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 ARTÉRIÁK BETEGSÉGEI 

Humán arteria thoracica interna graftok morfológiai  és funkcionális 
vizsgálata  

Írta: DR. KISS LEVENTE, DR. BENKİ RITA, DR. KOVÁCS ENDRE, DR. SZERAFIN TAMÁS, DR. 
MÓDIS KATALIN, DR. SZABÓ CSABA, DR. LACZA ZSOMBOR 

Bevezetés   
 
Az a. coronaria bypass mőtéte esetén (CABG) az elsıdleges választás az arteria 
thoracica interna (ATI), mert a többi lehetséges grafttal (a. radialis, v. saphena) 
összehasonlítva az eredmények kedvezıbbek (1,2). Az ATI graftok elınyös rövid- és 
hosszútávú eredményeit a jobb állapotban lévı endothelfunkciónak tulajdonítják 
(3,4). Mégis, az ATI graftok gyakori perioperatív spazmusa csökkentheti a 
véráramlást és következményesen hozzájárulhat a kezdeti miokardiális 
ischaemiához, növelve a periperatív morbiditást és mortalitást (5). A perioperatív 
spazmus leküzdésére gyakran alkalmazásra kerülnek vazodilatátorok a mőtét során, 
azonban a megfelelı szer kiválasztásához nem állnak rendelkezésre részletes és 
egyértelmő szakmai állásfoglalások (6-9). A klasszikus technika szerint az a. 
thoracica interna ún. "pedikulumként" kerül preparálásra és a disztális rész 
klippelése, majd elmetszése után kerülhet rá egy értágítóval átitatott lap, amíg az 
anastomosis kialakítása megtörténik. Immunhisztokémiai viszgálatok analízise azt 
mutatta, hogy ez a módszer az endothelréteg károsodásához vezet és csökkenti a 
nitrogén monoxid termelıdését, ami a vazokonstriktor és vazodilatátor hatások 
közötti egyensúly megbomlásához vezet (10). A sérült egyensúly tromboxán A2 
receptorokon keresztül spazmusos vazomóció kialakulását okozhatja (11). A 
spazmusos, nagy amplitúdójú vazomóciót számos érterületen leírták már és az 
értónus kóros szabályozásaként jelenik meg, ami elégtelen perfúziót hoz létre a 
szövetekben (12). Ez a jelenség a graftok CABG mőtét alatti helyi kezelésében eddig 
nem került figyelembe vételre. Noha más artériás graftokkal összehasonlítva az ATI 
esetén alacsonyabb az atherosclerosis gyakorisága (1,2), kalcifikáció és további 
érelmeszesedésre utaló jelenségek ezen erekben is kimutathatóak (13). Az oxidatív 
és nitrozatív stressz fontos szerepet játszik az ateroszklerózis patogenezisében 
(14,15), amit igazol, hogy jelentıs mértékő, oxidatív eredető DNS-károsodásokat 
mutattak ki az ateroszklerotikus plakkokban (16). A szabad gyökök sejtkárosító 
hatásának egyik fı útvonala a peroxinitritpoli( ADP-ribóz) polimeráz (PARP) kaszkád. 
A PARP egy energiaigényes, sejtmagban lokalizálódó enzim, amely a DNS-
károsodások esetén lép mőködésbe, majd mőködése során NAD+ és ATP olyan 
mértékben kerülhet felhasználásra, hogy az a sejt mőködési zavarához majd 
nekrotikus sejthalálhoz vezet (17). A PARP-aktiváció szerepe az atherosclerosis 
kialakulásában már bizonyítást nyert (18), és állatkísérletes modellekben a PARP 
gátlása képes volt az atherosclerosis korai jeleként kialakuló endotheldiszfunkció 
visszafordítására (19,20). Az ATI graft endothelfunkciója a CABG mőtét során tovább 
is károsodhat, amikor az ischaemiás-reperfúziós folyamatok során további 
szabadgyök-képzıdés és következményes DNS-károsodás, majd PARP-aktiváció 
jön létre. A graftok jelenlegi helyi farmakológiai kezelése ezt a problémát csak 
korlátozottan veszi figyelembe.  
Vizsgálatunk céljai a következık voltak: (1) felmérni a Semmelweis Egyetem Ér- és 
Szívsebészeti Klinikáján felhasználásra kerülı a. thoracica interna graftok 
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morfológiáját és funkcionalitását; (2) megvizsgálni az érmintákban fellépı spazmusos 
vazomóció gyakoriságát és gátlásának lehetıségét; (3) immunhisztokémiai 
vizsgálatokkal elemezni a graftokban kialakuló oxidatív és nitrozatív stressz mértékét 
és a PARP aktivációját; (4) megvizsgálni annak lehetıségét, hogy a PARP-gátlás 
javíthatja-e a felhasznált graftok funkcionalitását.  
 
