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ROVIDITESJEGYZEK
ACE: angiotenzin konvertal6 enzim

ACH: acetil-kolin

ACS: acut coronaria szindroma

AGE: advanced glycation end products

AM: adrenomedullin

AMI: acut myocardialis infarctus

ANP: pitvari natriuretikus peptid

AOQC: antioxidativ kapacitas

AOPP: advanced oxidation protein products

ATP: adenozin-trifoszfat

BNP: kamrai natriuretikus peptid

CABG: koszortaér bypass miitét (coronary artery bypass grafting)
CAD: coronaria betegség (coronary artery disease)

CBF: coronaria aramlas (coronary blood flow)

CK: kreatin-kinaz

CNP: C tipusu natriuretikus peptid

CO: perctérfogat (cardiac output)

CPB: cardiopulmonaris bypass miitét

CRP: C-reaktiv protein

Ees: bal kamrai elaszticitds, a bal kamrai végszisztolés nyomas-térfogat Gsszefiiggés
meredeksége

EC: extracellularis

ET-1: endothelin-1

GPOy: glutation peroxidaz

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

HPLC: magas nyomasu folyadék kromatografia (high pressure liquid chromatography)
HR: szivfrekvencia (heart rate)

hsCRP: high sensitive C-reaktiv protein

IC: intracellularis

ICAM: intracelluléris adhézids molekula

ImAnOx: antioxidans aktivitas, az Immundiagnostic kit markaneve



LDL: low density lipoprotein

LV +dP/dt: bal kamrai kontraktilitas

LVEDP: bal kamrai végdisztolés nyomas (left ventricular enddiastolic pressure)
LVEEF: bal kamrai ejekcios frakci6 (left ventricular ejection fraction)

LVESP: bal kamrai végszisztolés nyomas (left ventricular endsystolic pressure)
MARBP: artérids kozépnyomads (mean arterial blood pressure)

MDA: malondialdehid

AMEE: mesenterialis érellenallas valtozasa

NADH: redukalt nikotinamid-adenin dinukleotid

NF-kB: nuclear factor kappa-B

NO: nitrogén monoxid

NYHA: New York Heart Association

PAR: poli (ADP-rib6z)

PARP-1: poli (ADP-rib6z) polimeraz-1

PF: pericardialis folyadék

PRSW: 6sszefiiggés a szivmunka ¢és a bal kamrai végdiasztolés térfogat kozott (preload
recruitable stroke work)

PTCA: percutan transluminaris coronaria angioplasztika

ROS: oxigén eredetll szabadgyokok (reactive oxygen species)

Se: szérum

SNP: natrium-nitroprusszid

SOD: szuperoxid dizmutdz

SV: verétérfogat, (stroke volume)

TAS: teljes antioxidans kapacitas, (total antioxidant status)

TNFa: Tumor nekrézis faktor alfa

VCAM: vascularis cellularis adhézios molekula

VHD: billentylibetegség (valvular heart disease)



1 Bevezetés

1.1 A szabadgyokok

A szabadgyok egy olyan egy vagy tobb paratlan elektront tartalmazé molekula, amely
igen reaktiv, labilis, a paros elektron allapot visszaallitdsara torekszik, ezért kapcsolatba
Iép mas molekuldkkal. Hidnyz6 elektronja potlasara a szervezetben a kornyezd
szovetekbdl elektront von el, ezzel karositja a sejtalkotd fehérjéket, a lipideket és a
genetikai allomanyt. A szabadgyokok megsemmisiilnek ebben a reakcidban, de a
célmolekula szerkezetében maradandé valtozasokat okoznak.

A szabadgyokoknek alapvetden két csoportja van, az oxigén eredetli (ROS- reactive
oxygen species) és a nitrogén eredetii szabadgyokok. Oxigén eredetliek a szuperoxid
gyok (0,"), az aktiv hidroxil gyok (OH®), a hidroperoxil gyok (OH,"), a peroxil gyok
(RO,"), az alkoxil gydk (RO™), a szinglet oxigén ('O,) és az 6zon (Os) (Cheeseman
KH, Slater TF 1993). A nitrogén eredetii szabadgyokok a nitrogén monoxid szabadgyok
(NO™), a nitrogén dioxid (NO,") és a peroxinitrit (ONOOQO®), alkil peroxinitritek
(ROONO) (Gutteridge IMC 1995, Halliwell B, Whiteman M. 2004).

Vannak olyan molekulak is, amelyek nem rendelkeznek parositatlan elektronnal, mégis
reaktivak, képesek kapcsolatba 1épni méas molekuldkkal pl. a hidrogén-peroxid (H,O,)
vagy a hipoklérsav (HOCI) (Halliwell B, Gutteridge JIMC 1986, 1989).

1.1.1 A szabadgyokok eredete

A szabadgyokok az egészséges szervezetben az alapvetd anyagcsere folyamatok soran
keletkeznek folyamatosan az aerob metabolizmus soran, specialis enzimek hatdsara
vagy egy¢b biokémiai reakciok soran (Gutteridge JIMC 1995).

Endogén szabadgyokképzodés

Szuperoxid gyok (0,%) akkor keletkezik, ha az oxigén molekula kiilsé héjara egy
elektron keriil, ami létrejohet nem enzimatikus uton, pl. a mitokondrialis elektron
transzport lancban a szemiubikinonnal valé reakcid soran vagy enzimek
kozremiikodésével (Droge W. 2002). A nikotinamid adenin dinukleotid (foszfat)
NAD(P)H oxiddz és a mitokondrium eredetii szuperoxid gyok adja az érrendszerbe

keriild O, gyok legnagyobb hanyadat (Harrison D és mtsai 2003). Az



érsimaizomsejtekben miikodé NAD(P)H oxidaz szerkezete eltér a fagocitdkban
talalhaté enzimtdl (Madamanchi NR és mtsai 2005). Gyulladas sordn az addig inaktiv
formaban jelen 1évé enzim immunglobulinhoz ko6tott baktériumok, immunkomplexek,
complement, leukotriének hatdsara aktivalodik és ez inditja el a fagocita respirdcios
burst-t, a szuperoxid gyok kidramlast (Babior BM. 1984).

Szuperoxid gyok keletkezik a xantin oxidaz mitkodése soran koros koriilmények kozott
¢s az arachidonsav metabolizmusban a lipoxigendzok hatésara (Droge W. 2002).

A szuperoxid gyok vizes kozegben gyorsan atalakul, hidrogén-peroxid (H,O;) és viz
keletkezik (dizmutacios reakcid soran), amely reakcidt a szuperoxid-dizmutaz (SOD)
enzim jelentésen felgyorsitja (McCord JM, Fridovich I 1998).

A hidrogén-peroxid (H,0,) legfontosabb tulajdonsaga, hogy hidroxilgyokkeé alakul fém
ionok jelenlétében. Az aktiv hidroxilgyok (OH™) a Haber-Weiss reakcid soran
keletkezik szuperoxid anion és hidrogén-peroxid reakcidja soran:

0, + H;0, - 0, + OH + OH"

A vas katalizalta Haber-Weiss reakcido vagy Fenton reakcid sordn szuperoxid anion
helyett vasion (Fe’") az elektron donor. Fiziologias koriilmények kozott a vas
transzporterek meggatoljak a vas felszabadulasat és elérhetéségét a Haber-Weiss
reakcio katalizalasara (Kehrer JP. 2000).

0,"" +Fe” > 0, + Fe™?

Fe'? + H,0, > Fe™ + OH™

A hidroxilgyok ellen kozvetlen enzimes védekezés nincs, ez abbol adddik, hogy
rendkiviil agressziv, reakcidsebessége nanosecundum nagysagrendii. A szervezet ugy
védekezik a hidroxilgyokok ellen, hogy prekurzorat, a hirdogén-peroxidot eliminalja pl
a katalaz ¢és a szelén tartalmu glutation peroxidaz segitségével, ezaltal csokkenti a
hidroxilgyok képzddést.

A szinglet oxigén nem szabadgydk, mert nincs parositatlan elektronja, de a két elektron
spinje azonos ¢s igy nagy reaktivitdsu. Fagocita respirdcios burst soran, vagy
enzimatikusan peroxidazok, lipoxigendzok, hidrogén peroxid és hipoklorit vagy
peroxinitrit reakcioja soran keletkezik.

A nitrogen monoxidot (NO) az endothelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) termeli,
kulcsfontossagi az érmiikddés élettanaban. Ha az L-arginin és a tetrahidrobiopterin

(THB4), az eNOS enzim kofaktorai nem allnak megfelel6 mennyiségben rendelkezésre,



akkor az enzim szuperoxid aniont termel. Ennek kovetkeztében csokken az endothelium
fliggd ér relaxacio, mert az NO reagal a szuperoxid gyokkel és peroxinitrit gyok alakul
ki (Madamanchi NR és mtsai 2005). A peroxinitrit hatasara lipidek peroxidacidja, DNS
torése, enzimek €s ioncsatorndk mitkddésének gatlasa, fehérjék oxidalasa, nitralasa, a
mitokondrialis 1égzés gatlasa alakul ki. A peroxinitrit alacsonyabb koncentracioban
apoptozis trigger, magasabb koncentracioban nekrozist okoz (Szabo Cs. 2003).

