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Bevezetés

Az a. coronaria bypass miitéte esetén (CABG) az elsédleges valasztas az arteria
thoracica interna (ATI), mert a tobbi lehetséges grafttal (a. radialis, v. saphena)
0sszehasonlitva az eredmények kedvezdbbek (1,2). Az ATI graftok elényds révid- és
hosszutavu eredményeit a jobb allapotban l1évé endothelfunkcionak tulajdonitjak
(3,4). Méqis, az ATI graftok gyakori perioperativ spazmusa csdkkentheti a
véraramlast és kdvetkezmeényesen hozzajarulhat a kezdeti miokardialis
ischaemiahoz, ndvelve a periperativ morbiditast €s mortalitast (5). A perioperativ
spazmus lekiizdésére gyakran alkalmazasra kerllnek vazodilatatorok a mdtét soran,
azonban a megfeleld szer kivalasztdsahoz nem allnak rendelkezésre részletes és
egyeértelml szakmai allasfoglalasok (6-9). A klasszikus technika szerint az a.
thoracica interna un. "pedikulumkeént” keril preparalasra és a disztélis rész
klippelése, majd elmetszése utan keriilhet ra egy értagitoval atitatott lap, amig az
anastomosis kialakitdsa megtorténik. Immunhisztokémiai viszgélatok analizise azt
mutatta, hogy ez a moédszer az endothelréteg karosodasahoz vezet és csokkenti a
nitrogén monoxid termelédését, ami a vazokonstriktor és vazodilatator hatasok
kozotti egyensuly megbomlasahoz vezet (10). A sérilt egyensuly tromboxan A2
receptorokon keresztll spazmusos vazomocio kialakuldséat okozhatja (11). A
spazmusos, nagy amplituddju vazomaociot szamos érterlleten leirtak mar és az
érténus koros szabdalyozasakeént jelenik meg, ami elégtelen perfuziot hoz létre a
szdvetekben (12). Ez a jelenség a graftok CABG mdtét alatti helyi kezelésében eddig
nem kerult figyelembe vételre. Noha mas artérias graftokkal dsszehasonlitva az ATI
esetén alacsonyabb az atherosclerosis gyakorisdga (1,2), kalcifik&cio és tovabbi
erelmeszesedésre utalo jelenségek ezen erekben is kimutathatdak (13). Az oxidativ
€s nitrozativ stressz fontos szerepet jatszik az ateroszklerdzis patogenezisében
(14,15), amit igazol, hogy jelentés mertékd, oxidativ eredetll DNS-karosodasokat
mutattak ki az ateroszklerotikus plakkokban (16). A szabad gydkok sejtkarositd
hatasanak egyik fé atvonala a peroxinitritpoli( ADP-rib6z) polimeraz (PARP) kaszkad.
A PARP egy energiaigényes, sejtmagban lokalizdlod6 enzim, amely a DNS-
karosodasok esetén lep mikddésbe, majd mikddése soran NAD+ és ATP olyan
mértékben kertilhet felhasznalasra, hogy az a sejt mikddési zavarahoz majd
nekrotikus sejthalalhoz vezet (17). A PARP-aktivacio szerepe az atherosclerosis
kialakuldsaban mar bizonyitast nyert (18), és allatkisérletes modellekben a PARP
gatlasa képes volt az atherosclerosis korai jeleként kialakul6 endotheldiszfunkcio
visszaforditdsara (19,20). Az ATI graft endothelfunkciéja a CABG miitét soran tovabb
is karosodhat, amikor az ischaemias-reperfuziés folyamatok soran tovabbi
szabadgyok-képzédeés és kovetkezményes DNS-karosodas, majd PARP-aktivacio
jon létre. A graftok jelenlegi helyi farmakologiai kezelése ezt a problémat csak
korlatozottan veszi figyelembe.

Vizsgalatunk céljai a kdvetkezék voltak: (1) felmérni a Semmelweis Egyetem Er- és
Szivsebészeti Klinikgjan felhasznalasra kerll6 a. thoracica interna graftok
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vazomocio gyakorisagat és gatlasanak lehetéségét; (3) immunhisztokémiai
vizsgélatokkal elemezni a graftokban kialakul6é oxidativ és nitrozativ stressz mértékét
és a PARP aktivaciojat; (4) megvizsgalni annak lehetéségét, hogy a PARP-gatlas
javithatja-e a felhasznalt graftok funkcionalitasat.