Beteganyag és módszerek   
 
Humán szövetminták győjtése  
 
A Semmelweis Egyetem Ér- és Szívsebészeti Klinikáján koronária bypass mőtéten 
átesett 47 betegbıl származó, arteria thoracica interna (ATI) mintát győjtöttünk (a 
betegek közül 26 férfi, 26 hipertenzív, 21 cukorbeteg; átlagos életkoruk 66,2±1,7 év, 
testtömegindex 28,6±0,8). A betegek különbözı kardiovaszkuláris indikációjú 
gyógyszerkészítmények széles skáláját szedték, többek között statinokat, nitrátokat, 
ß-blokkolókat vagy kálciumcsatorna gátlókat. A tanulmányunkat az intézményi etikai 
bizottság engedélyével végeztük (TUKEB 8/2004.), és a betegek, megfelelı 
tájékoztatás után, írásos beleegyezésüket adták a minták felhasználásához.  
 
Szövettan és immunhisztokémia  
 
Az ATI minták egy részét (29 beteg) 4%-os pufferelt formalinban fixáltuk rögtön a 
mintavételt követıen, majd paraffinos metszeteket készítettünk. A metszeteket vagy 
hematoxilin-eozin (HE) festéssel készítettük elı szövettani elemzésre, vagy 
immunhisztokémiai módszerekkel jelöltük. Az immunhisztokémiai jelöléshez 0,6% 
H2O2 metanolos oldatával inaktiváltuk az endogén peroxidázt és az antigén epitópok 
feltárásához mikrohullámú sütıben fıztük 0,2 M-os citrát pufferban (pH 3,0). Ezután 
1,5%-os normál kecske szérummal blokkoltuk a nem specifikus kötıhelyeket, és a 
nitrozatív stressz markereként használt anti-3-nitrotirozin antitesttel (3-NT, 
poliklonális, 1:80; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), illetve lipid 
peroxidációs marker anti-4-hidroxinonenal antitesttel (4-HNE; monoklonális; 1:100; 
Oxis International Inc., Portland, OR, USA), vagy a PARP aktivitás detektálására 
anti-poli-ADP-ribóz antitesttel (PAR; poliklonális; 1:100; Calbiochem, San Diego, CA, 
USA) jelöltük. Másodlagos antitestünk minden esetben biotinilált volt, majd az ABC 
módszer szerint tettük láthatóvá a jelölt antigéneket, amikor is 3, 3'-diaminobenzidin-
tetrahidroklorid (DAB) és H2O2 szubszrátot használtunk (Vector, Laboratories, 
Burlingame, CA, USA). Az immunhisztokémiai jelölésekhez Gill hematoxilin festést 
használtunk háttérnek (Accustain, Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA).  
 