A hipoklorsav  (HOCI): elsédlegesen  baktérium6lé  hatdsu, az  aktivalt
polimorfonukledris sejtekben termelddik, mieloperoxiddz hatiséra hidrogénperoxid és
kloridion reakcidja soran. A membranokon atjutva fémionok jelenlétében nagy
reaktivitdsu hidroxilgyok képzddéshez vezet. Részt vesz a lipid peroxidacioban ¢és a
DNS karositasban (Schraufstatter IU és mtsai 1990).

Exogén szabadgyokforrasok

Fokozottan képzddnek szabadgyokok kiilonbozé gyodgyszerek, antibiotikumok,
antineopléazias szerek (bleomycin, adriamycin, doxorubicin (Bruynzeel AM ¢és mtsai
2006), metotrexat, penicillamin, fenilbutazon hatdsdra. A szervezetet érd
elektromagneses sugarzas (rontgen, gamma sugarzas (Soloviev Al és mtsai 2003), az
UV sugarzas; a dohdnyzas és anorganikus részecskék (azbeszt, kvarc, szilicium-dioxid),
gazok (6zon) belélegzése; valamint toxinok; xenobiotikumok (peszticidek, herbicidek,
fémek, kémiai szennyezd anyagok) szervezetbe jutasa is jelentds szabadgyok képzddést

indithat el (Stohs SJ. 1995, Amacher DE. 2006).

1.2 Antioxidans rendszerek

Tekintve, hogy a szervezetben a szabadgyokoknek fiziologias szerepiik van a redox
szabalyozasban, bonyolult védekezd rendszer biztositja, hogy a szabadgyokos reakciok
egy bizonyos hatarig a sejtalkotok karositasa nélkiil jatszoédjanak le. Az antioxidansok
sajat elektronjaikat adjak at a szabadgyok molekuldknak. Antioxidans lehet barmely
anyag, ami alacsony koncentracidban van jelen Osszehasonlitva az oxidalhaté
szubsztrattal, és jelentdsen késlelteti vagy gatolja a szubsztrat oxidaciojat (Gutteridge
JMC 1995).

Az elsddleges antioxidansok megakadalyozzdk 1 reaktiv oxigén szabadgyokok

kialakulasat. Ebbe a csoportba tartoznak az antioxiddns enzimek: a szuperoxid-dizmutéaz



(SOD), katalaz, peroxidazok, glutation-S-transzferaz, reduktdzok. Az enzimatikus
védekezést kiegészitik a masodlagos antioxiddnsok, amelyek a mar kialakult gyokoket
kotik meg, mieldtt beinditandk a lancreakciot, ami sejtkarosodashoz, és tovabbi
szabadgyokképzddéshez vezet. llyenek példaul az E, az A és a C vitamin, a hugysav, az
albumin, a bilirubin, a glutation és a flavonoidok. Amennyiben a szabad gyokok
eliminaldsa nem torténik meg, Ugy a kérosodott molekuldk eltakaritisa védhet a
szekunder szabadgyok-képzddéstdl, ezaltal gyorsan helyredllhat a sejt, szdvet
homeosztazisa. E harmadik védelmi vonal képviseléi a DNS-, fehérje- és lipid-
degradatumokat eliminal6 repair mechanizmusok.

Az antioxiddnsokat megkiilonboztethetjilk aszerint 1s, hogy a sejten beliil
(intracellularis) vagy a sejtmembranban (membran) vagy a sejtek kozotti térben
(extracellularis) fejtik ki hatdsukat (Gutteridge IMC 1995).

Az intracellularis antioxidansok

A szuperoxid gyokot a szuperoxid dizmutdz (SOD) hidrogén peroxidda alakitja, amit a
peroxiddz és a katalaz alakit tovabb vizzé. Minden aerob szovetben megtalalhato. Az
SOD-nak két fajtaja van: a citoplazmaban jelen 1évd réz és cink fiiggd, valamint a
mitokondriumban talalhaté mangan fiiggé enzim (Gutteridge JIMC 1995).

A hidrogén peroxid két enzim révén keriil eltavolitasra. Ha a H,0O, alacsony
koncentracidban van jelen, a katalaz, egy 4 NADPH-t és vasat tartalmazd hemoprotein
szlri ki, ami a mdj, a vese, a vér alakos elemeiben és a sejtekben a peroxiszomdkban
talalhat6. A hidrogén peroxidot vizzé ¢s oxigénné alakitja. Ha a H,O, magas
koncentracioban van jelen, a szelén fiiggd glutation peroxiddz (GPOx) tavolitja el, ami
organikus hidroperoxidokat is kiszlir. Miikodéséhez sziikséges a redukalt glutation
(GSH), ami oxidalédik a peroxidok oxidacidjaval egyidejiileg, oxidalt glutation alakul
ki (GSSG), ami a NADPH fiiggd glutation reduktaz (GSSG red) hatasara alakul vissza
redukalt glutationnd (Arthur JR. 2000). A glutation kozponti szerepet jatszik az
antioxidans védelemben, a vordsvérsejtekben, a vérlemezkékben, a fehérvérsejtekben
fordul el6. A glutation reduktaz szelént tartalmaz, ha csdkken a plazma szelén szintje,
vagy ha a gluk6z-6-foszfat dehidrogendz hianyzik, csokken a redukalt glutation szintje,
igy a peroxidok elimindcidja is zavart szenved. A vordsvérsejtekben a membranlipidek,
¢s a hemoglobin szabadgyokok elleni védelmében jatszik szerepet (Avissar N €s mtsai

1989).



A glutation S transzferazok szamos endogén ¢és exogén epoxidot, organikus
hidroperoxidot, karcinogéneket, mutagéneket, xenobiotikumokat ~ képesek
hatastalanitani. A mitokondriumban a koenzim Q és a liponsav, két fontos metabolikus
antioxidans talalhato.

A membran antioxidansok: A membranok hidrofob lipid rétegében lipofil
szabadgyokok képzddnek, amelyek semlegesitését mas tipusu antioxiddnsok végzik.

Az E vitamin (o-tokoferol) a leghatisosabb lanctéré antioxidans, a
membrankomponenseket védi a lipidperoxidaciotdl €és a szabadgyokok medialta sejten
beliili szignaltranszdukcios folyamatokat is gatolja (Chatelain E és mtsai 1993).

Az A vitamin (B karotin) zsiroldékony, gyOkfogd és szinglet oxigént semlegesitd
(Gutteridge JMC 1995).

Extracellularis (EC) antioxidansok: A testfolyadékok altaldban nem tartalmazzak az
intracellularis antioxidansoknal leirt enzimeket, mindamellett a glutation peroxiddznak
¢s a SOD-nak van EC formaja is. A legfontosabb, hogy a szuperoxid anion és a H,O, ne
keriiljon kapcsolatba az EC vassal, vagy rézzel, ezért az EC antioxiddnsok a vasat és a
rezet nem reaktiv formaban kotik meg. A transzferrin, a laktoferrin vasat kot meg. A
haptoglobinok ¢és a hemopexin megkotik a hemoglobint és a hem vasat, ezzel
csokkentve azok a lipid peroxidéciot fokozo hatdsat.

A coruloplazmin egy akut fazis fehérje, a rezet kot meg, ferroxidaz aktivitast is kifejt,
ezen kiviil reagal a szuperoxid anionnal és a H,O»-dal is.

A plazméban az albumin az egyik legfontosabb EC antioxiddns, molekulanként egy
szulfthidril csoportot tartalmaz, 6nmagaban megkdti a szabadgyokoket. Az albumin a
vas €s a réz megkotésére is képes. A megkotott fémek a Haber-Weiss reakcid szamara
elérhetdek lesznek, de a képzddd aktiv hidroxil gyokot az albumin azonnal megkoti. A
fehérje sériilés biologiailag nem jelentés a rendelkezésre 4all6 albumin magas
koncentracioja miatt, és a szabadgyokoket azelOtt hatdstalanitja, mieldtt azok mas
¢letfontossagu fehérjéket karositananak (Gutteridge JIMC 1995).

