoadi-a&ioeias, éa iéace®, Ui 1a+tiée Ni-ladiacaies iesaé &ailinodopou
Pagelaio aénisanp -1 i6e ia aifRe® ° ca 4°aR6oiRo® TNF-15 o/D-Gal. Ni=iiiiférea ascasasp, 114%06 =é&%iadia
14%08 ; TNF=TNF-o/D-Gal; p-Actin=&iiosiéuieé 4°&16. Asio °© d&itasl aé 4416 iacasaesies aéniadeiaid®a.

ja 0°a.16 idaanoaseaia eadodia aanoadi-aeioeias, éa iféacd®, Ui 1a+%iée Ni-iadlasaies iesaé ia aailifodopou
Paaeuaio agiisanp i1-1 i ia 4ilR6® aadl ca 4°aR6diiHo® TNF-20 o/D-Gal, &ui iINOS 2i5°%a6pou, cafoiiiaop+e L-NIL.
CO=ifilieResa a6s6asp; 114°06 =&%iadia i14%08 ;| TNF=TNF-o/D-Gal; p-Actin=8liddiétieée &%ie; L-NIL=285°4816&1684
L-N6-(1-31°i1adeé)eceio (hasadoeaiee ia*4%018 iINOS). A&id © d&itasl aé 2 iacasassied aéfiadeiaida.

ja 0°3.17 iaafoaseaia a°a3daia, éa ifeacd®, ui Ni-siadéiaaia -1 © casefilp i61d0e TNF-o-*1a0éiaaiial 68aeeali
ia+iee 6 iépaé. ALT=hesiaacéiaa aealPfalbiiodainocadaca; 118%08 =é&%iadia 114°06 ; TNF=TNF-o/D-Gal;
Sn=1&iai-isionies’sel  (%is®a®eid i1-1); VP=V-PYRRO (&iii® 1éfieas aciod). Dacéeudadse && pou Ai&ip hHadasP
cia+aii +SD a& 8-10 iepaé/adoie, *6< 0,05 4%ailfiT CO/TNF/D-gal-iadiagaied iepaé.

ja 0°4.18 idaanoassaia 4°a50aia, &3 i1éace®, Ui %ja6és® i1-1 © cadeniip 4°a TNF-o-*i40818ailal odaeeaii ia+tige,
jacasasell 4% INOS-280&41TR0°. ALT=Red1aa081aa asaibiaitiiosaifdadacs; 114%08 =&%iadia 114°08 ; TNF=TNF-o/D-Gal
L-NIL=4e5°58166168a L-N6-(1-31°%Tades)é’ceio (Rasadoeadieé 25%4%018 INOS), NibD=géiaacuo-isionies’sel ((iacsold
i1-1); INOS"=INOS-325°680% ieg®. Dacoslidaoce &é pou RAialp fadaai® cia+aii +SD a& 6-8 iewaél/adeid, *6<0,001
&35i1RiT 114°08 /TNF @ L-NH/TNF.

ja 0°5.19 isasfoassaia &s°asdaia, ea iéace®, Ui aé  Ni-iacéiaaital cadefod aaiadioec’a iesaé &%
TNF-o/ActD-ia08644a1T; caaeaas® &&%0ei iatadtaia aénisan® (-1, Aeseeé o&i (+18i° Ridae)=aaiacioeoe, aés®éai® ¢

16paé 4881aT 08I0 C57BL/BJ; hmox-17" (8°%6° Ri6ae)=5aiacioede, aea’sal® ¢ iewas, Ul ia iapou i1-1; Ni=ifiersa
463640p; 114°08 =&%iadia 114°08 ; TNF-o=TNF-o/ActD, *8<0,01 &ailAiT &%8i, ia T48148aie8 TNF-o/ActD, ° &°4MAIT
TNF-o/ActD-1487484185 86%0&i, &° dadiee Tadiasai® CO.

fa 0°%8.20 idaaficaseaia scasdaia, éa ileacs®, Ul aé  NO-Siacslaailal cadefids aaiadiees’a iepaé &%
TNF-o/ActD- 386868301, caAeaas® 8&°0ei Mod°aia ashidan® (-1, Asseé o8l (+161° fAi6ae)=aaIadioede, Ae&%6al ¢
iepaé aeeal 08i6 C57BLBJ;, hmox-17- (&%° fi6ae)=8aiadiosde, aea%ea ¢ 1ésaé, ol ia iapou (1-1;
SNAP=s-%8icI-N-a6a06&iai°668ai% (4116 NO); i18°%8 =&%iadia 1188 ; TNF-q=TNF-o/ActD, *p<0,01 &°&iAil &&%8i,
ia 1481484168 TNF-o/ActD, ® &°%4i1RiT TNF-o/ActD-T481a64ied 86°08i, &° dadle 1adiagai® NO.

ia 0%8.21 idaaRoaasaia a°aa8ala, UT T6ace°, UT 18e°, UT P4sapoUA &% CO, cadelal® 4% asadalbiloal-iacsaain;
6dazeall Ta+ie. ALT=AeadIoNa asaieialbiiodainoadaca; i14°08 =&%iiadia i15°%08 ; ADAD a6a0ai%iioal. Dacosidade
46 bou AIaTb fadaal cia+ail +SD a8 4-8 i8paé/adsie.

Oadi® "iiiienea acasash” (aah "NIY), Ui 4e8I6AOTA600UR 060, TeR6® ileadse &igé ifi
BacTila4ilio Roal, Aoshiaiee & &%8N6 aede & aal BSic-eiaieé 6 alailo Bic-ei®. Aedac "sliiices®  IiiMeneas
a63640p" ° "0adiacadde+a ENilces® | UT IR0l iMieRea adasach" aeeideRval® a TieR® a& iicia+ail  &aciita®ail,
adl &°a8l; 8liiices®:, Ul PROSdU 1MileRes a656a0b, &6 lleia AaTade 1a6%d6 Y/adl &1 165ai6, aidessas, 1a+Siee.
[Bagosep+eé 0aB%aasl Aécia+a°, &a Oi6ia 0aBIacaAdE+IT; ENiiices?,, iai6eseas, daciilacaia, &°%46a a4l T4844°,
aaciilaaia ° 5°aea, © 1adadaeeilb 46 4ai1aT caRolR6AaIi .
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)
féaaé po 7 1T€%ig6pou dacoelos iTTa%a e%@6aaii aaiacedos.
Ae  3acta 46480eaI° &%6BIRO iTiTeRea0 4656a6h cae-aéil fesasapol aase-eéié & a%aiacii® idedéécil &%

0,0000001% &i 0,3%iaf., iaideééaa, &°a 0,0001% idéaéecii &1 0,25%iaf., 1adadaeeil, Uiiaéidiga, i6edéecil 0,001%,
aidéééad, uiidéiaiga, 0,005%, 0,010%, 0,02%, 0,025%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%, 0,08%, 0,10%, 0,15%, 0,20%,
0,22%, aai 0,24%iaf. ililienead ad&éash. adadaesei® s°aiagiie aéep+apou, iaideéeas, 4°a 0,001% ideasecii &1 0,24%,
ideaéeécil 8% 0,005% &7 0,22%, 1déaéécii 0,005% ai 0,05%, ideaéeécil 4% 0,010% &7 0,20%, ideaéecit &% 0,02% &f
0,15%, idéaéeécii 8% 0,025% &f 0,10%, aai idéaseécil %8 0,03% &f 0,08%, aal ideaéecii 4% 0,04% & 0,06%. Aé
&°a8ed oic+eita NI 46a608ai® &°%6UEIA0° cae+adil Mecaaabol aase+ele & &%aiaciic ideasecii 4% 0,0001 af 0,0044a
Ni/100a &°aéie, iaideéeaa, Uliaéiaiga, 0,0001, 0,0002, 0,0004, 0,0006, 0,0008, 0,0010, 0,0013, 0,0014, 0,0015,
0,0016, 0,0018, 0,0020, 0,0021, 0,0022, 0,0024, 0,0026, 0,0028, 0,0030, 0,0032, 0,0035, 0,0037, 0,0040 aai 0,0042a
Ni/100a aiaital oig+ei6. ladaddeei® a%aiaciie aéeéb+apol, aideseas,
ideaéecil &% 0,0015 af 0,00264 Ni/100a 6°aéie aal idéasecii 4% 0,0018 af 0,0024a Ni/100& &°aeie. [dagoeeop+