Funkcionális vizsgálatok   
 
A megmaradt 18 mintát 4°C-on tartottuk Krebs oldatb an, amely a következıket 
tartalmazta: CaCl2 1,5 mM, MgSO4 1,2 mM, NaCl 118 mM, NaHCO3 14,8 mM, KCl 
4,6 mM, NaH2PO4 1,2 mM, glükóz 11,1 mM, és a mintavételezést követıen két órán 
belül feldolgoztuk. Az erekrıl egy Petri csészében eltávolítottuk a kötıszövetet és 
egyéb szövetmaradványokat, majd 3 mm-es szegmenseket (győrők) metszettünk 
belılük és szervfürdıbe helyeztük, amelyeket 37°C-os, oxigenált (95% O 2, 5% CO2) 
Krebs oldattal töltöttünk fel. Az érgyőrők izometriás tónusát izometriás erımérıvel 
(myograph, HBM, Q11) határoztuk meg, amit erısítıhöz (HBM, MGA II), azt pedig 
regisztrálóhoz (Kipp Zonen, BD300) kapcsoltuk. 1 g-nak megfelelı elıfeszítést 
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alkalmaztunk és az ereket egy órán át hagytuk a mérési körülményekhez 
alkalmazkodni. A preparátumokat 20 percenként friss Krebs oldattal láttuk el. Az 
alkalmazkodási periódust követıen káliumban gazdag depolarizáló oldattal, azaz 
módosított Krebs oldattal (K-Krebs, K+ 124 mM) vizsgáltuk az érgyőrők kontrakciós 
válaszát, ezzel határoztuk meg funkcionális integritásukat. Az endothel és a 
vaszkuláris simaizom funkcionális vizsgálatához az ereket fenilefrinnel 
kontraháltattuk (prekontrakció, Phe 10-6 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 �ĘM) vagy tromboxan A2 
(TXA2) receptor antagonista ICI-192605-t (50 µM) használtunk. Annak 
megállapítására, hogy a PARP gátlásnak lehet-e jótékony hatása, két vizsgálati 
csoportot alkottunk azokból a mintáinkból, amelyek nem mutattak vazomóciót. 
Ezeket a győrőket, miután felvettük velük az acetilkolinra és a nátrium-nitroprusszidra 
kialakuló dózis-hatás görbét, további 60 percig inkubáltuk a fenantridinon-származék 
PARP gátló PJ34-gyel (1 µM), illetve fiziológiás sóoldat hozzáadása mellett, majd 
újra felvettük a dózis-hatás görbéket.  

 

1. ábra. Hisztológiai és immunhisztokémiai eredmény ek (40x nagyítás). (A) 
Reprezentatív arteria thoracica interna szegmentum,  mely 
intimamegvastagodást, simaizom migrációt, és haboss ejt-képz ıdést mutat 
(nyilak). Oxidatív és nitrozatív stresszt igazol a pozitív 3-nitrotirozin (B) és 4-
hidroxinonenal (C) festés. Minden vizsgált érszegme ntumban megfigyelhet ı 
volt a poli-(ADPribóz) polimeráz aktiváció (a nyila k a specifikus festést jelölik).  

Vegyszerek  
 
A PARP inhibitor PJ34-et az Inotek Pharmaceuticals Corporation-tól (Beverly, MA, 
USA) szereztük be, az ICI- 192605-t a Tocristól (Bristol, UK). Minden egyéb vegyszer 
a Sigmától származott. A fenilefrin, az acetilkolin, a nátrium-nitroprusszid és a PJ34 
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oldatokat mindig a kísérlet elıtt készítettük el, hordozóanyagként fiziológiás sóoldatot 
használva, míg az ICI-192605-t dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel. A DMSO 
végleges koncentrációja a preparátumon nem volt magasabb, mint 0,5%, és ebben a 
koncentrációban a DMSO-nak nem volt érhatása.  
 
Statisztikai analízis  
 
Minden eredményt átlagąstandard hiba (SE) formában adtunk meg. A statisztikai 
értékelés GraphPad Prism 4.03 programmal, ANOVA varianciaanalízis és Dunnett-
féle post hoc teszt segítségével történt. Szignifikánsnak a p<0,05 valószínőséget 
tekintettük.  
 
Eredmények   
 
Szövettani és immunhisztokémiai felismerések  
 
A metszeteken ateroszklerotikus jeleket: megvastagodott intimát, simaizomsejtek 
bevándorlását, makrofágakkumulációt és habos sejtek képzıdését, valamint 
kalcifikációt figyeltünk meg. Az oxidatív és nitrózatív stressz emelkedett szintjét a 
pozitív 3-nitrotirozin és 4-hidroxinoneal festıdés igazolta, és a következményes 
PARP aktiválódást szintén láthattuk minden vizsgált érgyőrőben (1. ábra ).  

 

2. ábra. 
Az arteria thoracica interna érszegmentumok funkcio nális tulajdonságai. (A) 67 
érgyőrőbıl 59 (88,1%) reagált K-Krebsre, 46 (68,7%) kontrahá lt 1µM fenilefrinre. 
Minden el ıfeszített érgy őrő relaxált nátriumnitroprusszidra, de csak 20 minta 
(29,9%) mutatott mérhet ı relaxációt acetilkolinra. (B) Az 50 µM koncentráci ójú 
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tromboxán A 2 receptor-antagonista ICI-192605 gátló hatásának re prezentatív 
felvétele. Hasonló eredmények voltak elérhet ıek 10 µM nátrium-nitroprusszid 

alkalmazásával. 