Beteganyag és modszerek
Human szévetmintak gydijtése

A Semmelweis Egyetem Er- és Szivsebészeti Klinikajan koronaria bypass mitéten
atesett 47 betegbdél szarmaza, arteria thoracica interna (ATI) mintat gyGjtottink (a
betegek kozul 26 férfi, 26 hipertenziv, 21 cukorbeteg; atlagos életkoruk 66,2+1,7 év,
testtdbmegindex 28,6+0,8). A betegek kilonb6z6 kardiovaszkularis indikacioju
gyogyszerkészitmények széles skalajat szedték, tobbek kozott statinokat, nitratokat,
3-blokkolokat vagy kalciumcsatorna gatldkat. A tanulmanyunkat az intézmeényi etikai
bizottsdg engedélyével végeztik (TUKEB 8/2004.), és a betegek, megfeleld
tajékoztatas utan, irasos beleegyezésiket adtak a mintak felhasznalasahoz.

Szovettan és immunhisztokémia

Az ATI mintak egy részét (29 beteg) 4%-os pufferelt formalinban fixaltuk rogton a
mintavételt kovetéen, majd paraffinos metszeteket készitettiink. A metszeteket vagy
hematoxilin-eozin (HE) festéssel készitettik el szovettani elemzésre, vagy
immunhisztokémiai modszerekkel jeldltik. Az immunhisztokémiai jeldléshez 0,6%
H,O, metanolos oldataval inaktivaltuk az endogén peroxidazt és az antigén epitopok
feltdrasahoz mikrohullamu sitében féztik 0,2 M-os citrat pufferban (pH 3,0). Ezutan
1,5%-0s normal kecske szérummal blokkoltuk a nem specifikus kdtéhelyeket, és a
nitrozativ stressz markereként hasznalt anti-3-nitrotirozin antitesttel (3-NT,
poliklonalis, 1:80; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), illetve lipid
peroxidaciés marker anti-4-hidroxinonenal antitesttel (4-HNE; monoklondlis; 1:100;
Oxis International Inc., Portland, OR, USA), vagy a PARP aktivitas detektalasara
anti-poli-ADP-rib6z antitesttel (PAR; poliklondlis; 1:100; Calbiochem, San Diego, CA,
USA) jeloltik. Masodlagos antitestiink minden esetben biotinilalt volt, majd az ABC
modszer szerint tettik lathatova a jeldlt antigéneket, amikor is 3, 3'-diaminobenzidin-
tetrahidroklorid (DAB) és H,O, szubszratot hasznaltunk (Vector, Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Az immunhisztokémiai jeldlésekhez Gill hematoxilin festést
hasznaltunk hattérnek (Accustain, Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA).

Funkcionalis vizsgalatok

A megmaradt 18 mintat 4°C-on tartottuk Krebs oldatb an, amely a kdvetkez6ket
tartalmazta: CaCl, 1,5 mM, MgSO,4 1,2 mM, NaCl 118 mM, NaHCO3; 14,8 mM, KClI
4,6 mM, NaH,PO4 1,2 mM, glikoz 11,1 mM, és a mintavételezést kdvetben két oran
belll feldolgoztuk. Az erekrél egy Petri csészében eltivolitottuk a kdtészovetet és
egyéb szdvetmaradvanyokat, majd 3 mm-es szegmenseket (gylrik) metszettink
bel6luk és szervflrddbe helyeztiik, amelyeket 37<C-o0s, oxigenalt (95% O ,, 5% CO,)
Krebs oldattal toltottink fel. Az ergylrik izometrias tonusat izometrias erémérével
(myograph, HBM, Q11) hataroztuk meg, amit erésitéh6z (HBM, MGA 1I), azt pedig
regisztralohoz (Kipp Zonen, BD300) kapcsoltuk. 1 g-nak megfeleld el6feszitést