6a8°a6 i coicoi’el, Ul & caéaeeiiio® &8°a canodifndaai

iefi® &g iicia+aii ocdadeie, épaeie aal a%ai%iil, &°a é&paéie, ai éiy
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o o
ideeéaa, i°die’cedeiia® agéasi;ae, oiéfiéi ¢ Amanita phalloides aal i
(fi1é & ° i), @&%i*éoeideaiee iiiliad, +ioedliodeidenoee &advaéadu, aadee’e
e6idiai’a, aéiaoeeitoodicaid, jaceéaia®aice’, 611610 i :
aich-i & i (TCDD), 040dadeidadai, 0400adeidaoésai, 2,4,5-60¢i001018618
&8%ai° "00ad' i° g%ee", iaideeEad, 464506l ° 4o6aaiie.
206 aiaoe00, 4eMéiioidd @ediea °/aal eeiadodd (ifeeiad’ii wé’de

0 , faidééeaa, a [67aio® The Merck Manual of Diagnosis and

, 42, Section 4, Chapter 44, ® Section 4, 5 Chapter 40, ci*io éi; & an%é
0° ATada&lit 4éep+aiéé 060 6 aeade &° ifiéeaii |.

i T 8%86p+eé 83830 ifeed 11i0ade0e &

adau- ééi AilRTan, a%aliei a aai’é 4aéoc?, iaidéééas, 1adad’d p+é 06iés%p ia+diée,

z sifodaifdadace (ALT), éodeeil Oifidadace (AD) aal a°6°864°%6.
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l

il i
ioeaéeécii  30iéi.+., 50iéi.+, 75iéi.+. 00igi.+., 125i&i.+., 200igi.+., 250i&i.+=., 500i&i.+., 750i&i.~. a
it L ; ) N

daciadadail. CO ileeia 4aia
i

1000iéi.+. CO ilecia &aigede 1a6%*ioo °iioeunil a
3 i

O Q» =j -

84 ideaéecil 79%ian., &°
&°a 0,0001 &t 0,25%ian., 1adadaeeil, ulidéidiza, 1déaéécii 0,001%, iaideésas, Uliadiaiga, 16eaé

6
écii 0,005%, 0,010%,
0,02%, 0,025%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%, 0,08%, 0,10%, 0,15%, 0,20%, 0,22% aai 0,24%iaf. (adadaeei® &°aiaciié
giidaiodacé ifiliénead a6aeadp aéép+apol ideaeecii 4% 0,005 & 0,24%, ideaéeécii 4°a 0,01 &7 0,22%, idéaéecii 8%
’a 0,08 af 0,20% ° ideaéecii &% 0,025 &1 0,1%iaf. Cacia+a®oufl , Ui éfiilgesd

1i64i0das® ie il

Q)
w
[ON
=
R
el
=
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-
Q:
O
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O
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:
Qe
O
e
O
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i
e & 1% aéal &%uga)

i
a6 aodeacp aeéua 0,3% (o0aéeié &
i 8448%8Ue4a 45806°8) & casaaeiifo® &°a cafioifioaaii .

i 3 & adal éliodiepaace adau- éei d%aiieil & aaié daeog® AitiTaln
0aé® fiiifilae aéep+apol 28380816%1°+ia 4a0a8004all , 3acTad 0611a0Ta6ad%, BaaPcioliia aécia+aii , %i68a+adalio
2afnidas®p, éiéideiadcd®p oa agaéodid®i*+i® filfitae, 1Ritaai® ia canoifidaaii® RNagaédoeaied iaiddal [aedefu, iaideéeas,
Sunderman 6a 3%ig., Clin. Chem. 28: 2026-2032, 1982; Ingi 0a ®i@., Neuron 16: 835-842, 1996]. D%ai® iiiiiéfiead
a6agadp iaiga i*éuéliied +anoié ilecia aacaéddaace, iaideééaa, filfiaaie aacial;, O0Tiadciadad®; * daa’igiofiital
aécia+aii . E&% ofal, & aaiPé 3380¢® &M, U7 a &°1&1a3+i%¢ o8aiel® ileia aei*dpaace &% ililienead adaeasp
ii® aéoé iaiga iéi.+. c¢a afMiialp aaciaiai Aaifida, idadpp+iai & fadaai*é °idda+adaii’ée a%€ i6° [aéaénu, iaideééas,

Morimotoetal, Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol 280: H482-H488, 2001].
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ida4esl, d°acia aé ° Alalp alaiéé oig+ei. [Beésaae Bic+éi%a aéép+apol 6°¢°TéIa3+ieé Big+ei ¢ 6ifidadiel & i

(PBS), Celsiorny, Perfadexm, &ic+ei Eiéediia (Collins), dic+&i 6808206 * &ic+&i ¢ University of Wisconsin (UW)

[Oxford Textbook of Surgery, Morris * Malt, Eds., Oxford University Press (1994)]. A 71aifié aad%aio® aaifal
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iBioaasse, iaideseas,
baiodass;) aal a°afiAil
088838 sigh; 816 5°; TiiMeReas aoaeach [a6aeRu, iaideseas Hattler oa %ig., Artif. Organs
18(11): 806-812 (1994); * Golob 6a %iz., ASAIO J., 47 (5): 432-437 (2001)]
Aasieaiada ¢ iisiasiel denen
O aa &8 aeiaasad dascall Paaaaadce ai fMefiead adaeach iac™ioa o%eell. Aaieé ias™id ciaslaedoun

Qa»
(e}
[
[
[
O
o T

adaeacp +afol aadaapolu & +adaaid iidieeieid 1a6*°i0%a ¢ iadlp fide ii alféaaediip i°a +a i
[aedenn, iaideééaa, Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (

0ad%ad |1 ¢Olcoi*él, ul aiaéia®+i® idivaadde iieia canoiifadaadce a&  aaaaaii  éiiilgesd®

a
fi

-
=
[0}
13
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Eds., Oxford Universi
Cafoificaaii aail fi
Adieé aéiadca oaélee 1adadaa+a® jadésp aal aéni

- i
ty Press (1994)]
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-1, 6 aé&aeaies &&%
aideesas, iadasliatiaioies) aai

i-1 ifesia *jacéoaace 6 iag™idca acau- éel i

ai, aéép+ap+e dazeé® iavaée, 6eoiélie, aidiiie, giaeé pié, daéiae
aénidaf®, (-1 [Choi oa %iw., Am. J. Respir. Cell Iig. Biol. 15: 9-19, 1996; Maines, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.
37: 517-554, 1997; @ Tenhunen o6& 3i@., J. Lab. Clin. Med. 75: 410-421, 1970]. {i-1 oaéiee %iadéopoun 6 aéfie’é i*6®
&¢iliai*oieie adaioaie, Ul aéééééapou Téefnépaasuieé nodan, aéep+ap+e Tadiénea afaip, adaioe cieaseadii a&€60ao3io,
OO-nisiiciaii |, aialofefiei ° &%adién*p [Choi o6a %i@., Am. J. Respir. Cell iiz. Biol. 15 9-19, 1996; Maines, Annu.
Rev. Pharmacol. Toxicol. 37:517-554,1997; * Keyse 0a %im., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 99-103, 1989]. Aédac