Az érgyőrők funkcionális jellemzése Az érgyőrők funkcionális karaktere jelentıs 
különbséget mutatott, még az ugyanazon betegbıl származó érminták is heterogén 
módon viselkedtek. Összesen 67 érgyőrőt képeztünk a mintákból, és ezek közül 59 
(88,1%) kontrahált K-Krebs oldat hatására, 46 (68,1%) összehúzódott 1 µM fenilefrin 
adását követıen, és ezek mindegyike relaxált 30 µM nátrium-nitroprusszid hatására. 
Az endothel-dependens vazorelaxációt vizsgálva azt találtuk, hogy csupán 20 
preparátum (29,9%) volt képes legalább 20%-os relaxációra 30 µM Ach jelenlétében 
(2A ábra ). Nagy amplitúdójú vazomóciót 32 mintánál (47,8%) tapasztaltunk, ami a 
vazospazmus korai jele. Mind a tromboxán-A2 receptor (TXA2-R) antagonista ICI-
192605, mind pedig a nátrium-nitroprusszid megszüntette a nagy amplitúdójú 
vazomóciót (2B. ábra ).  

 

3. ábra. (A) A fenilefrinnel el ıfeszített érgy őrők csak kismérték ő dilatációt 
hoztak létre 30 µM acetilkolin hatására, míg ugyane zen erek 10 µM az 

endothelfüggetlen vazodilatátor nátrium-nitroprussz id hatására jól határozott 
elernyedést mutattak. (B) Az erek inkubációja 1 µM PJ34 poli-(ADPribóz) 
polimeráz gátlóval nem javította az acetilkolinra k ialakuló vazodilatáció 

mértékét kísérleti körülményeink között. (átlag ± s tandard hiba; n=5 
érminta/csoport; a szórásértékeket csak szignifikan cia esetén jelöltük). 
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Az ér relaxációs képessége és a PARP gátlás hatása Ezen vizsgálatokhoz 5 
betegbıl 14 olyan érgyőrőt választottunk ki, amelyek nem mutattak vazomóciót. Ezek 
a preparátumok az 1 µM fenilefrin prekontrakciót követıen csupán 12,7±10.1% 
relaxációt mutattak a legmagasabb, 30 µM Ach-ra, de teljesen dilatáltak 10 µM SNP-
re, ami endothel-independens vazodilátor (3A. ábra ). Amennyiben ezeket a 
preparátumokat 60 percig inkubáltuk a PARP inhibitor PJ34 1 µM-os oldatában, 
illetve kontrollként fiziológiás sóoldatban (vehikulum kontroll), az Ach-val kiváltott 
relaxációs válasz nem különbözött, a maximális vazodiláció 11,4±13,6%, illetve 
19,2±12,8% volt (3B. ábra ).  
 