A C vitamin az oxidalt glutationt redukalja, emeli a sejt redukalt glutation szintjét. A
sejt redox homeosztazisaban a legfontosabb antioxidans. A C-vitamin regeneralja az E
vitamint, az E vitamin a beta-karotin kémiai kémiai kotéseit védi a szabadgyokok

okozta oxidaciotol (Bulger EM, Helton WS. 1998).
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1.3 Az oxidativ stressz
Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén vagy nitrogén eredetli szabadgyokok keletkezése és

az antioxidans védd rendszerek kozotti egyensuly megbomlésa, a sejtek oxido-
redukcios allapotanak megvaltozasa soran 1€p fel. Az ATP keletkezése soran szamos
oxidacids- redukcids 1épés torténik, amikor redukald agens (hidrogén) szallitodik az
oxigénre. A ROS kontrollalatlan keletkezése vagy az antioxidans rendszer miikodésének
csokkenése vezet az oxidativ stressz kialakuldsdhoz. Szinte nincs olyan betegség, ahol a
szabadgyokok karositd hatasdt ne mutattdk volna ki, vagy a szabadgyokok
tultermelddése vagy az antioxiddns rendszer karosodasa miatt. A szabadgyokok képesek
arra, hogy az antioxiddns rendszerek miikodését gatoljak, pl. ugy, hogy elfogyasztjak a
rendelkezésre allo antioxidansokat, igy pozitiv visszacsatolasos kor alakul ki. A sejtek
egy masodlagos oxidativ karosodasra érzékenyebbek lesznek. Az Onrontd kor
folytatodik, és a sejt karosodasa tovabb nd egészen akar a sejthalélig (1. abra).

melyet fizikai, kémiai és biologiai valtozasok idéznek eld, el kell valasztani az
apoptézistoél, a programozott sejthalaltél, a genetikailag determinalt Ongyilkos
folyamattol, melyek sordn azonban szabadgyokos mechanizmusok fontos szerepet

jatszanak (Polyak K. és mtsai 1997).

Az oxidativ stressz szerepét tobb mint 100 betegségben, szamos korfolyamatban
feltételezik, ezek koziil pl: atherosclerosis (Harrison D. és mtsai 2003), diabetes mellitus
(Haidara MA. ¢és mtsai 2006), Alzheimer-koér (Moreira PI. és mtsai 2005), Parkinson-
kor, sclerosis multiplex (Phillis JW ¢s mtsai 2006), gyulladas (Roebuck KA 1999),
sepsis (Macdonald J. és mtsai 2003), reperfusios karosodas eseteiben (Marczin N ¢és
mtsai 2003), az 6regedésben (Linton S és mtsai 2001), az apoptodzis folyamataban (Hare

JM. 2001) és a xenobiotikumok, toxinok karosité hatasaban (Amacher DE. 2006).
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Oxidativ stressz
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1. &bra: Az oxidativ stressz fontosabb hatasai

1.3.1 A poli (ADP rib6z) polimeraz enzim szerepe az oxidativ stressz

folyamataban

A poli (ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1) a DNS ko6t6 enzimek PARP csaladjanak
tagja, mas PARP izoenzimekkel egyiitt, a sejtmagban ¢és a mitokondriumban
helyezkedik el szamos sejttipusban, a szivizomsejteket is beleértve. A PARP-1 enzim
harom doménbdl 4ll: DNS kétd, automodifikacios és NAD' koté doménbdl (Burkle A
2005). Az aktivalt PARP a NAD-ot hasitja, nikotinamid és ADP-rib6z jon létre. A
PARP ADP-ribozt polimerizal a sejtmagban 1évo fehérjékre, hisztonokra, transzkripcios
faktorokra és a PARP enzimre magara. Fiziologids allapotokban a poli (ADP-

ribolizacio) szerepet jatszik a DNS helyredllitasban és a genom stabilitdsanak

v

Membran peroxidacio és

:

Vas ion kijutasa a kornyezo
szovetekbe, a kornyez0 sejtek
karosodasa

megobrzésében, a sejt tulélésében, a sejtosztddasban és differencialodéasban is.
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A PARP enzim szamos transzkripcios faktor miikddését is befolyasolja, a nuklearis
faktor kB mediélta transzkripcid eldsegitésével, aminek kozponti szerepe van pl. a
gyulladésos citokinek, kemokinek, adhézids molekuldk, gyulladdsos medidtorok
expresszidjaban (Szabo G ¢és mtsai 2004a, Virag L, Szabo C 2002).

A PARP tulaktivacidja a sejt tulélését veszélyezteti, mert a sejt NAD' raktarait
elfogyasztja, a célfehérjéken az ADP-rib6z lancot meghosszabbitjia. Mivel a NAD"
jelenléte a mitokondrialis elektron transzporthoz elengedhetetlen, a NAD"
elhasznalasaval a kovetkezményes ATP hiany sejthalalhoz vezet. Az oxigén ¢€s nitrogén
szabadgyokok és a sejtmagon beliili Ca®" felhalmozodas megnédveli a PARP aktivitasat.,
A DNS egyes szal torés elengedhetetleniil sziikséges elinditoja a PARP aktivacionak. A
peroxinitrit egy labilis, toxikus molekula, ami a szuperoxid és a nitrogén monoxid
reakcidja soran jon létre A peroxinitrit és az aktiv hidroxilgyok felelés a DNS egyes
szal torésért. Kornyezeti toxikus anyagok, genotoxikus, vagy citotoxikus drogok és az
ionizald sugarzas, valamint nitrogén-monoxid és szuperoxid anion keletkezésével jard
folyamatok a kivaltdi a DNS szal torésnek (Szabo Cs. 2003).

A PARP inhibitorok alkalmazasaval és a PARP gén hidnyos egerek vizsgalataval
kimutattdk, hogy a PARP talmikodése szamos oxidativ stressz medialta
korfolyamatban részt vesz: szivizom ischaemia, reperfusios karosodas, gyulladas,
diabetes mellitus, diabetes okozta cardiovascularis betegségek, keringési shock, stroke,
szivhipertofia, szivelégtelenség, traumas kozponti idegrendszeri karosodas, arthritis,
colitis, allergids encefalomyelitis és a gyulladas szamos mas formajaban (Virag L,
Szabo C 2002)

Ischaemia-reperfusioban pathofiziol6gids kaszkad indul el, gyulladésos valasz alakul ki,
a citokinek és a ROS termelddése nd. Az iszkémias prekondicionalds sordn a nitrozativ
¢s oxidativ stressz szintje alacsonyabb lesz, ami a prekondiciondlds ideje alatt egy
kisebb mértékti PARP aktivaciot hoz 1étre. A PARP autoribozilacioja a PARP gétlasat
okozza, és ez lehet az oka annak, hogy elmarad az ischaemia-reperfusio soran
jelentkezd nagy mértékii PARP aktivaci6, ami a nem prekondicionalt szivben

jelentkezik. (Liaudet L és mtsai 2001).

13



1.3.2 Az oxidativ stressz kimutatasa

Az oxidativ stresszt vizsgalhatjuk kozvetett modon, a védelem oldalarol, az antioxidans
hatdsi komponensek mérésével vagy a tdmadas oldalarél kozvetleniil az oxidalt
metabolitok mérése révén, vagy a két modszer kombinacidjaval (Del Rio D. és mtsai
2002).

Szamos in vitro meghatarozas all rendelkezésre a reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok
kimutatasara. A reaktiv oxigén €s nitrogén gyokok in vitro elektron spin rezonanciaval
(ami a parositatlan elektront detektalja) vagy kemilumineszcenciaval mérhetéek, de
ezeknek a direkt modszereknek a laboratoriumi alkalmazasa nehézségekbe iitkozik a
modszerek koltségessége, valamint a szabadgyokok instabilitasa miatt. A szabadgyokok
reaktivak, féléletidejiik igen rovid, ezért rutin célbdl torténd kozvetlen mérésiik
altaldban nem végezheté a szOvetekben, sejtekben ¢és testfolyadékokban. A
szabadgyokokkel torténd reakcid soran atalakult molekuldk szamos esetben sokkal
stabilabbak, mint maguk a szabadgyokok, igy pl. a stabil metabolitjaik (nitrat, nitrit)
vagy a karositott lipid, fehérje vagy nukleinsav termékek mutathatok ki nagyobb
biztonsaggal. (Zweier JL és mtsai 1987, Dalle-Donne I. és mtsai 2006)

A sejtmembranokat alkotd lipidek peroxidalodasa kéaros folyamat, mert ennek
kovetkezménye a membran atjarhatdésaganak nodvekedése, a membranhoz kotott
receptorok, enzimek inaktivalodasa és igy a sejtintegritds karosodasa (Gutteridge JM.
1995). A lipid peroxidokat sokszor alkalmazzak az oxidativ stressz biomarkereként, igy
pl. a malondialdehidet (MDA), 4-hidroxi-2-nonenalt, az izoprosztdnokat. Ezek a
termékek masodlagos citotoxikus messengerként ott is maradnak a szdvetekben, és
tovabbi karosodasokat idézhetnek el (Dalle-Donne I €s mtsai 2006).

Az izoprosztanok mérése a plazmaban és a vizeletben a legkevésbé invaziv ex vivo
modszer az oxidativ stressz mérésére betegekben (Mallat Z és mtsai 1998, Sakamoto H
és mtsai 2002). Az izoprosztanok nem-enzimatikus uton keletkezett lipidperoxidacios
termékek. Arachidonsavbol, eikozapentaénsavbol, dodekahexaénsavbol, LDL-bdl a
foszfolipazok hasitjak le, majd {iriilnek a szabad izoprosztanok (8-izo-PGF,0) a
vizelettel (Morrow JD 1990, 2005).