"dadiadadoe+ia éliiigés® , Ui i%h

8 111" fgia+a® 6adiacaade+io éiiiices®p, éa IPRoSdU 4dal- &&é aaaio,
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aiibadeoei, iieeia
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pra)
=
o
o:
W
=
o
O
a»
[0
=
oy
iy
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i /i6i6%eaéoeéa aaiadéodd ca aili
ifeoeadie a& e&°eoaaii ofe

A& in vivo aéfiadeiaio’a aééiderdase 8-12-0éeeiaded nais®a C57BL/6J (Charles Rivers Laboratories, Bar Harbor,

ME) ¢ iofifioaa inos”-iépaé ° iepaé aeéial 08I (2aaaaied/0068i0aaied 4 6i*aadheoad® *ofacdaa).
eeaii 1a+%iée

o
[
[}
w
QR
=
—_
(el
O
e
-_—
O
x
-

Asoial iepaé aalaeee TNF-o/D-gal (0,3i84/8id/iepa, a&icod°piui+adadsiil, &%a&Ma%ail). A casasiiio® &%
aéniadeiaioaenied oita aa &3 ieg® ideéiage CcO (250iei.+.), fagaéoedieé NO-aiiid
Tz-éﬁiﬁe-1-(|3éié3aéi-1-3e)a3égéi-1-3éi-1,2-a3ieé<‘> (V-PYRRO; 10ia/éa 1*awé®6il (s.c), Alexis Biochem., San Diego, CA)
3l &laasuo-isionisscsei (NiDD, 5ia/é3, aidos*wiui+adadsiii (°.8.), Frontier Scientific, Logan, UT). E&% ofaf,

éul Géacail, of aalaeée naeaéoeaieé °iaa%0id INOS L-N6-(-°ififaceé)éceiaesd®asioeidea (L-NIL; 5i&/és,
ai008%zili+adaaelil, Alexis Biochemicals) aal  %ia%a%0is {1-1 fefai-isiofiiesdei  (SnPP;  50iéifen/éa,
ai6od’giti+~adaaeiil, Frontier Scientific). Réul o6éacail, aataéée aodadaiiiéai (Sigma Chem. Co.; St Louis, MO)

i

08 iég® ag&%e & ¢ CH7BL/BJ, mkk37, inos” (&1&11%;, aéaaaal® & &aaldadidied 6ifaas) aal

) @ aéoeiii*6eili-D (Act-D; 200i&/ié, Sigma Chemical Co. St. Louts, MO),
) T40148a a080° cadeaasl &e%oei, ciédaia ailiolg, a iadaeiies
[a84éfu, iaidedsaa, K®m oa %ip., J. Biol. Chem. 272: 1402-1411 (1997)]. Aaiadiseoe 1asiae e CO,
i padesiairoeeairiii (SNAP; 250-750i8) aal &iaacé 5 &75°+

b8acail. xadac 43aiaad ou aiaei Pfie  TNF-o/ActD-iadiaée &&%
T 4 aecia+aii  2ee00°aadiing®, & fieh

iliitaoee)idicoei-2iNI (LNIO; 1-2i

1}
eie idlicaage * caaadaépaaée
ail dai*pa (0ai sed). Aa 6éa
I; Calbiochem, San Diego, CA).
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Aeoeaas®h NF-«B i6%ibaage, cafoifiiacp+e epoedadaciee Saiidoadieé aiag’c, &eéé fieRaieé a [61aio® Chow oa Sip. (J.
Biol. Chem. 274:10689-10692 (1999))]. Aeééeaaap+e Roefél, &aiacioeoe &lodaifd*éoaase 3¢ candifdaall |
NF-B-84ii50a8i66  &fif06686°% (pGL3-xappap &poeédadaca, 100i4/81i*d86; ° plEP-Lac-z  0,5188/61i°580),
aeéidefiotaop+e Lipofectint™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) & o6éacaii aesiaiesii. 16%66 aéhidai®; INOS idiaiasee,
canoiitadh+e &poedadacieé Baiidoadieé alas’c, &&é Tenaieé a [5141d° Lowenstein 0a %ip. (D&ifi. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90: 9730-9734 (1993))]. Aeéeaaap+e foeRél, aaiacioece 8iodainc°e6aase ¢ canoifoaaii | INOS-isiifoisies
8ai160a0ie6 &lif0868s%6 (80D2; 11864/61i°860)  plEP-LacZ (0,5164/&1i°6&6), & fieRail asla.

Epoedadacieé Saiidoadiee aias’c

Aaiaciceoe osaifoceoaase ca alilitaip igaci’a, & fieRail aéua, ° +~adac 24314, PRé  00aiN0a8s3; Tadias &é
&cieie fRogideaie. xadag 631a. PRE T+a080 Tadiase aiagcoaase epoedadacio agoai*fol (iagasaio a oitaies 1asies 6
0.1), canoififadp+e ias’d a& aiag’cod époedadace (Promega, Madison, WI) 3 &pidifiacd Aadoistaa (Berthold).
Dacoslidoade &i6adooaase 4%4iTa%aiT 41 a0a8084ITNRG® 08aIR0as6%; ° &licaiosas®; a°eéa.

AiRgcseeaii cfioad 483808161020+, a808aiiRd?

PRe  Tadiage 403 aéfodazcaase ¢ aaiadicecca. O &linaifionio 1R&*aiaiPfioln aaiéaacpaial;, AIE NF-«B
(Santa Cruz Biotech) a& 16%i&& Moiadchoad. Aifie®asaii cioad asa8osi8ida0e+il; 1a°60IRo° (EMSAS) isiaiases, &
Tiefail & [81410° Taylor 063 %ig. (J.Biol.Chem, 273:15148-15156 (1998))].

2j6ifaéio-aiagc

Aanoadiasio-aiagsc ioTataéee ia Tadaeiied 4aiacioecad a &0euddd® aal ¢ &fiaaiacca 1a+%iée, cafolfitadp+e
(Sigma Chemical; 1:5000). Cadaicaseoaase il 08836 OU 165 4°66a & a8fIadeiaioad ¢ &&%oeiilp 6610081 aal 100ia
&%66a ¢ &Mi15aia0%a Ta+°iee ia 61680 a& a8a8odioidaco & 6°a88esaiPailio 5a&° O IBER0OITRO® &14a086A0E66a00
i208°p (SDS-PAGE).