Megbeszélés   
 
A bemutatott tanulmányban a graftként alkalmazott arteria thoracica interna 
szegmensek szövettani és funkcionális tulajdonságait vizsgáltuk, valamint azt, hogy 
ezeket a paramétereket hogyan befolyásolja a PARP in vitro gátlása. Az ATI 
szegmensekben ateroszklerózisra utaló elváltozásokat találtunk, a minták 
diszfunkcionális mőködést mutattak, valamint SNP, illetve TXA2 szenzitív spasztikus 
vazomóció alakult ki. A vizsgált ATI szakaszok mindegyikében jelentısen emelkedett 
oxidatív és nitrozatív stresszre utaló elváltozásokat találtunk, és ezzel együtt a PARP 
aktivitás is növekedett, de a kísérleti modellünkben a PARP in vitro gátlása nem 
javított a graftszegmensek csökkent vazodilatációs kapacitásán.  
Szövettani vizsgálataink is alátámasztották, hogy az érgyőrők többségében 
mérsékelt vagy elırehaladott ateroszklerotikus folyamatok voltak az érfalban, amely 
megfigyelésünk ellentétben áll azzal az általános feltételezéssel, hogy az ATI 
jellemzıen ellenáll az érelmeszesedésnek (1, 2). A hisztológiai kép megvastagodott 
intimát, simaizomsejtek bevándorlását, makrofág akkumulációt és habos sejtek 
képzıdését mutatta, amelyek az ateroszklerotikus lézióra jellemzı elváltozások, 
tehát a folyamattal ezen erekben is számolni kell. 
Az emelkedett oxidatív és nitrozatív stressz fennállását a 3-nitrotirozin (3-NT) és a 4-
hidroxinonenal (4-HNE) festıdés támasztotta alá. A 3-NT a fehérjék tirozinjának nem 
enzimatikus nitrálódása során keletkezik, amely az NO és a szuperoxid reakciójából 
keletkezı peroxinitrit jelenlétére utal, ezért megfelelı hosszútávú indikátora a 
nitrozatív stressz okozta fehérjekárosodásnak. A 4-HNE egy gyakran keletkezı 
terméke az oxidatív stresszben fokozódó lipidperoxidációnak. A 4-HNE elısegíti az 
apoptózist és a stressz mediálta szignalizációban is szerepet játszik (3). Az 
emelkedett oxidatív és nitrozatív stressz következtében, amelyek jelenlétét a 3-NT és 
4-HNE festıdés alátámasztotta, PAR felhalmozódást, tehát PARP aktivációt láttunk 
valamennyi vizsgált érgyőrőben. Az érgyőrők vazoaktív funkcionális állapota nagy 
variabilitást mutatott, még az azonos betegbıl származó szegmensek között is 
jelentıs különbség volt mérhetı. Ezt azzal magyarázhatjuk, hogy az artériák falában 
az ateroszklerotikus léziók eloszlása nem egyenletes (4). Fenilefrin prekontrakciót 
követıen az erek csak kismértékő, korlátozott vazodilációval válaszoltak még a 
legnagyobb dózisban beadott acetilkolinra is, ugyanezen erek viszont jól relaxáltak 
az endothel-independens vazodilátor nátrium-nitroprusszid adását követıen. Az Ach-
indukálta értágulás beszőkülése, illetve a vazomóció gyakori megjelenése azt jelzi, 
hogy ezekben az artériákban az endothel funkcionális állapota jelentısen romlott és 
a vaszkuláris szabályozó mechanizmusok is károsodtak. Az érfal simaizom-
elemeinek funkciója inkább megtartott, mivel a legtöbb esetben kontraháltak 
fenilefrin, illetve K-Krebs hatására, és a NO-donor nátrium-nitroprusszid kiváltotta a 
relaxációt. Ismereteink szerint ez az elsı olyan leírás, amely az ITA graftok nagy 
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amplitúdójú vazomóciójáról számol be. A vazomóciót korábban többféle érszakaszon 
is megfigyelték, és élettani és kórélettani jelentıségét intenzív kutatások próbálják 
felderíteni (5). A szabálytalan, nagy amplitúdójú vazomóció megjelenése az értónus 
szabályozásának felborulását jelzi, ami érspazmushoz vezethet, ennek 
következtében a szöveti vérellátás elégtelenné válhat (6). A nagyobb amplitúdón 
megjelenı vazomóciós mintázat jelzi, hogy a vaszkuláris reguláció nem képes 
megfelelıen válaszolni a megjelenı stimulusokra. A vazomóció jellegének vizsgálata 
ígéretes eszköz lehet a diagnosztikában, mivel a vazomóció valószínőleg a hipoxia 
megjelenése után igen hamar megváltozik (7). Korábbi eredmények szerint a 
vazokonstriktorok és vazodilatátorok egyensúlyának megbomlása az agyban 
vazomóciót provokál, amit tromboxán-A2 receptorok közvetítenek (6). Eredményeink, 
melyeket a TXA2-R antagonista ICI-192605 használatával kaptunk, megerısítik 
annak lehetıségét, hogy a TXA2- receptorok szerepet játszanak a nagy amplitúdójú 
spasztikus vazomóció kialakulásában. Annak eldöntésére, hogy az ATI perioperatív 
spazmusának megjelenését hogyan befolyásolják ezek a receptorok, további 
vizsgálatok szükségesek. Ezek a vizsgálatok arra is választ adhatnak, hogy CABG 
során használhatóak-e a TXA2- receptor antagonisták a perioperatív vazospazmus 
kockázatának csökkentésére.  
 
Köszönetnyilvánítás   
 
A szerzık köszönetüket fejezik ki Bornemissza Ilonának az immunhisztokémiai 
vizsgálatokban nyújtott segítségéért. Jelen munka az OTKA 47095, 49488, 45933, 
049621, ÖAD 66öu5, TÁMOP 4.2.2-08/1/KMR-2008- 0004, Öveges és Bolyai 
ösztöndíjak támogatásával valósulhatott meg.  
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