A fehérjék kotik meg a képzddott szabadgyokok 50-75%-at (DE Zwart LL és mtsai
1999). A fehérjék jelentds része elveszti biologiai funkciojat az oxidalodas

kovetkeztében, az enzim ¢és kotd aktivitas csokken, aggregalodnak, proteolizis indul el,

14



karosodnak mas molekuldk, pl. DNS repair enzimek inaktivaldsa (Dalle-Donne I és
mtsai 2006).

Minden aminosav képes oxidalodni, a legérzékenyebbek az aromds aminosavak
(fenilalanin, tirozin, triptofan, hisztidin) és a kéntartalmi aminosavak: a cisztein-
cisztinn¢ alakulhat (tioredoxin reduktdz visszaalakitja), a metioninbél metionin
szulfoxid lesz, amit a metionin szulfoxid reduktadz alakit vissza (Dean RT ¢és mtsai
1997).

Amikor a szabadgyokok a sejt DNS-hez kapcsolodnak, a DNS kettds spiral
kigongyolodik, bazisparok hibas leolvasasa johet 1étre. Mutagén, teratogén, carcinogén
hatasuk van. DNS-fehérje keresztkotések alakulnak ki, a DNS vazban torés jon 1étre, a
dezoxiriboz-foszfat vz valamint a purin-pirimidin vaz kérosodik, a béazisok szabadda
valnak. Az oxidalt nukleinsav szarmazékokat (pl. 8 hidroxi 20 deoxi-guanozin) a
kovetkezd laboratoriumi modszerekkel lehet kimutatni: pl. HPLC, gazkromatografia,
tomegspektrometria, folyadékkromatografia, tandem tomegspektrometria. Az oxidalt és
a nem oxidalt nukleinsavak koncentracidja kozott 6 nagysagrend a kiilonbség (Del Rio
D és mtsai 2002).

Szamos oxidativ stresszt mérd biomarker alkalmazasat a klinikai gyakorlatban
behatarolja, hogy 1. limitalt a specificitasa az oxidativ/nitrozativ stressz termékek
kimutatdsara, 2. amit mériink, az nem a szabadgyokok specifikus produktuma, 3. az
4. a mért valtozot mas kiilsé tényezok is befolyasoljak, pl. a taplalékkal felvett zsirok
mennyisége, 5. a meghatarozas tul invaziv az emberi mérésekhez (Dalle-Donne 1. és
mtsai 20006).

Milyen legyen az idedlis oxidativ stressz biomarker? 1. Rendelkezzék magas
specificitassal a vizsgalt hatast illetéen. 2. Korai hatast is jelezzen. 3. A nyugalmi szint
legyen alacsony. 4. A valtozas legyen aranyos a karosodas mértékével. 5. Viszonylag
gyors valtozasokat is legyen képes kovetni. 6. Legyen konnyen, gyorsan, olcson

kivitelezhetd és lehetdleg automatizalt (Halliwell B, Whiteman M. 2004).

15



1.3.2.1 Advanced oxidation protein products (AOPP)

1996-ban egy 0j oxidativ stressz biomarkert azonositottak advanced oxidation protein
products (AOPP) néven elOszor kronikusan dializalt urémids betegek plazmdjaban
(Witko-Sarsat V és mtsai 1996). Céljuk volt, hogy meghatirozzak az oxidativ stressz
okozta fehérje karosodas fokat urémias betegek és hemodializalt kronikus vesebetegek
plazmajaban. Megfigyelték, hogy az AOPP plazma szintek szoros Osszefliggést
mutattak a plazméban mért ditirozinnal, ami az oxidalt fehérjék egyik fajtaja és a
pentozidinnel, azzal a markerrel, ami a fehérjék glikaciojat jelzi oxidativ stressz
jelenléte esetén, viszont nem mutattak dsszefiiggést a tiobarbitursav reaktiv anyagokkal.
Az AOPP szintek a kreatinin szintekkel is szoros Osszefliggést mutattak, a kronikus
veseelégtelenség fennallasa esetén az AOPP a betegség progressziodjat is jelzi (Witko-
Sarsat V. és mtsai 1996).

Az AOPP mérémodszer elve, hogy in vitro koriilmények kozott savas kozegben a
hozzaadott jod beépiill a mintdkban jelen 1évé tirozin szarmazékokba (ditirozin,
pentozidin és karbonil) és ezéltal jelentdsen nd a fényelnyelés 340 nm-en (Capeillere-

Blandin C. és mtsai 2004).

Az aktivalt monocitdkbodl a mieloperoxidaz aktivitas hatdsara felszabadul6 hipoklorsav
adja az AOPP képzddésének egy lehetséges modjat (Capeillere-Blandin C. és mtsai
2004). Az aktivalt fagocitdk a reaktiv szabadgyokok legfobb forrdsai, amelyek az
immunvédekezésben jatszanak kulcsfontossagu szerepet. A neutrofilek tartalmazzdk a
hem-oxigendzt, ami a hidrogén-peroxid és a klorid ion reakciojat katalizélja, és
hipoklorsav jon létre. HOCI-modositott fehérjéket talaltak atherosclerotikus 1ézidkban
(Brasen JH ¢és mtsai 2003) és a plazmaban glomerulonephritisben (Grone HJ és mtsai
2002). A HOCI kezelt human szérum albumin és az AOPP in vitro oxidativ burst-t
indukalt neutrofilekb6l és makrofagokbol, ez azt mutatja, hogy gyulladasos
mediatorként mikodnek (Witko-Sarsat V és mtsai 1998). Aktivalta a NADPH oxidazt
¢és a mieloperoxidazt. Az N-acetilcisztein meggatolta ezt a folyamatot (Witko-Sarsat V

¢és mtsai 2003. )

Emelkedett AOPP plazma szinteket mutattak ki a kdvetkez6 megbetegedésekben: HIV

pozitiv betegekben a monocita aktivacioval aranyosan (Witko-Sarsat V. és mtsai 1996),
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hipoxias korasziilottekben (Bounocore G. és mtsai 2000), tovabba diabetes mellitus 1.
¢s 2. tipusaban (Kalousova M. és mtsai 2002, Martin-Gallan P. és mtsai 2003),
koszortérbetegségben (Kaneda H. és mtsai 2002), szisztémads szklerozisban (Allanore
Y. és mtsai 2004), izomdisztrofidban (Siciliano G. és mtsai 2005), és preeclampsidban

(Fialova L. és mtsai 2004).

Az AOPP koncentracid pozitiv korrelaciot mutatott a szérum hugysav és triglicerid
szintekkel, de negativan korreldlt a paciensek életkoraval, mig a szérum albumin és az
Osszfehérje csokkent az életkor novekedésével (Matteucci E és mtsai 2001).
Osszefiiggést talaltak az AOPP és a szérum triglicerid és koleszterin szintek kozott
(Kalousovd M ¢s mtsai 2002). Az AOPP-nek szerepe lehet az oxidalt LDL
kialakulasaban, ami azutan az atherosclerosis kialakulasahoz vezethet (Witko-Sarsat V
¢s mtsai 1996).

Az AOPP szerkezeti ¢és bioldgiai hasonldésagot mutat az AGE-fehérjékkel (advanced
glycation end products): gyulladast kivaltd citokineket és adhézidés molekuldkat aktival
(Kalousova M és mtsai 2002). Az AOPP-t, mint oxidalt fehérje szarmazékot, a szerzok
az albuminnal azonositottdk. A munkacsoportunk kutatasi eredményei alapjan az
AOPP-reakiv csoportok a fibrinogénen helyezkednek el. A fibrinogén az
atherosclerotikus plakkban antioxiddns hatast, hasitja a fenoxil gyokot (Abudu N. és

mtsai 2006)

1.3.3 Oxidativ stressz és cardiovascularis megbetegedések

A cardiovascularis betegségek jelentds hanyadaban kialakulasuk hatterében az
atherosclerosis és a hypertensio all. Ezekben a kérfolyamatokban fontos szerepe van a
szabadgyokoknek, mint ahogy a sziv-és érrendszeri betegség rizikofaktorai (diabetes,
elhizas, dohanyzas) is fokozott szabadgyok képzddéssel jarnak. Szamos tanulmany
foglalkozik a cardiovascularis betegségek és az oxidativ stressz kapcsolataval pl.
érelmeszesedésben (Harrison D ¢és mtsai 2003), akut ¢és kronikus koszoraér
szindromakban (Valgimigli M és mtsai 2003), hypertensioban (Taniyama Y, Griendling
KKP 2003, Salska A ¢és mtsai 2005), szivelégtelenségben (Berry CE, Hare JM 2004,
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Ferrari R ¢és mtsai 2004), diabetes szivszovodményeiben (Pennathur S, Heinecke JW
2004), érkarosodasban kronikus veseelégtelenségben (Himmelfarb J és mtsai 2002)
Oxidativ stressz és atherosclerosis