Aeiiofeis® Pioiianons®ie
acio®. Alodaase ¢&ce ia+%iee (ofaleilp 7 1°8dii) ° caaadasbaase aaiadiens&diii oa aiceili (I&A). C&ce ia+tiee
caaadashaase oadiee aé &a0addoaaii  TUNEL ° agoeaiaaii; éaniace-3, canoifiacp+e iaaide ¢a%ail ¢ 2ifodosss ie
aediaiee’a (Promega). Co%e ia INOS ci6il6eoi6%i’p asléoaase 5% éic +ib fedtaaceib, Ul i*fioedl 0,2% ae+a+eé
nediaaceiase asuadidi. PRe  +ial ¢d°%e %ieoacaase 1610 &l 1574 168 &%iadiPé 0aiiadaddd® ¢ aide-INOS aided’saie
aeé&ivefiotaoh-e 1%8a8iféli Olympus Provus. Aaiaoioeoe & 80s0068° Aaéf*aaée ia eeasaoeilaaia iédeaia feel
Roeiospaase, & o6éacail, ® 110% 6°6fi6aase & 2% iadadidiasuaas®s® Ul PRoeou 0,1% Triton X-100. Cafdifiacaase
T5ia81aa 48180aaii ° caaadasaii a& ¢8°%Pa ia+%i8e ca 4éi 0&ii aive-pb5/RelA 2ived’ (Santa Cruz Biotechnology;
1:350).

Aigea CO

Oaadel iPaaaaaee a°; Niise &licaiodas®, 250i6i.~. Aeseaaap+e noenél, 1% NI & 114°08° ci*voaase ¢ 11308 1 (21%
geiip) & ci*w0adslilio 6e&’iad® ¢ [a°daead®p+l; f0as® 3 110% [aidaae && & fée (6 8alado a& aieead ¢ 14 i

0,112 (3,70060°%) ¢ paead®iop ifoied 12&/64. Aé TiRoéiial asiPdpaaii &°aiPa Ni & &aiad® canoifiacaase aiasicadid
CO (InterScan, Chatsworth, CA). Efiéaiodas®p CO Paodeioaase ide 250iéi.+. i8io a1 aRUTaT ~ano. REUT aoél 1Tod%ail,
iepag altloaase 4 4aid 8aiado aé aieeao.

i-1 caseuae &%a odaeeaii ia+%iee.

Ca afese ainesasecaase, +& © I1-1 cadenon &%a aMosTAT 1idémall ia+ige. Dacosloadce idaanoaaéa ia 0%4.1.
Naio 1 1épaé C57BL/BJ aalagee &1aa&uo-idiolildo%ael (514/88, ai0o8°aiil+adaadiil). xadac 433ad ou +ioéde alasié
iepal aaiaéee TNF-o/D-gal (0,3188/813/1epa, 4i608°will+adaaeill, 4°4iTa%aiT). xadac 8&Ta. *fié  aaaaall TNF-o/D-gal
aei*dpaaee &°ai° RedTaaoetal; aeaiciaibilodaifdadace (ALT). 2a6es® -1 caila®aa° odaeeaiip ia+%iée, Ui aécia+ase
ca &°ai ie e6Taa0éial; ALT.

(10i&/200ia/ie, &°aita’ai). Eesoeie acodeicaase a CO 810 &l aéRiadelaivs. xadac aaaiaad ou &iaél PAé  oUTAT
Adcia+aee ee00°CAA0IROU 68%el, & fieRail a [51a10° Kirn oa Sie. (J. Biol. Chem. 272:1402-1411 (1997))].
A&aila*s6Ai° aeRiadeiaioe asep+ase Siedadaall 4aiadioeda id10 &M -5 ¢ 104.6.1./66%¢&i6 a4aila°86R6 &l alaaaail
TNF-o/ActD ° 116% &ifieaeeali  aeed0d°caadilic® 3¢ candifdaall | 4adaieéa 80&ROAES+TAT 6%6a0IATal. (a aaiké ITaae®
NF-«B Baiadioeoe 148146 ge fedail 3i5°4%016 Big=eifig a6aPa0686acE (sGC)
1i[1,2,4]1eRaaaci&l4,3-a]6%1eAassi-1-1ill (ODQ; Calbiochem; 2-10iél) aal NF-cA-i&%&%0sli BAY 11 7082, (10iéi).
Besosie 148148 && Siasaoidaie 1610 &N 1814 &l 1-&1aeiil; iliadaaiut; Tadiaée CO. (16° aiaadaseé TNF-o/ActD 3
aife’acoaase 86%08ie fa e00°caadiPiol ~adac 12414 NF-A-26084a6° © 8dede+iTp aé cadenos, asesesaiial NI,
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Ae T1za0eeaii  aaies, idasRoaasaies ia O°4.3 1adasii® aiacioeoe spadie, Taadmai® 168 dacads®; ia+viee &iiioa,
Tadiaé && CO ® TNF-o/ActD, & Tiefiail aéta.

Aieea NI ia 1adaeii® aaiaoloeoe ieg® U6Ba ° epagie a%acpou TNF-o-liadéiaaieé aifidic. 2a%a6aaii  aifidico
44ia01680% 14 cacaseedl &%a &aiadac’; cGMP, TR&%elée Mascasdeaieé %a°4%010 aoaiteecéésaceé ODQ ia aidep®
cabdend, caaacia+aieé CO (0%a.2). E& oiaf, Ni-tasiaga 2i5°ac® cadeaast &&°ei 6 iden6oiine® SB203580 (3-30i8i,
g%ace a& 838 (aal® ia iMéacal®). Oadel +eifl, adaéoe CO ia casaseadol 4% cGMP/p38 IADE-gé 66. A aaiés
a8fiTadeiaioad, aaiadioeoe cacaasas®al 1adiae é& CO 80 &ii 1ai%°; alaeie ai alaadaii af nadaaiaeua TNF-o/ActD.
Reut Ni-fasiass i+eiaee PRé aiaadaii TNF-o, Allidad?aase 1aipeé cadend (3ai° ia iéacard).

iaaasal® aal, &° ileacopou, Ul CO %a68e° Paaelail  aadil; 0daiféleas’; NF-«B ° AIE-ca' coaail a 3aiacioesas
16paé, Ul Aécia+ase ca a8oeaPAop NF-KB & &poedadaciiié daiidoadilic aiae’c®, EMSA ° ca Sidiicaaasdasaii 1 aé
aa048063a11  4adiT; oBaiREIeas’, RelAp6S5, 4°4iT4%aiN.

Ae Tasdeall aaies, iGaafioaasaies ia 0°a.4, idialacee 16°186 a608aa6°%; NF-«B, canoiilash+e epoeoadacieé
daiidoadieé aiae’s, & fieRail a [81470° Chow oa %ig. (J. Biol. Chem. 274: 10689-10692 (1999))]. Acseasap+e Aoeher,
Baiaoleede &105aiRG°66aa8e ¢ candiR6aall | NF-<A-8ail60a81e6 &lifd8686%  plEP-Lac-z ca 24414, a1 aladaaii BAY
11-7082 (10iél) aaf iiA° . Eesoeie Sisdacaase idio afi 1a1a. af NI (250i6i.+.). Epoedadacio aeoeairhou (iadaaaia a
6itaies Tagies &; O.1) l6%ipaase ~adac 6ala. PRe aieeasd NI aal ficis® 6edle’i*a (CM), Aesaaail;, ¢ TNF-o (50014/i8),
IL-1p (1001a/i&) ® IFN-5 (1001a/i8), &6 canoifiacaase & iiceoeaies &iiodieu a6 a80eaas’; NF-«B. Dacosioade
81548068268 5°4IT8%1T 4T 40a808AITRO® 0BAIRGA8E%; ° &livaiodas%; &4°68a.