alkalmaztunk és az ereket egy Oran at hagytuk a mérési kortilményekhez
alkalmazkodni. A preparatumokat 20 percenként friss Krebs oldattal lattuk el. Az
alkalmazkodasi periddust kovetéen kaliumban gazdag depolarizal6 oldattal, azaz
modositott Krebs oldattal (K-Krebs, K* 124 mM) vizsgaltuk az érgy(rik kontrakcios
valaszét, ezzel hatédroztuk meg funkciondlis integritdsukat. Az endothel és a
vaszkularis simaizom funkcionalis vizsgalatahoz az ereket fenilefrinnel
kontrahaltattuk (prekontrakcio, Phe 10 M), majd acetilkolinnal (Ach), illetve natrium-
nitroprussziddal (SNP) felvettuk a relaxacios valasz dozis-hatas gorbejet (10-8 M .
3x10-5 M). A vazomocio vizsgalatara vagy SNP-t (10 [IEM) vagy tromboxan A2
(TXA2) receptor antagonista ICI-192605-t (50 uM) hasznaltunk. Annak
megallapitasara, hogy a PARP gatlasnak lehet-e jotékony hatasa, két vizsgalati
csoportot alkottunk azokbdl a mintainkbdl, amelyek nem mutattak vazomaéciot.
Ezeket a gylriket, miutan felvettik vellik az acetilkolinra és a natrium-nitroprusszidra
kialakul6 ddzis-hatas gorbét, tovabbi 60 percig inkubaltuk a fenantridinon-szarmazék
PARP gétlé PJ34-gyel (1 uM), illetve fizioldgias séoldat hozzaadasa mellett, majd
Ujra felvettik a dozis-hatas gorbéket.
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1. bra. Hisztoldgiai és immunhisztokémiai eredmény ek (40x nagyitas). (A)
Reprezentativ arteria thoracica interna szegmentum, mely

intimamegvastagodast, simaizom migraciot, és haboss ejt-képz 6dést mutat
(nyilak). Oxidativ és nitrozativ stresszt igazol a pozitiv 3-nitrotirozin (B) és 4-
hidroxinonenal (C) festés. Minden vizsgalt érszegme  ntumban megfigyelhet &
volt a poli-(ADPrib6z) polimeraz aktivacio (a nyila  k a specifikus festést jeldlik).

Vegyszerek
A PARP inhibitor PJ34-et az Inotek Pharmaceuticals Corporation-tol (Beverly, MA,

USA) szereztik be, az ICI- 192605-t a Tocristol (Bristol, UK). Minden egyéb vegyszer
a Sigmatol szarmazott. A fenilefrin, az acetilkolin, a natrium-nitroprusszid és a PJ34



oldatokat mindig a kisérlet el6tt készitettlik el, hordozbéanyagként fiziologias séoldatot
hasznalva, mig az ICI-192605-t dimetil-szulfoxidban (DMSOQO) oldottuk fel. A DMSO
végleges koncentracidja a preparatumon nem volt magasabb, mint 0,5%, és ebben a
koncentracibban a DMSO-nak nem volt érhatasa.

Statisztikai analizis

Minden eredményt atlagastandard hiba (SE) formaban adtunk meg. A statisztikai
értékelés GraphPad Prism 4.03 programmal, ANOVA varianciaanalizis és Dunnett-
féle post hoc teszt segitségével tortént. Szignifikansnak a p<0,05 valdszinliséget
tekintettuk.

Eredmények

Szovettani és immunhisztokémiai felismerések

A metszeteken ateroszklerotikus jeleket: megvastagodott intimat, simaizomsejtek
bevandorlasat, makrofagakkumulaciot és habos sejtek képzédését, valamint
kalcifikaciot figyeltiink meg. Az oxidativ és nitrozativ stressz emelkedett szintjét a

pozitiv 3-nitrotirozin és 4-hidroxinoneal festédés igazolta, és a kovetkezmeényes
PARP aktivalédast szintén lathattuk minden vizsgalt érgylriben (1. abra).
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2. abra.
Az arteria thoracica interna érszegmentumok funkcio nalis tulajdonsagai. (A) 67
ergy lirtibél 59 (88,1%) reagalt K-Krebsre, 46 (68,7%) kontraha It 1uM fenilefrinre.
Minden el éfeszitett érgy Uri relaxalt natriumnitroprusszidra, de csak 20 minta
(29,9%) mutatott mérhet 6 relaxaciot acetilkolinra. (B) Az 50 uM koncentraci  oju



tromboxan A , receptor-antagonista ICI-192605 géatlé hatdsanak re  prezentativ
felvétele. Hasonl6 eredmények voltak elérhet  6ek 10 uM natrium-nitroprusszid
alkalmazéasaval.