Az atherosclerosis meghatarozd kezdeti 1épése az oxidalt LDL molekula atjutdsa az
endotheliumon &t az érfalba. Ez éltalaban az endothel sériilés helyén kovetkezik be, amit
okozhat az oxidalt LDL molekula maga vagy kémiai hatasok, fert6zés. (Madamanchi
NR. 2005) Az oxidalt LDL kialakuldsa ROS jelenlétében, megvaltoztatja az LDL
biologiai tulajdonsagait, eldsegiti a makrofagokhoz vald csatlakozast és az LDL
makrofagok altali bekebelezését. A gyulladdsos sejtek az érfalba jutnak be, a
tovabbiakban mieloperoxidazt bocsatanak ki, ami tovabb fokozza a ROS termelddését.
A subendothelialis matrix tovabb karosodik olyan protedzoktol, amelyeket az ér
médidjabol odavandorolt simaizomsejtek termelnek. Ez a vandorlas az egyik kulcs
eleme az érelmeszesedésnek. A migracidban szerepet tulajdonitanak a ROS-nak: a
vérlemezkékbdl felszabaduld nodvekedési faktor kemotaktikus hatdsat a katalaz
tultemelés csokkentette. A gyulladadsos sejtek infiltracidja, az ér simaizomsejtek
vandorlésa, az oxidalt LDL lerakddasa vezet a zsiros csikok és az elmeszesedd plakkok
kialakulasdhoz. A taltermel6dott ROS az endothelsejtekben apoptozist indit el és az
érlumenben fokozodik a trombodziskészség. A koérosan miitkodé endothelidlis sejtek
felszinére szamos adhézios molekula helyezddik ki (intracelluldris, vaszkularis adhézios
molekula-1, ICAM, VCAM), ami ndveli a gyulladasos sejtek kotddését.

A malondialdehid és a fehérjék reakcigjat figyelték meg érelmeszesedésben, ami a
szivbetegségek ¢és a stroke kozos korokai kozott szerepel (Dalle-Donne I. €s mtsai.
2006). A kérosodott, apoptotikus endotheliumhoz ko6t6dé gyulladasos sejtek az
endothelium alatti rétegekbe vandorolnak, ahol az LDL kristalyok jelenlétében az ér
simaizomsejtekkel és fibroblasztokkal egyiitt beindul az érelmeszesedés.

A nitrogén-monoxid (NO) szabadgyoknek kulcs szerepe van a vazodilatacioban. A
szuperoxid anion gyorsan reagal az NO-val és peroxinitrit (ONOQO") képzddik (Halliwell
B, Whiteman M. 2004). Az egészséges artéria falban egyensulyban van az NO és az O,
képzddése, de a megnovekedett oxidativ stressz csokkenti az NO bioldgiai
hozzatérhetoségét. Az érfalban, beleértve az érendotheliumot, (kiilondsen az
atherosclerotikus 1éziokban) a szuperoxid anion forrdsai a sejtek (fibroblasztok,

limfocitak, fagocitdk) és enzimek (xantin oxid4z, az endothelialis nitrogén monoxid
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szintdz) (Souza HP és mtsai 2003). A NAD(P)H oxidaznak kiemelt szerepe van a Oy
temelésben €és a hypertensio kialakulasdban (Zalba G és mtsai 2001). Koleszterindus
diéta soran kialakult érelmeszesedés okai kozott a xantin-oxiddz indukalta oxidativ
stresszt irtdk le (Ohara Y és mtsai 1993)

Az endothelium fliggd érrelaxald faktor (nitrogén monoxid NO) érellazité hatasa
csokkent hypertensioban az NO megnovekedett lebontdsa miatt (Busse R, Fleming I
1996). Az érelmeszesedés rizikofaktorai, mint hypertensio, cukorbetegség, dohanyzés
ROS tulprodukcioval jarnak az endothelsejtekben. A nyirderd novekedésére, a magas
vércukorszintre, a TNF a-ra, az angiotenzin Il-re adott valasz eredményeként az
oxidativ stressz miatt karosodott endothelsejtekben az NO termelddése csokken, €s ezért

csokken az endothelium fliggd érrelaxacio is (Taniyama Y, Griendling KKP 2003).

Antioxidansok szerepe az oxidativ stressz kialakulasanak megelozésében

Az antioxidansok (pl. szuperoxid dizmutaz) adésa részlegesen visszaallitotta a csokkent
endothelium fiiggd relaxacidt, az apoptdzist és a protrombotikus allapotot is
csokkentette. Vizsgalatok igazoltdk, hogy az N - acetilcisztein gatolta az adhézids
molekuldk gén expressziojat (Griendling KKP, FitzGerald GAM 2003).
Koszoraérbetegségben antioxidans (C-vitamin) adédsa helyreallitotta a csokkent
endothelium fliggd érrelaxaciot (Levin GN és mtsai 1996), de csak akkor, ha az
ischaemia-reperfusios karosodas el6tt adtdk be, utdna nem védte ki a hatast. A C —
vitamin ugyancsak csokkentette az infarctus mértékét (Becker LB 2004). Alacsony
antioxidans szinteket mértek szivbetegek plazmajaban (Landmesser U ¢és mtsai 2000,
Mayer M 2000, Nojiri S és mtsai 2001, Krijgsman B és mtsai 2002, Hughes K és mtsai
2002).

Szuperoxid dizmutaz génkilitott egérben dilatativ cardiomyopathia és korai halalozas
alakult ki (Li Y ¢és mtsai 1995). Iszkémids szivbetegek pericardialis folyadéka F2
sejttenyészetben apoptdzist indukalt az oxidativ stresszre érzékeny p38 mitogén aktivalt
protein kinaz uton keresztiil (Fujita M és mtsai 2001). Ujsziilott patkanyokbél izolalt
szivizomsejt kultaraban apoptézis indukalodott H,O, vagy szuperoxid anion
jelenlétében (von Harsdorf R és mtsai 1999). Ha egy glutation peroxidaz génkiiitott
egeret tettek ki oxidativ stressznek, esetiikben a kisebb oxidativ stressz is nagyobb

karosodasokat okozott (Fu Y és mtsai 1999). Szivelégtelenségben ROS forras a sejtben
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a mitokondrium, a xantin-oxiddz, a NADPH oxidaz. Szuperoxid anion-képzdédik az
oxigénbdl viz keletkezés soran, aminek hatdsasa megindul a citokrom c¢ kidramlas a
mitokondriumbol a citoplazmdba. A végsd 1épés apoptotikus kaszkad beinditasa lesz
(Hare JM 2001).

Szivelégtelenségben szenvedd betegekben Osszefliggést talaltak a szivelégtelenség
klinikai stadiumai és az antioxiddnsok ¢és oxidansok szintje kozott: A NYHA III.
stddiumban 1év betegekben szignifikansan alacsonyabb A vitamin, E vitamin és lutein
szinteket, mig magasabb malondialdehid értékeket mértek, mint a NYHA II. allapotban
1év6 betegekben (Polidori MC és mtsai 2002).

1.4 A pericardialis folyadék vizsgalata

A szivet koriilvevd pericardialis folyadék atlagos mennyisége 20-25 ml, feladata a
szivciklus sordn a sziv mozgasanak megkonnyitése a pericardialis zsdkban (Mangi AA,
Torchiana DF 1993). Lényegében plazma ultrafiltratum, a mesothel sejtek termelik,
viszont Osszekottetésben all a szivizomsejtek intersticidlis terével. A szivizomsejtek
altal termelt kardioaktiv anyagok a pericardialis folyadékba is bekeriilnek és paracrin
modon visszahatnak magukra a szivizomsejtekre. A pericardialis folyadékban egyes
vazoaktiv anyagok koncentracidja a plazmaszintek tObbszordsét is meghaladhatja.
Szivmiitétre keriild betegekben magas pericardialis endotelin-1 (Horkay F és mitsai
1997), pitvari- és kamrai natriuretikus peptid (Sods P és mtsai 2002) szinteket mértek a
plazmaval Osszehasonlitva. Koszoruérbetegek pericardialis folyadékdban emelkedett
adenozin, inozin koncentraciokat (Fazekas L ¢és mtsai 1999) és ferritin szinteket
(Selmeci L és mtsai 2000) mértek. Instabil angindban a PF-ban emelkedett fibroblaszt
¢s ér endothel novekedési faktort mértek, aminek szerepe lehet a kolleterdlisok
kialakitasaban (Fujita M ¢és mtsai 1996). Bal kamrai diszfunkcids betegek PF-aban
magasabb adrenomedullin szinteket talaltak, mint a plazméaban, és ez szoros
Osszefiiggést mutatott a bal kamrai paraméterekkel (Tambara K és mtsai 2002).

A pericardialis térben fellelhetd 4agensek egyszersmind a biologiai szabalyozas
hatétényezdi is lehetnek. A pericardialis térbe kiviilrél bejuttatott vazoaktiv anyagok
gyorsan hatnak az epicardialis coronaria erekre és egyes mas vazoaktiv anyagok

elvalasztasara is. A pericardialisan bejuttatott endothelin-1 kamrai ritmuszavarokat
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hozott 1étre kutyakban (Szokodi és mtsai 1998). A pericardialisan adott adenozin, inozin
megnovelte a pericardialis endothelin-1 koncentraciot (Nagy A és mtsai 2004).