Re Taadesaii aaied, idaanoaasaied ia O%4.5, 16°ipaase ca' codali AIE NF-«B, cafidifitach+e EMSA & 44iadioedas,
148146aie8 CO (250i6.+.). Asais~age iPaaeuali NF-cA-ca' coaail (aRUTAN), Ul casaaeddl 4% +ano, ¢ P&l ABRISAR
canoifilash+e aivedea idloe 850 (&%, 2, 5, 8) ® 865 (&%°; 3, 6, 9). Aé laadeeail aaied, daaRdaaAaIEs a
O°5.6A-6N, aeslicaase Sidilcasadasaii adaeiied 4aiadi6eda 46 Aaécia+ail aadil; &16asscas’; 865 i°Ré 4ieeaé CO
(250i6i.+.) 1810 &li 1414, Cladaeeali i5aanoaae pol aadi6 odaifeieas’ NF-kB (R05°%68e, &° adacopdl ia casal® ada,
Ul fleags° odaiReleas’ NF-«B) & CM ( & iicedeaieé éfiodieu) ° Ni-iadiasaies eesoeias &%aildil a°aR6OMAS®
816a8°cas®; & 6%08iad, 1451464186 118°%03 | (Rod°eee, &° aéacopol ia Ae® ada).

Aeoearrou NF-«B 4 &poeoadacilic Bail60adilio aiassc® &l 4a° 1°éa +adac A1aéi6 PAe  AaiPUal  e&%ei &
a0iiR6ad6 Ni. O a86ie Tadiace asep+ase Aoi’o 68018%°a (CM) & Ticeosaieé fAeaias, a oaéie Roaiaadd as To%iae
jaeRelasuiT; BailB0asIT; aedeailio’, ca e&fp 16°ibaace adagoe CO. Acagdeafiou o3aiRcads’, a iadaeiied

Ca ajeée aifigtasdaase, +& jaladaia aénisan® iINOS ° aaiadas® NO a& Ni-iiiiadaasiaail

&l cadenod aaiacioéod’a.
aiagee 16°%eo aénivan®;
iINOS, canoififadp+e époedadaciéé daiidoadieé aiag’c, & TieAail 4 [61aid® Lowenstein 64 ®ig. (D&IA. Natl. Acad. Sci.
U.S.A 90: 9730-9734 (1993))]. Aeécaaap+e Aoehsl, aaiadioeoe éiodaifd’ecaase 3¢ cafoifioaail 1 INOS-iBNTOI;
aiaeio al aieeas CO (250iéi.+.). Alfecaeeoaace eboedadacié aéoeaiPhiol (jadaaaio & oifaies taeies 6; O.1), é fienail
aela Noi*p 6801é%ia (CM; aeaéfl aela) cafoififadaase & iicedeaieéd &liodien aé acés’; INOS-aéhidan®; °
dac0EU0a0e Ei0aéodaace 8°aiTa%aIT ai a0aéoeaiind® 0daifdaés’; ° eiivdiodasd’; a°eéa.

Ae faddecali  aaled, idaafivaseaies ia (O°4.8, aéfidaR’h &%eéa INOS 1o°ipaage, cafdifitacp+e iaolaees
soitasioeias. Aeesasap-e fAoeRET, &&%08il® a8MOBAG0E ¢ 44IA0T6e0%a T4dTaé é& TNF-o/ActD 1610 ali 6-8ata. 6
iB&f00ITHO® * ca a%anooilie® NI (250i&i.+). Efosien® esoeie ideéiase 14°%00 aal oeuse CO. ia 0°4.8 cacia+ai,
Ui TNF-o i®*i*iaédii °ia6é6° iNOS-4éhidanp, oia® & és&%0éie, Tadiaéai® TNF-o 6 i8ef60iiRd® CO, iféacopol A6d0%aT
a°8Ueo %iaoés®p & 4°8€6 INOS.

Ae 1aadesaii aaied, idaafoassaies ia 0°4.9, 484% & 3aiadioeoe 1eeaé ¢ inos™ a4l iepaé aeéial o&ié C57BL/6,

"""" a. L-NIO (10]) a& *iz*asaali INOS & aaaaali CO. O° addie, Ui
i*adapouni &%, CO, ideéiage Taiiaiaciio 1adiaéo ai aiadadaii  TNF-o/ActD ° iid% ¢itd Tadiéé €énu CO. Ré 1é°ipdaee
+adac 12a8ia. c¢a AfNiTaip aééep+aii €def0ae+ial o°ie4o1aial, 4 ée&°0éiad, aa 4&°%andoi aal cid*4iaaia

Aisea Ni ia aaiacioece i61a686° 60044 Padeliail a8oeallio® a INOS &poedadacilio daildoasiiio aiaess® (0°4.7).
Noi*p 6&078%i%a ¢itad aeeldendase & iiceosaied &iiodiel 4 686 1ecliéladadosaiesd 0daifoads® 6 ° & Adaiaadd, ca &éi
16°ibaage adagoe CO. Dachi ¢ NF-«A-cagaeeiPiop INOS-a&RidaN%,, ATR0aS°aa8e cleesald BaiiB0adi6 agdeaiPiol &
aaiaoloedas, Tadtasaies BAY 11-7082 (0°a.7). E&® ofal, 1Mol ca’eupaieé &°%Me INOS 6 &%ila%au ia TNF-o 4

isefsoiiio® NI & 1i6%ai i° ¢ TNF-o Aaiél 11 Af&® (O°%4.8). Canoiitach+e aaiaoioede &% iewaé ¢ ciaipaiip
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iINOS-agoeai*fiop (inos™) ° daiacioeoe aeéial oeid, Tadiaeal® hasasoeaiel INOS-i&*4%018N L-NIO (1il, Calbiochem),
+& ileea CO cadenoéoe a&°a TNF-q-*ia6éiaail; caadeaaé® ca 4&°anooilfo®

INOS-280841TR0°. Adiadieede ¢ iafda+ap INOS a808alA° 14 cadelal® CO &% TNF-o-Siadéiaail;, cadeaas’ &&%el,
ofae

{a 11aa&° TNF-o/D-gal ca aieée zificaecdaase, +& cadela® CO, Ui aalaedun ¢a aiilifalb idae &%, iéwaé &%
60aesall Ta+%iee, Ul pacadt 8icadadcoun . Dacosloade idaandassar ia 0°4.10 * 11A-111.

Ae 1aa0ecaii  aaied, idaafdaasaies ia 0%.10, iépaé cacaagas®al Tadiae é& CO (250iéi.+) 1610 &M &lagie af
i®&éli6  TNF-o/D-gal (0,3i84/8i4/iepa; A&i608°wili-adaaeiil, &°%aiia%ail). °Aé  16&élié6 TNF-o/D-gat ia iég&é cila

ia+%iée 5°3404a8iA0 ca 6-8a7a., &léfaiél +eili, & 6ac6euoad® ailidicd A4iaoided®s, € ia in vitro i14a€® Tiehai*eé
aeua. Nestaaosiaa ALT ¢ iepaé, 1a81a8aies CO, Reeaaal ia 74% iaiea, e 6 iepaé, Ul iPaaapoun &% 114°00 .

Ae Taddecall  4aiéd, idaafcassaies ja O 11A-110, &locaase ¢B%e ¢Bacéa ia-%iee iepaé, Tadiasaies
TNF-o/D-gal 6 18eA606iifRd® ° ¢ca &%aR60oilRe® CO (250iéi.+.) 1816 aii 8aia., ° cadadaépaasé a& &adaéodaaii
aalaolenee®io ° aiceid (I&A), agoeataail, éafiiace-3 (U iféace® ¢a*élmail +adalily *idaifealino®) * TUNEL-iicedaies
€&%08&i (Taiamedied cd’elgaiei caéaiel £€%08iiel cadadaéaii i; 1a08ad cadedae® £€°08i). Rada cadadasai® 4 fei*e &ig®d.