Az érgylrik funkciondlis jellemzése Az érgy(rik funkcionalis karaktere jelentés
kulonbséget mutatott, még az ugyanazon betegbdl szarmazé érmintak is heterogén
modon viselkedtek. Osszesen 67 érgydrit képeztiink a mintakbdl, és ezek koziil 59
(88,1%) kontrahalt K-Krebs oldat hatasara, 46 (68,1%) 0sszehluzodott 1 uM fenilefrin
adasat kovetden, és ezek mindegyike relaxalt 30 uM nétrium-nitroprusszid hataséra.
Az endothel-dependens vazorelaxaciot vizsgalva azt talaltuk, hogy csupan 20
preparatum (29,9%) volt képes legalabb 20%-0s relaxaciora 30 uM Ach jelenlétében
(2A 4abra). Nagy amplitudoju vazomaéciot 32 mintanal (47,8%) tapasztaltunk, ami a
vazospazmus korai jele. Mind a tromboxan-A2 receptor (TXA,-R) antagonista ICI-

192605, mind pedig a natrium-nitroprusszid megsziintette a nagy amplitidoja
vazomaociot (2B. abra).
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3. abra. (A) A fenilefrinnel el 6feszitett érgy Urik csak kismérték U dilataciot
hoztak Iétre 30 uM acetilkolin hatdsara, mig ugyane  zen erek 10 uM az
endothelfliggetlen vazodilatator natrium-nitroprussz id hatasara jol hatarozott
elernyedést mutattak. (B) Az erek inkub&cidja 1 uM PJ34 poli-(ADPrib6z)
polimeraz gatléval nem javitotta az acetilkolinra k ialakul6 vazodilatacio
mértékét kisérleti korilményeink kdzott. (dtlag +s  tandard hiba; n=5
érminta/csoport; a szorasértekeket csak szignifikan cia esetén jel6ltik).



Az ér relaxécios képessége és a PARP gatlas hatasa Ezen vizsgalatokhoz 5
betegbdl 14 olyan érgyrit valasztottunk ki, amelyek nem mutattak vazomaéciét. Ezek
a preparatumok az 1 uM fenilefrin prekontrakciét kovetéen csupan 12,7+10.1%
relaxaciot mutattak a legmagasabb, 30 uM Ach-ra, de teljesen dilataltak 10 uM SNP-
re, ami endothel-independens vazodilator (3A. abra). Amennyiben ezeket a
preparatumokat 60 percig inkubaltuk a PARP inhibitor PJ34 1 uM-os oldataban,
illetve kontrollként fiziolégids séoldatban (vehikulum kontroll), az Ach-val kivaltott
relaxacios valasz nem kilénb6zott, a maximalis vazodilacio 11,4+13,6%, illetve
19,2+12,8% volt (3B. abra).

Megbeszélés

A bemutatott tanulmanyban a graftként alkalmazott arteria thoracica interna
szegmensek szovettani és funkcionalis tulajdonsagait vizsgaltuk, valamint azt, hogy
ezeket a paramétereket hogyan befolyasolja a PARP in vitro gatlasa. Az ATI
szegmensekben ateroszklerdzisra utald elvaltozasokat talaltunk, a mintak
diszfunkcionalis mikodést mutattak, valamint SNP, illetve TXA, szenzitiv spasztikus
vazomaocio alakult ki. A vizsgalt ATl szakaszok mindegyikében jelentésen emelkedett
oxidativ és nitrozativ stresszre utalé elvaltozisokat taléltunk, és ezzel egyitt a PARP
aktivitas is ndvekedett, de a kisérleti modelliinkben a PARP in vitro gatlasa nem
javitott a graftszegmensek csdkkent vazodilatacios kapacitasan.

Szdvettani vizsgalataink is alatamasztottak, hogy az ergyrik tobbségében
mérsékelt vagy el6rehaladott ateroszklerotikus folyamatok voltak az érfalban, amely
megfigyelésink ellentétben all azzal az altalanos feltételezéssel, hogy az ATI
jellemzden ellendll az érelmeszesedésnek (1, 2). A hisztoldgiai kép megvastagodott
intimat, simaizomsejtek bevandorlasat, makrofag akkumulaciot és habos sejtek
képz&dését mutatta, amelyek az ateroszklerotikus léziéra jellemzé elvaltozasok,
tehat a folyamattal ezen erekben is szamolni kell.