Az a tény, hogy a pericardialis folyadék Osszekdttetésben all a myocardialis intestitialis
folyadéktérrel, a biokémiai vizsgalatok szdméra a myocardium lokalis viszonyainak
megértése tekintetében nagyobb teret adhat, mint a periférias plazma.

Az oxidativ stressz szempontjabol az izoprosztanokat vizsgaltdk szivelégtelenségben a
pericardialis folyadékban: a 8-izoprosztan (8-izo PGF2a) szintek, a NYHA stadiumok,
valamint az echokardiografids adatok, és a szivelégtelenség sulyossaga kozott talaltak
Osszefliggést (Mallat Z és mtsai 1998).

Acut myocardialis infarctusban szenvedd betegek PF-dban magasabb interleukin-8,
matrix metalloproteindz szinteket mértek, mint angina pectorisban szenvedd betegekben
(Kameda K és mtsai 2006). Szivelégtelenségben a pericardialis folyadék izoprosztan
szintje és matrix metalloproteinaz aktivitasa a bal kamrai végdiasztolés és végszisztolés
térfogat index-szel mutatott szoros Osszefiiggést (Kameda K és mtsai 2003).

A pericardialis tér antioxidans kapacitasara vonatkozdéan nem 4alltak rendelkezésre

irodalmi adatok.
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2 Célkittizések

e Célul tiztiik ki ischaemias (koszoruérbetegség) és nem ischaemias szivbetegség
(billentylibetegség) miatt szivmiitétre keriild6 betegekben az antioxidans
kapacitdas mérését a szérumban és a pericardialis folyadékban 6sszehasonlitas
céljabol, annak ismeretében, hogy a pericardialis folyadék kozvetlenebb
informdciokat adhat a myocardium helyi viszonyairdél, mint a szérum.

e Célunk volt a fehérjék oxidacidjan alapuld, oxidativ stressz biomarker,
(advanced oxidation protein products, AOPP) referencia értéktartomanyanak
felvétele egészséges Onkéntes egyetemi hallgatoktdl szarmazod plazma
mintakban.

e Vizsgiltuk tovabba, hogy a munkacsoportunk altal leirt, automatizalt AOPP
mérési modszer alkalmas-e az intenziv osztalyon tartdézkodod, kritikus allapotu
betegek oxidativ stressz allapotanak kimutatasara illetve nyomon kovetésére.

e Acut coronaria szindroéma (ACS) diagnozissal felvett, valamint kiilonb6zo
periférias érbetegségben szenvedd betegekben szintén AOPP meghatarozasokat
végeztiink az oxidativ stressz dallapot megitélésére, még az invaziv
beavatkozasok eldtt. Probaltunk 0Osszefliggést keresni a tarsbetegségek, a
szovodményes esetek és az oxidativ stressz sulyossaga kozott. .

e Vizsgaltuk, hogy allatkisérletekben (kutya modell) a cardiopulmonalis bypass és
a szivmegallas okozta sziv ischaemia-reperfusio és a masodlagos gyulladasos
szervkarosodds (mesenterialis teriilet, bél mucosa) kialakulasa mennyiben
el6zhetd meg a poli (ADP)rib6z polimeraz enzim gatloszerével (PJ34 vagy INO-
1001), ami a szabadgyokok okozta sejtkarosodast a PARP enzim gatlasaval védi

ki.
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3 Moddszerek

3.1 Az antioxidans kapacitas mérése szivmiitétre keriilé
betegekben

A vizsgalatban 0sszesen 85 beteget vizsgaltunk: szivmiitétre keriilt koszortér- (CAD,
n=50: 28 férfi és 22 nd) és billentylibetegekben (VHD, n=35: 15 férfi és 20 nd), vér és
pericardialis folyadék mintat vettiink.

A betegek tervezett szivmiitéten estek at a Gottsegen Gyorgy Orszagos Kardiologiai
Intézetben, Budapesten. A VHD csoportban kizard tényezd volt a koszortuérfestéssel
igazolt szignifikans (>50%) koszoruérsziikiilet vagy tobb eret érintd koszoruérbetegség,
vagy a korabbi szivinfarktus (AMI). A CAD csoportbol kizartuk azokat, akiknek a
miitét eldtti egy honapon beliil szivinfarktusuk volt. Azok a betegek, akiknek a szérum
C-reaktiv protein értéke 10 mg/L folott volt, szintén kizartuk a vizsgalat mindkét
csoportjabol.

Mintagyiijtés:

Minden beteget hasonldé modon készitettek elé a miitétre. Az anesztézia indukcidja
midazolam, fentanyl; a fenntartdsa propofol és fentanyl vagy isofluran és fentanyl
segitségével tortént. A lélegeztetést oxigénnel gazdagitott szobai levegdvel végezték és
vérgdz monitorozassal. Minden beteg medidn szternotdmian esett at.

A mintavétel a szivmiitét soran tortént. A pericardialis folyadékot a szegycsont atvagasa
utan, amikor a sebész megnyitotta a perikardiumot, fecskenddbe szivtuk le. Ezalatt
tigyeltiink arra, hogy vér ne keriiljon a mintakba. A vért a centralis vénas kaniilbol
vettlik a pericardialis folyadék vételével egyidejlileg. Ezek a beavatkozasok semmilyen
tobbletterhelést nem jelentettek a betegek szamara. A mintdkat azonnal lecentrifugaltuk
(3000 g, 10 perc) és a feliiluszot elvalasztottuk, és -20 C°-on taroltuk a tovabbi
vizsgalatig. A hemolitikus vagy véres mintakat nem hasznaltuk fel.

A protein meghatdrozds a biuret reakcio alapjan tortént, az albumin méréséhez
bromkrezol zo6ldet hasznédltunk, a hugysav enzimatikus kolorimetrias teszttel kertilt
meghatdrozasra. Minden vizsgélathoz Roche reagenst hasznaltunk, a méréseket Cobas

Mira Plus klinikai kémiai automata segitségével végeztiik.
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Minden egyes mintaban két egymastol fiiggetlen mdodszerrel mértiik meg az antioxidans
kapacitast (AOC): a teljes antioxidans aktivitdst méré modszert Miller €s mtsai. irtdk le
1993-ban.

A TAS meghatarozas elve (Randox): Az ABTS" -(2,2’-Azino-di [3-etilbenztiazolin
szulfonat] peroxidazzal (metmioglobin) valo inkubécidja soran egy radikalis kation:
ABTS™ jon létre. A reakcié kékeszold szin képzddésével jar, amit 600 nm-en lehet
leolvasni. A hozzdadott, mérendd mintdkban 1évé antioxidansok gétoljak a reakciot, igy

a szinképzddést is a koncentracidjuk fliggvényében (2. bra).

HX-Fe** + H,0, «—

(metmioglobin) (hidrogén peroxid)

"X-[FE*'=0] + ABTS®

(ferrilmioglobin)
Antioxidans Antioxidans
van nincs
A reakci6 gatlodik ABTS™ + HX-Fe’"
Kevés ABTS™ képzédik kékeszold szin

600 nm-en mérhetd

2. abra: A TAS meghatarozas (Abra a Randox termékismertet$jébol)

Az ImAnOx (Immundiagnostic, Bensheim, German Republic) mérés elve: A mintaban
1évé antioxidansok reakciokészségét hatdrozza meg. Az antioxidans kapacitas
meghatarozasa a mintaban 1évd antioxidansok és a meghatarozott mennyiségli exogén
hidrogen peroxid (H>O,) ko6zotti reakcion alapul. A mintdban 1évé antioxidansok a
hozzaadott H,O, bizonyos hanyadat eliminaljdk. A nem hatastalanitott H,O, ezutén a
tetramethylbenzidinnel reagal. A tetramethylbenzidine (TMB) konverzidjaval egy
szines végtermék képzodik. A stop oldat hozziadédsa utan a minta fényelnyelését 450

nm-en lehet mérni microtiter plate reader (Multiskan Plus MK II, Finland) segitségével.
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3.2 Egy oxidalt fehérje szarmazék, az Advanced oxidation
protein products (AOPP) meghatarozasa

Az AOPP mérése azon az elven alapul, hogy savas kdzegben a hozzaadott jod beépiil a
ditirozin, pentozidin €s karbonil csoportokba és n6 a fényelnyelés 340 nm-en. Eredetileg
mikrolemez mddszerként irtak le.

A munkacsoportunk a Witko-Sarsat és mtsai. altal 1996-ban leirt AOPP mérési
modszert automatizalta. Célunk volt egy olyan mérdmodszer bedllitdsa, ami koltség
hatékonyan, gyorsan, viszonylag nagy szamu minta mérésére alkalmas.

A kovetkezd vegyszereket hasznaltuk: kloramin-T (N-kloro-p-toluénszulfonamid
natrium s0), kdlium-jodid (KI) (Sigma-Aldrich Budapest, Hungary), ecetsav (REANAL
Budapest, Hungary).