Aisea Ni ifi*oif gidee6® TNF-o/D-gal-*iadéiaaia 6daeeaii ia+°iée, éa i6°ipaase ca I&A cadadagaii i. 1a=tiee iépaé,
Ut Paaapoun &% Ni, daélee aailifodopou iaiea TUNEL-iiceoeaied &e0ei, aailifiodopol laipa cadadasaii asoealaail,
gafiiace-3 ° 1apou 1i81ag0i6 61616, ENOSIENI® 18e®, Ul iPaaabouni &%, 14%08 , &° ideéiapol TNF-o/D-gal, &ailifiod6pol
ili*oia caiagdii ia+’iée, iaad é, éd1aiva+6 ° 406406 oidie.

Dagbdeuodaose, uf iadiaidppoun aélud, i*addadaeedaace, canoiiiaop+e &%ifiié’hadaded (LPS, Ul 0aélee iicia+a®oun &
aiaforenel) caibiou TNF. O aaied i*adaadaecdp+e6 aifie’aacali 6 aaaaaii LPS/D-Gal 4&° 4 dac6euoad® itadelali &°aia
fedlaaceial, ALT 4% éliodienital &% fa 20+/-5i%eifafie af >1000i%eiiafie, Ul &éi°Sbaaee +adac 8&fa. i°fie
a4aa&aii LPS/D-Gal.

0 iépaé, cacadsastal Tadtasaied 250isl.+. CO, ¢a’slumali ALT cieeaia ia >75%, & 250+/-751%eitafie. Ag
%j0adeaés’i-6 * ae aeée, ul &3 ciéasaiéé ai 65% 6 o6dadeil, ul 4aedapol CO, &%ailAiT éliodieuied cdadéi, ul aaedapol
iT4%00 (&al® fa iféacai®). ACRoliaciels® oéaiéie ia+vige 088 iepaé alasia®+ia a°Aomiacielad,, Ul aaififiode°dun °¢
canoifiéaail 1 TNF/D-Gal. He adtagai® ° Ni-iadiasa® iée® (dagc LPS/D-Gal) ia iapou igiaé odasedii , oia® & iég®
iadiaéai® 114°%00 i ° LPS/D-Gal, iféacopou iii*oia ddaseaii , 4éép+ap+& iadd &, €56iaida+0, °i6°euodad’h iaédid’ea °
cadelal® & aa &% 1°8°, & ° 6 iewaé, Tadiasaied CO ° TNF/D-Gal. Niificad®sace aa &° cidié a 1ad8adad caiasai
(1240 &6, &67ai0a+®, %16°%6100a6%; [46516%6°a). Oi8ia caad®aa’dun ° 46041 cad®ouR  aiaeia®+ilp a¢ ia Tadiasales °
Ni-tastagaies (ca a°afsoiino® LPS/D-Gal) ieraé. Nedcl iadasasiil canoliiacaase LPS/D-Gal 4¢ *ia6écaaii &ifodial

& 7a+°16° iepaé, &° Paaapoun Ni-zigead iPie 7ad7aéé TNF-o/D-gal. E&® 0141, ca aiéée aifie’asscaase, +& cadeua® Ni
inos "-iepaé aal itpaé aeéTal oei6, Tadiasaied nasadosaiel INOS-|i5%4%018N L-NIL (10i3/88, aido8wiui+~adaasiis;
aictaall, &feei® 2814.), a& Aaécia+aii , +& 80a° INOS-aéfisan® 060i8s°liasuio &fel. Dacosudade idaandaseal® ia
$25.12, 13A-13D ° 14.

Ae Taadeaii aaies, 1daafoaasaies ia 0°4.12, Rai6*a iewaé C57BLIGJ Tasiaé &e 115%08 i aal Ni (250i&i.+.) ¢a 1
siaei6 al a3aaail  TNF-o/D-gal (0,3184/8 13/iepa, ai60d°siti+adadelil, a%ailacail). xadac o°fiou &fa. ia+%iée
a0 a0aaee & 16%iee INOS-aéfidan®; ca alilifalp 2idilasioeissd. Dacosuoade iMéacopou, Ul INOS-aéhRisaR®  iTiesit
ca8UBO°dUR 6 118%08 IOEA-o/D-gal-1asiasaied iesaé, aga iMi*oil ¢caleusdoun 6 iepaé, 1adiaéaied TNF-o/D-gal ® CO.
R& 1+3864a&1f , *nos-1es® ia TTéacopol aéhidafns; INOS-a%6éa.

Ae  1aadecaii  aaied, idaanoadeaies fa O°3.13A-13D, a8&ficaase Sidiicasadasail ¢8°%¢*a ia+%iée iépaé &aé
48028004311  INOS-a8fidafi?;. C&ce ia+iee Taadaedaase 4%a idpaé, 1adiagaied TNF-o/D-gal 6 i6&fidoiiRe® aal ca
&°aM60iiR0° CO, ® 8% 1154°08 - ® Ni-&liodieuied iepas, &° ia idééiase TNF-o/D-gal. [a+°ige isae, Ui iPaaapouii &%, CO
3 ja i8eélap+ed TNF-o/D-gal, &ailinodopol iMi*dia caléleaii INOS-aéfidai®;. Taiaé M6oo°al a%elpa Padéuaii
a8fidan?, (0&acail caPelpali | cadadasaied a cagaidé &16°8 &&°%80) AMioad aase & 1a+°i6° idpaé, &° Pasaaasenu &°;
CO @ id&éiage TNF-o/D-gal. C&icoi®el, Ui iPadeliaia aénidan® &léascciaaia iaasiel esiaiiinies noasi. Ae Taadesaii
aaies, i8asnoaaeaies ia 0°a.14, &iRetasdaase  adagoeairiol  Nibiaceiaaiial  cadefos ca  &°anooiifno®
INOS-280&4111i0°, cafoififacp+e iépaé inos™ ° aéééé o0&i, 886 Tadias && L-NIL, fasadoeaiel %i5°4%0181 iINOS (L-NIL;
513/83, &i608%3il i

-a8a48iii, aiciaaia, &lei® 45° aiaeie). L-NIL aaiaeée ca 2&ia. af Ni. Ni-iasiasaies oaadei i1od
cacaasas’al 1adiae &é (250iei.+) 1870 &Ml 1474, &1 TNF-o/D-gal. Ca 4%aR60iTHd° INOS-66ie6%; /aénidanss, NI ia caasieé
cadenoeoe 4% odaseaii Ta+fige, Ul 16°ipaase ca &%ai ié RedTaaceialy ALT ° ca afilitalb &°Roliacield®s (aai® ia iféacaid).
Oasei +&ili, Aif, Ul cadenieé a0a8d CO, 8éé a3866°0Uf |, 188 TNF-o-*140874ailI6 68aseaii® 1a+°ige casasedl &%
iINOS-38084iii0°.
bien i1-1 a Ni-caseno® a%a ainosdial 6dasail 1a+%iée

Aai® idaanoaasai® ia 0°4.15, 16, 17 2 18.
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Ae 1aadeeaii  aaies, idaancaasaied ia 0°a.15, idlaiagee ioifasioeia ¢ iaoip AifRoadaseail  aéhisanss 11-1 a
ia+%6° iepaé, &° idééiase TNF-g/D-gal, 6 iB&MBOITAG® ° ca 4%aM60iTA0® CO (250i&l.+.). Ni-adiagai® ies® iléacopou

aaiasee L-NIL (5i8/68, aiood°wiui-adadeiil) ca 2aia. ai iliadaaiu; Tadiaée N (250i6i.+) ° élei® 214, iPAe
outal. Efiodisui® iee® ideéiase L-NIL ° casépasefiu a &%iaocilio i18°08° ia 0°4.16 cacia+ail, uil NI c&euwe®
L-NIL faaa° iPriauieé a6aso ia aéhidanp ii-1.