Az emelkedett oxidativ és nitrozativ stressz fennallaséat a 3-nitrotirozin (3-NT) és a 4-
hidroxinonenal (4-HNE) festédés tamasztotta ala. A 3-NT a fehérjék tirozinjanak nem
enzimatikus nitralédasa soran keletkezik, amely az NO és a szuperoxid reakciojabdl
keletkezd peroxinitrit jelenlétére utal, ezért megfelelé hosszutavu indikatora a
nitrozativ stressz okozta fehérjekarosodasnak. A 4-HNE egy gyakran keletkezé
terméke az oxidativ stresszben fokozodo lipidperoxidacionak. A 4-HNE el6segiti az
apoptozist és a stressz medialta szignalizacidban is szerepet jatszik (3). Az
emelkedett oxidativ és nitrozativ stressz kdvetkeztében, amelyek jelenlétét a 3-NT és
4-HNE fest6dés alatamasztotta, PAR felhalmozddast, tehat PARP aktivaciot lattunk
valamennyi vizsgalt ergylriben. Az eérgylrik vazoaktiv funkcionalis allapota nagy
variabilitast mutatott, még az azonos betegbdl szarmazé szegmensek kodzott is
jelentds kilénbség volt mérhetd. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy az artériak falaban
az ateroszklerotikus lézidk eloszlasa nem egyenletes (4). Fenilefrin prekontrakciot
kovetden az erek csak kismértéka, korlatozott vazodilacidval valaszoltak még a
legnagyobb doézisban beadott acetilkolinra is, ugyanezen erek viszont jol relaxaltak
az endothel-independens vazodilator natrium-nitroprusszid adasat kévetéen. Az Ach-
indukalta értagulas beszlkulése, illetve a vazomédcié gyakori megjelenése azt jelzi,
hogy ezekben az artériakban az endothel funkcionalis allapota jelentésen romlott és
a vaszkularis szabalyozé mechanizmusok is karosodtak. Az érfal simaizom-
elemeinek funkcidja inkabb megtartott, mivel a legtébb esetben kontrahaltak
fenilefrin, illetve K-Krebs hataséara, és a NO-donor natrium-nitroprusszid kivaltotta a
relaxaciot. Ismereteink szerint ez az elsé olyan leiras, amely az ITA graftok nagy



amplitadéju vazomociojarol szamol be. A vazomaciot korabban tobbféle érszakaszon
is megfigyelték, és élettani és korélettani jelentdségét intenziv kutatasok probaljak
felderiteni (5). A szabalytalan, nagy amplitidoju vazomécio megjelenése az értonus
szabalyozasanak felborulasat jelzi, ami érspazmushoz vezethet, ennek
kovetkeztében a szOveti vérellatas elégtelenné valhat (6). A nagyobb amplitidén
megjelend vazomaocids mintazat jelzi, hogy a vaszkularis regulacié nem képes
megfeleléen vélaszolni a megjelend stimulusokra. A vazomocio jellegének vizsgélata
igéretes eszkoz lehet a diagnosztikaban, mivel a vazomaocio valoszindleg a hipoxia
megjelenése utan igen hamar megvaltozik (7). Korabbi eredmények szerint a
vazokonstriktorok és vazodilatatorok egyensulyanak megbomlasa az agyban
vazomaociot provokal, amit tromboxan-A2 receptorok kdzvetitenek (6). Eredményeink,
melyeket a TXA,-R antagonista ICI-192605 hasznalataval kaptunk, megerdsitik
annak lehetéségét, hogy a TXA,- receptorok szerepet jatszanak a nagy amplitadoju
spasztikus vazomacio kialakulasaban. Annak eldontésére, hogy az ATI perioperativ
spazmusanak megjelenését hogyan befolyasoljak ezek a receptorok, tovabbi
vizsgalatok szikségesek. Ezek a vizsgalatok arra is valaszt adhatnak, hogy CABG
soran hasznéalhat6ak-e a TXA2- receptor antagonistak a perioperativ vazospazmus
kockazatanak csokkentésére.

Kdszonetnyilvanitas

A szerzb6k kdszonetliket fejezik ki Bornemissza llonanak az immunhisztokémiai
vizsgélatokban nyujtott segitségéeért. Jelen munka az OTKA 47095, 49488, 45933,
049621, OAD 666u5, TAMOP 4.2.2-08/1/KMR-2008- 0004, Oveges és Bolyai
Osztondijak tamogatasaval val6sulhatott meg.
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