A kloramin-T torzsoldatot (10 mmol/L) 100-szorosara higitottuk (100 umol/L) foszfat
pufferben (PBS, 20 mmol/L, pH 7,4). A kalibraciés gorbét kloramin-T-re 12,5, 25, 50,
75 és 100 umol/L koncentraciokban vettiik fel. A kalium-jodidot is PBS-ben oldottuk
fel. Az ecetsavat higitatlanul hasznéltuk (96%, v/v). Az oldatokat 5 °C-on taroltuk. A
kloramin-T torzsoldat (10 mmol/L) stabilitdsa 3-4 honap volt 5°C-on, a higitott oldatok
3-4 napig voltak eltarthatoak (100 pmol/L). A plazmat az EDTA-t tartalmazo
alvadasgatolt vérbdl nyertiik centrifugdlds utan (1660 g/10 perc). A vérvétel lila
kupakos csovekben tortént (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). A
plazmamintakat -20 °C-on taroltuk a meghatarozasig. Az irodalmi adatok szerint az

AQPP stabil maradt -20°C-on és - 80°C-on is 6 honapig (Matteucci E és mtsai 2001).

A kovetkezokben ismertetjiik az AOPP meghatarozas 1épéseit a munkacsoportunk altal
automatizalt laboratoriumi modszerrel (Cobas Mira Plus): A plazma mintdkbol 40 pl
térfogathoz a gép 160 ul PBS puffert adott, keverés és 25 masodperces inkubalés utan a
keverék abszorbancidjat 340 nm-en olvasta le. Azutdn 20 pl ecetsavat adott a keverés és
25 masodperces inkubdlds utdn. Végiil 10 pl KI oldatot adott a reakcidkeverékhez,
keverés és 25 masodperces inkub4cio utan az abszorbancia tijra leolvasasra keriilt.

Az intra-assay variabilitds (CV) 3,7% volt 22,5 mmol/L, 5,1% volt 36,2 mmol/L és
7,2% volt 62,2 mmol/L (n=12) AOPP koncentracidé mellett. Az inter-assay variabilitas
7,1% volt 20,3 mmol/L, 10,5% volt 32,9 mmol/L, és 3,6% volt 59,6 mmol/L mellett
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(n=12). Azokban az esetekben higitottuk a plazma mintdkat, amikor a mérési

tartomanyon kiviili (>100 pl) volt az AOPP koncentracio.

3.2.1 Az AOPP referencia tartomany meghatarozasa egészséges

onkéntesekben

266 egészséges onkéntestol (egyetemi hallgatok atlagéletkor 21,3 év (18-33 év), 81
férfi, 185 nd) vettlink vért a konyokvénabol.

3.2.2 Oxidativ stressz vizsgalata kritikus allapotu betegekben

A kritikus allapotban 1év6, intenziv osztilyos kezelést igényld betegeket
(szivtranszplantacio, elektiv aorta aneurizma miitét vagy akut aneurizma ruptura eseteit,
also végtagi elzarodas mitéte utani ischaemia-reperfusio, sepsis, stroke) vizsgaltunk. Az
intenziv osztalyos kezelés soran egy-egy beteget kovettiink, €s naponta vért vettiink a

bent tartozkodas alatt, ezekbdl a mintdkbol AOPP meghatarozas tortént.

3.2.3 Oxidativ stressz vizsgalata szivbetegekben

Osszesen 156 beteget vizsgaltunk harom csoportban: az effort anginas betegek (n=43,
33 férfi/11 no, atlagéletkor: 63,8 (42-80) év) kozé azokat soroltuk, akiknél nyugalmi
angina nem jelenkezett, terhelésre jelenkezd angindjuk volt a felvételkor, vagy a
felvételt megel6zd hetekben.

Az instabil angina csoportba (n=23, 14 ffi/9 nd, atlagéletkor 67,9 (49-84) év) azok a
betegek kertiltek, akiknél az angina tiinetei terheléstdl fiiggetleniil, nyugalomban
jelentkeztek a felvételkor, vagy a felvételt megel6z6 idészakban.

Az acut myocardidlis infarctust (n=90, 62 férfi/28 nd, atlagéletkor 63,4 (22-90) év),
elszenvedett betegek kdzé azokat soroltuk, akik acut angina tiineteivel érkeztek és az
EKG-n ST elevaci6 volt megfigyelhetd, valamint a troponin-T szintjiik emelkedett volt.
Az acut coronaria szindréma csoportot az instabil angina és az acut myocardilis
infarctust elszenvedett betegek egyiitt alkottak.

A beérkezéskor a rutin laboratériumi vérvétellel egyidejiileg vettiink vért a periférias
vénabol. A szérumbol albumin, Osszfehérje, kreatinin, a plazmabol AOPP keriilt

meghatarozasra.
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3.2.4 Oxidativ stressz vizsgalata periférias érbetegekben

Osszesen 179 beteget (121 ffi, 58 né) vontunk be a vizsgalatba. A carotis stenosis
csoportba (66 beteg, 42 férfi/24 nd, atlagéletkor 67,1 év (43-88), a nyaki UH-gal igazolt
szignifikans nyaki verdér sziikiilet miatt miitétre vard betegek keriiltek. Az also végtagi
érelzarodas csoportba (113 beteg, 79 férfi/ 34 nd, atlagéletkor 65 év (41-88) kertiltek a
alsé végtagi érrekonstrukcid mutéti megoldasara vard betegek. A mutét elott periférias

vérvétel tortént.

3.3 Oxidativ stressz vizsgalata allatkisérletes modellben

Az allatkisérleteket a Heidelbergi Egyetem Szivsebészeti Kisérletes Laboratériumaban
végeztilk Németorszagban. Vizsgéalatainkat a Semmelweis Egyetem Er- és Szivsebészeti
Klinika Kisérleti és Kutaté Laboratériumdban végeztilk. Valamennyi kisérlet a
laboratoriumi allatok tartdsara vonatkoz6 nemzetkdzi szabalyoknak megfeleléen tortént
(US NIH Publication No. 86-23, revised 1996).

Altalanos kisérleti protokoll

24 kutyéat (foxhound) (ttkg: 25 + 4) vizsgaltunk. Premedikacioként propionylpromazint
hasznaltunk, majd az allatokat pentobarbitallal altattunk el (indukcié: 15 mg/ttkg azutan
iv. fenntarté dozis: 0,5 mg/ttkg). Endotrachedlis intubacio utdn az allatokat oxigén
(Fi0,=60%) ¢és szobai levegd keverékével 12-15/perc frekvenciaval lélegeztettiik, 15
ml/ttkg/perc kezdd 1€gzési térfogattal, azutdn ezt annak fliggvényében valtoztattuk,
hogy az artérids részleges szén-dioxid nyomast 35-40 Hgmm k&z6tt maradjon. A jobb
¢és a bal femoralis artériat és a jobb vénat kantilaltuk, artérias vérnyomasmérés, vérvétel
¢s folyadékpotlas céljabol. Folyamatosan monitoroztuk a K ion, bikarbonéat, base excess
szinteket ¢és az allapotnak megfeleléen potoltuk kalium klorid oldattal és natrium
bikarbonattal (8,4 v/v).

A kisérlet alatt egyaltalan nem alkalmaztunk presszorokat, katekolaminokat.
Ko6zépvonali laparotomia utan aramlasmérdt helyeztiink fel az art. mesenterica superior
eredéséhez és a véraramlast monitoroztuk. 2,5 F-es katétert helyeztiink el a vena
mesenterica superiorba. A kaniilon 4t heparinizalt fizioldgias sooldatot adtunk és a

kaniilt varrattal rogzitettiik. A beleket ezutan visszahelyeztiik a hasiiregbe.
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Bal oldali mellkasnyitast végeztiink a negyedik bordakozi behatoldsbol. A szivburok
atvagasa utan szétvalasztottuk a nagyereket, a sziv bal kamrajaba a szivcsucson at egy 6
French-es katétert (Millar Instruments, Huston, TX, USA) juttattunk. Az aorta
aramlasmérését flow méterrel végeztiik.

Cardiopulmonalis bypass (CPB)

Szisztémas antikoaguléalast végeztiink natrium-heparinnal (300 U/ttkg), azutdn a bal
artéria subclaviat kaniilaltuk az artérids perfizio céljabol. A jobb pitvarba kaniilt
helyeztiink. Az extrakorporalis keringést végzo sziv-tiido egység részei: melegitd, vénas
rezervoar, gordiilépumpa, membran oxigenator, ami 1000 ml Ringer laktat oldattal,
natrium-heparinnal (150 U/kg) és 20 ml natrium-bikarbonattal (8,4%) volt feltoltve. A
CPB kezdetén az allat testhomérsékletét 28 °C-ra hiitottiik le. Az aortaleszoritds utan a
szivet megallitottuk 25 ml/kg kardioplégias oldattal (NaCl 15 mM, KCl 9 mM, MgCl,.4
mM, hisztidin hidroklorid monohidrat 18 mM, hisztidin 180 mM, triptofan 2 mM,
mannitol 30 mM, CaCl, 0,015 mM, 1 kalium hidrogén 2 oxopentandionat, H,0O).