Ae 1adaa°dee casenil; die® Ni-iasceiaaiy (-1 (aai° idaaRoaasaic ia 0%5.17), iepal a3aaéé SnPP (50iéit6u/és,
Pagd®sil), fiasasoeaies a4’ -1, ca 5ala. ai CO. I %ighio, iepal aagase VPYRRO (VP), &iiid NO (10ia/éa,
Pagé®sil). VP Rasasoeail idécia+aieé aé aifdaase NO &aciliadasiul 4 14566, xadac alaeié iPhe i1+adéial, aice VP
04208l Pazasase &% CO 810 &l 1514, &1 44asaii TNF-o/D-gal (8848hu 4sua). xadac 6-85ia. aéciarase &%
Restaaceial; ALT. Cacia+eil, Ul CO ia caddieé caaacia~ede cadeno 6 0aadel, aa agoealrou I-1 aetetaaia. VP, aul

ala60UR ca 2874, & ° 110° éleel® 2&1a. PRé OUTAT, cadacia+6® cadefo 4% 6damall , Ul Aécia+ase +adac 8414, ca
afititalb aécia+aiu fiediaadeials ALT.

Re Taadeeaii aaies, idaafioaasaied ia 0%5.18, iepaé aesial 0eid C57BLIBJ cacaasasal 1adiae & 810 &l 24474,
L-NIL & i&oi%¢ aia® (4,511), & fieRail a [57410° Stenger da %ig. (J. Exp. Med. 183: 1501-1514 (1996))]. 1% 6&i iéai 3

»

i80i6 &140. xadac 44386 OU +1oede &iasie P& aaazaii NIDD aalzeése TNF-o/D-gal ° +adac 6-857a. Aécia+ase
fesiaaceias ALT. ia ©0°5.18 cacia+ail, Ui %i8086° (-1 caaacia+~4° cabeno ia casassii 4°a 16&fi00iiRo® INOS.

2j4iTasloeia a8ROdAsS%a Ta+liee iepas, Tadtasaied NI 6 iBef60iH0® adl ¢a &°4f60iTRG® TNF-o/D-gal, i1éacs®
(6°a.17), oaélee caila®3a® iiceoeai’ée dazde 6% -1 (0°a.16). Ae  acia-aii , +& ° (-1 saiodasuiip &%&iAiT
aéssesalial CO cadefiod Ta+%iée, canolfifadaase Telal-ialoniascsei-20 (SnPP, 50iéiieu/éa, 1°a@é%sii, Frontier
Scientific) & hagagodaieé a%4%018 adoeaiiio® Ii-1. SnPP 3foioil ciaizd® cadeni® adagoe CO ia aal*é i1aae’

Bagoelivane iadaada+apou, Ui ilgéoeaia 8aa6e o° Ii-1 © aaeéeaib aé casenies av6agd®a CO.

Ae aecia+aii , & ialascaia oadlee iigeoeadia daaee 6° -1, &Ul cadeno °°¢°étaaieé NO, iepaé Tadlas &é
badiagierst+iei NO-aiiidli V-PYRRO/NO. Aaigé adaio ia0a00aa8p°ouR 14+°i&ib, dap+é & Bacosidad® aéd%euiaii NO
gaiacivedaie. V-PYRRO/NO oaélee cadacia+6° cadeénod i*fié 4&aaaaii LPS/D-gal aal TNF-o/D-gal. Aé 16%i&e &ie®
i-1 iegae adacdase adiaasiaei ~&iii ° 1adiaé && TNF-o/D-gal, ¢ SnPP a4l aag iufal. V-PYYRO/NO ja&a° ¢asehio &%, Ui
aécia+ase ca fAedtaaoeialb ALT. Taiaé SnPP aidep° caadiPfiou aaital NO-aiiida cadelade &% odasaii ia+%iée
(0°a.17). Qagei +&ill, ¢dicoi®el, Ut CO- aal NO-°is°éTaaieé cadeno ia+%iée, Uliadiaioa, +anoétal cagaseeon &% i1-1.

Ihé%enee 6° aai® 1adaaaa+apol, Uf CO 3 NO iapou 1o8aas 4 i-1-aéoeaiifio® a& ¢adendd i6ide TNF-o-*ia6éraail;
cad8aa&® 33ia0T680%a, ca aieée alfeaasdaase, +& i10d%aia INOS-38084aPROL &8  caderoo, Tifiadaaéiaaital i1-1.
Aeeisendiacp+e inos”-iépeé, siacsoaase i1-1 ca alilitaip aaaaaii NiDD. xadac 244&ia. PRé  o6UTAT aataese oé &
30853, TNF-o/D-gal ia 1?86 (1-1-aéfidan’; ° +adac 6-8a1a. 16°ipaaée odassaii ia+iiée. Dacdeloade iéacdpou, Ui
sa68s® -1 caadoia RoToiT caifa’sace odaeeaiip 1a+%iée iacasaseil 4°%a INOS-3808aifHd° 188 >50% ciaisaif

alaip, Ul PRoedu L-NIL (4,511), 1810 &1 24418, Aaieé AilA*a a0ae0eall Si5%a6° NOS-3608a1AdU. ETosIEUR iés®
iSesiase cae+aeio aias. 110°% aataeee NiDD ¢ iadip “iacécaaii  ashidan’, (-1 ° +adag 24aia. PAe  ouTal iewa
aalaéee TNF-o/D-gal. Tadiaea ocsuee L-NIL fa ciip® & ec8ifo® 68aeeail , “iacéiaail, fa aaicé 11aae. AR® oaadeie,
U7 ideéiapou NiDD (¢ L-NIL a4l aac uiah), 1aadeeopdl cadehd 4% 6damall ia=%ige (0%4.18).

+& ° aeAidan -1 [alascail aé  CO- aal NO-jacelaailal caseros &°a

As 1aade=aii  aaies, iasRoaseaies ia 0°4.19, 4aiadioede ieoaé aes%e && ¢ iMoNR0Aa 1épaé, &° ia iapou i1
(hmox-17), 3 iépaé &8sl oe&i6 (C57BL/BJ), cacaasad®au Tadtasaied isid ali 1&fa. NI (250i&f.+) 3 tasiaeaiesd
TNF-o/ActD. AE&00°caa0i%H00 4ifé*aaetaase, & Tiefall adlia. CO foda%aT cadela® Faiacioede a88ial oeio, aéa ia
caddieé cadenoede 3aiacioece, 48a%6ai® ¢ hmox™ - iésaé.

As Taadecaii aaies, idaafioassaied ia 0°4.20, 4aia0l6e0e idpaé aes%e &éé ¢ 1Molifdaa iemaé, Ul ia iapou i1
(hmox-17), @ iepaé ae&ial 0&i6 (C57BL/BJ), cacaasas®al Tadiasaied NO-aiiisii SNAP (500i8l) @ iio% +~adag &iaeio
tadtasaied TNF-o/ActD. 1183
caaeaas® 5aiaoloeoe 488141 0810, aéa ia cadacia+6° MO0O ATAT cadenos a%a &&%0&iil; cadeaas® aaiaoioes’a, aea’eaies
¢ hmox-17-iezaé.

Re 1a51ai6p°0UR aela, Tadiagai® 1a%08 1 &&°%0eie 488741 0&i6 ° hmis-17, Ui Pasapoul &% TNF-o/ActD, &
1+3803361R | §°5+0a3poU 86°0&ii6 caaeaasn, oia® & CO- aal NO-Tadiasai® 8&°08ie 488147 08io cadelai® 6 18efioodiiio?

il-1 (hmox-17). Oagei =e&ifi, i1-1, iaadou, iteed cadacia+ede cadend ia 4ai*é i1aa&® aac cagd+aii INOS, iadasda+ap+e,
Ut 11 aaf 1a8i aal 8%6lsa ;¢ 8a0a8%0&+ied 814080%4 iTeeddl +aidéTal ca*éfipaace 6edicadeni® adasde fa aaikeé itaae.
CO, U7 441480UR ¢a &fiTiTalb %iaas 6%, ° cadendii i6ioe a6adaidiidai-*ia0siaaiial 4aia0e0o
Ca aieée aine’aeecaase, +& ° CO, U7 A&iae0UR  ca 4&NMiTalp SiGaé &%, cadenoll iside acadcaiciisai
(ADAD)-%iacéiaaiial aaiaoeod. Aai® idaanoaasai® ia 0°4.21.
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Ag Taadeeaii aai .
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fi0eioé 6°; &aiaoedo.
Déagoeloaoce, uf

i
i1 3 INOS T8 Ni-*iacaiaailié cadenss ia+iee 4% 68aeeali TNF-o/D-gal.
ia ca' cop+efRu 0a16%p, | MEECE

D

i
&. C aaidie, Taadecaitie ia ADAD-1144¢6°% Ocaiaaedbolll Bacosioace, 1aadesai® ia iepa+é
aa oadaidaoe+ia foeicé 6° NI, Ul 4ataeoun ca &fifit & 0 : 6%,

i°fié 2,5-aiaeiii; dace @iéd aa® & dagdeldad® cadend a°a ddaeedii Ta+liée (>65% cieeedii nedidadéial; ALT +adag
243&71a. 8<0,01; n=6-10/486i6)

Asseaaap-e foefel, canolfcaali  11aae® 6daeeaii ia+*iée, ul a*aadaacoun iadadaeseil 4 oacdeudas®
TNF-o-2ia6&1aaital aifioics, i6Taallinos6aasl ianodiia: i-iadea, NI, U7 43860°00h | ileed caila®3a0e 4aiadedd ia
aai*é i1aaé® 11-a063a, cadefd 3¢ canoifieaaii | NI aéiasa® 60aldaii 4064l aachita®aily, ifeaéséee NO; ii-08a6°, NO
aeoTae © fide 0&ea® abasoe, Uliaéiaipa, +aRds&lal ca afifitalp ilceoeail;, 8ade 63, (-1, 3 ii-+408a00a, icedesia
6aace 6° -1 ° cadediip, ia iap+é ifodade & INOS/NO-aé0eailid?, olddl dag 1414’ célalarl idialaseaii 6&ééo

iaeesas 2

anodiieé ideéeaa *epfiodd° idioiéiee &€ canoifodaii ide €°€6aaii® 1ao*>ica, a°aéinoiaailal €& fodasedap+eé

aaiaoeodll. Aaiéé ideéeaa oaélee *8pModG° 6T0TETEE &%864aalT T1ac%°io%a &, i*a +af °/aal i*fé §°068&%+ied Tiadas’e,
n A A . i

jaideéeaa, 6°8003%+T, Tadas®; il 0daifiedioas’; ia+siee. [daéoeedp+el 6a6%ad | ¢Bicoi®el, Ui 4dal- éeé fiehaieé
060 8i01éle ifaeia asaiodaace, iMitadp+efl ia *iaedcaoaguied i1odadad 1as>ioa, ° ifeeia adaidcddade a& aééidenodaii
a ii°aiaii® ¢ a6au- ééi ®igéi Aiiial g°éddaii 4aiadédd

E3édaaii ias*ioa

Eseoaaii 1a6°°i0a 3¢ canoiioaail 1 Ni ifeeia i+eiace a aaiu, &feeé 1a6%id6 iifioaaeaieé a%aailc & Modaseaap+io
aaiadceoll, iaidéééas, Baiadcoll, Acéécdaidl A°00AITp %i6a86%°p faal célaacedail | aséialéal. 1as™io ilea &d0é
a%aaiifioTaaieé &%eop+el &%8adal 3¢ canoifdaaii | acau- &1aT &%afTal 4 aalé 3aéd¢® AiiTas. aiseeeas, e%eop-eé

fiediaaoért alaé’c®a 3¢ aecia+ail , & ia °io®éiaaiee iag*io é i (jaideééaa, éei-iaadal
aaiiel 8°06iii 4aiadceod). ES% ofal, Noadé +é 0aéeé &°adilg, &°@op+eé &°@ad ileea Oicaé i60é °Aoid’p daidiae
ia6®i0a (jaideeeas, 40a00aa0e, +& 14 © 1a0%id aceialesli aal 6oMP+iel fileceda+al &°6%a). 1a6%10 ileed aaesaoe NI
ide éiidaiodac®; idéaéécii 4°4 250 & 500iéi.+. 1610 &l 1&474. ia &aiu. Aaia &%€6a&aii ilecia i01aTaacdaaoe ideaéecil
idio &l 30 &i*a aal aioe, aiée 1av*°iod a’eusa ia adaocol foaaéoe &%adilc & oaélal, Ui 6aie®, aal Adeedilar af
déceé a0&01.
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aadel, 8°ai%ies 4°%a epaaé (iaidessas, nasdiae), Ul ae&idenotadpouni & &iiide a& 8nailodaifiicaioas®;, aeasd
aiii6i6 0aadei6, Ul 1084l ifeeia Paaace 14das® Ifieneall aciéascph 16e &%aiRil aeniées &%&i & iiifensad
a686a6p, UT 44866°UR |, 610 &1 028181 +afd, Ula i61a08Taaieé dagel +eili eadalenesailasia®l ia P4aaadaa 6&cééd
2e&00°caadPiol @ 86i86%p Paé Aap+ial odaificaidas®; 163ai6. jaideesas, iteia canolifadaade &°%aP° &Péupa 500i&i.+
(iaideéeas, 1000i&i.+. aal 4éua ® &l 10000i&i.+., Iflaseal 1810 &1l 81610886 1ad%4%a +afo)

Tasiaga ia+tiee ia 1°no?

[adaa ace6+ail | iatiee 6 alilda ¢4 ileeia i6liedoe aal 1a866c6aa0e Sic+eill, jaidessas, 406adli aal ilecéaisi
fadaalaetal, e afia Ua ciadiaéoun & &iiie°. Ciawaii i1é &a° & ofie, Ula idliede ia=ied &ig+eili, iane+aiei
ifiiieneail acasach, ° caadaade ¢, & aoiincad® ililienesas Aacaeach, Ula A&IPRO iiiieRead adssach &°aila%aaa
jane+aiip. 16fieaaii ileeia idlaanoe idd &N, Uliadiaiwa, 1064, iaideéeas, 1574, saglsusa &iadi adl sfaesa
2333601 Sic+ei ifadial alRoads o& 1aéheiasuil aasees &Mivaiodas®h ililefead aca6ash, itecead 46 8&%8( ja+iiee
(38l ¢ ¢ +anoeie)

Tasiaea ia+%iée ex vivo
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