A szivmegallas ideje alatt a perfizidos dramlast 100 ml/ttkg/percre ugy allitottuk be,
hogy a perfuzioés nyomast 35-40 Hgmme-en tartsuk. 20 perccel az aorta felengedése elott
elkezd6dott a testhdmérséklet visszaallitdsa. 60 perces szivmegallds utan az aortat
felengedtiik, a szivet normal hémérsékletii vérrel dramoltattuk at. Ha sziikséges volt, a
kamrafibrillaciot 40 J DC kardioverzioval sziintettilk meg. Ahogyan a sziv funkcioja
egyre jobb lett, a sziv-tiidé keringést biztosité motort fokozatosan 20 perc alatt allitottuk
le az aorta felengedése utan. Minden allat 90 perces extrakorporalis keringésen esett at,
60 perc szivmegallassal. Az aorta felengedése utan 60 perces reperfusio kovetkezett.
Adatok felvétele és analizise

Az aortanyomast és a bal kamrai nyomadst, az artérids aramldsmérdkrél a jeleket
folyamatosan regisztraltuk egy transzducer egységgel (Schubart, Wiesbaden,

Németorszag) és szamitdgépen taroltuk tovabbi analizis céljabol.
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3.3.1 Myocardialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(INO-1001) jelenlétében

Hat 4llat Img/ttkg dozisban PARP inhibitort kapott: INO-1001-t (Inotec
Pharmaceuticals, Beverly, MA). Az INO-1001 infundalasa az aorta felengedése elott 5
perccel kezd6dott és a reperfusio elsd 25 percében is tartott. Hat allat kontrollként
A sziv bal kamrajaba juttatott nyomas-térfogat méré konduktancia elven mérd katéter
(6F, Millar Instruments, Houston, TX) ¢és Sigma 5 FD Leycom késziilékkel
(CDLeycom, Leiden, Netherlands) bal kamrai szisztolés és diasztolés nyomas ¢és
térfogat (P-V) jeleket vettiink fel a szivmiikodés sordn alapallapotban. A verdtérfogatot
az aortdra helyezett aramlasmérével mértiik, és a konduktancia katéter térfogat jelét
ezzel kalibraltuk. Tultelitett NaCl oldatot (Iml) juttattunk bolusban a. sziv jobb
pitvaraba, mialatt felvettiik a bal kamrai P-V gorbéket, a parallel konduktancia mérése
szempontjabol. A v. cava inferior €s superior egylittes leszoritasaval egyidejlileg felvett
PV gorbékbdl az el6z6 mérések felhasznéalasaval szdmitottuk a bal kamrai kontraktilitasi
paramétereket, a végszisztolés nyomads-térfogat dsszefiiggésbdl szadmolt meredekséget
(Ees, bal kamrai elaszticitds) és az Osszefiiggést a szivmunka és a bal kamrai
végdiasztolés térfogat kozott (preload recruitable stroke work, PRSW). A koszortér
aramlas valtozasat az eliils6 leszalld coronaria arteriara helyezett magneses

aramlasmérdvel mértiik a CPB el6tt és a reperfusio 60. percében.

3.3.2 Mesenterialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(PJ-34) jelenlétében

Hat allat Smg/ttkg dozisban PARP inhibitort kapott: PJ 34-t (Inotec Pharmaceuticals,
Beverly, MA). A PJ34 infundalasa az aorta felengedése eldtt 5 perccel kezdddott €s a
kapta.

A jobb pitvarba jutatott egyszeri acetil-kolin bolus injekcié (ACH, 107 mol) utan

aramlasméréssel detektaltuk az art. mesenterica superior endothelium fiiggd

crer
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vazodilataciot (SNP, 10" mol). Az érvalaszt az alap mesenterialis érellenallas
széazalékaban fejeztiik ki alapallapotban és a 60 perces reperfusio végén.

Laboratériumi meghatarozasokat végeztiink az artérids és vénas laktat koncentraci6 és
kreatin-kindz aktivitds meghatdrozasara. A szisztémas artérias és a mesenterialis vénas
laktat és kreatin-kindz aktivitds kiilonbségébdl szamoltuk ki a mesenterialis laktat és
kreatin-kinaz gradienst.

Immunhisztokémiai meghatarozas

A PARP enzim szoveti aktivalodasat az enzim termékének a poly ADP-rib6znak (PAR)
az immunhisztokémiai jelolésével mutattuk ki. Az art. mesenterica sup-hoz tartozo
bélteriiletrl biopszia mintdkat vettliink alapallapotban €és a reperfusio 60. percében.
Formalinos fixalas utdn a mintdkat paraffinba 4gyaztuk be. A mintdkat mikrotommal
metszettilk és deparaffindlds utan az antigén stabilizaldsdra a metszeteket 0,1 M-os
natrium citrat pufferben inkubaltuk, majd desztillalt vizzel mostuk. A mintakat 10%-os
(w/v) triklorecetsavval inkubaltuk 10 percig, hogy megelézziik a PAR lebomlasat a
PAR glikohidroldz altal. Foszfat pufferben mostuk a metszeteket. Az endogén
peroxidaz aktivitast gatoltuk 1,5%-os hidrogén-peroxid metanolos oldataval 15 percig.
A nem specifikus kotd helyeket 2%-o0s normadl kecske szérummal (PBS-ben oldott)
blokkoltuk 1,5 6ran at 37 °C-on. A korabbi kisérletekbdl hataroztuk meg az optimalis
antitest koncentraciot. A PAR ellenes csirke antitestet (Tulip BioLabs, West Points, PA)
1:250, 1:500 higitasban alkalmaztuk, a metszeteket egy éjszakdn inkubaltuk 4 °C-on.
Azutan foszfat pufferrel mostuk, és egy masodlagos antitestet (biotinalt kecske anti-
csirke immunglobulin G-t, Vector Laboratoires, Burlingame CA) adtunk a mintdkhoz,
¢és 30 percig inkubaltuk 30 °C-on. Ezutdn a metszeteket foszfat pufferrel mostuk, majd
Vectastain Elite ABC (peroxidaz) standard kittel és diamino-benzidin szubsztrattal

inkubaltuk 30 °C-on 30 percig. A metszeteket nuclear fast red festéssel festettiik meg.

3.4 Statisztikai analizis

Minden értéket atlag + szoras (standard deviacié SD) adtunk meg. Az adatok normal
eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszt alkalmazasaval ellendriztiik. A statisztikai
analizist variancianalizissel (ANOVA) ¢és a Bonferroni post hoc teszttel végeztik. A

korrelaci6 meghatdrozasat a Spearman féle rank korrelacidés analizissel végeztiik.
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Minden esetben a p<0,05 fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak. Minden vizsgalatot

a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Version 10) szoftverrel végeztiink.

31



4 Eredmények

4.1 Az antioxidans kapacitas mérése szivmiitétre kertiloé
betegekben

A betegek (n=85) klinikai adatait az 1.A. tablazatban foglaltuk Ossze. Eredetileg a
vizsgalatba 107 beteget vontunk be, de a magas szérum CRP érték (> 10 mg/L) miatt a
VHD csoportbdl 8 beteget (5 ffi/3 nd), a CAD csoportbdl 14 beteget (4 ffi/10 nd)
kizartunk. Nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kézott (VHD vs. CAD) az
atlagéletkorban (56,8 vs. 59,4 év) vagy a bal kamrai ejekcids frakciot tekintve (56,8 vs.
57,0 %). A New York Heart Association (NYHA) beosztasa alapjan a betegek nagyobb
hanyada volt rosszabb klinikai allapotban a VHD csoportban, mint a CAD csoportban
NYHA III-IV és IV.: 22,9% vs. 8%). A koszortérbetegek kozott nagyobb volt az ardnya
a tobb rizikotényezd eldfordulasanak Osszehasonlitva a  billentylibetegekkel
(magasvérnyomas betegség 82% vs 42,8%, I1. tipust cukorbetegség 42% vs. 17%, lipid
anyagcserezavar 68% vs. 34,3%, dohanyzas 28% vs. 6,7%).

1. A. tablazat: A vizsgalt betegek klinikai adatai

Koszoruérbeteg (CAD) Billentytibeteg (VHD)
Férfi N6 Osszes Feérfi N6 Osszes
N=28 N=22 N=50 N=15 N=20 N=35
Kor (év) 61,9 56,9 59,4 56,6 57 56,8
(43-73) | (41-72) (36-75) | (22-78)
Instabil angina 7 7 14 (28%) | O 0 0
Effort angina 17 13 30 (60%) | 0 0 0
Silent ischaemia | 3 2 5 (10%) | 0 0 0
AMI 11 9 20 (40%) | O 0 0
NYHA II. 6 1 7 (14%) | 3 1 4 (11%)
NYHA II-III. 10 8 18 (36%) | 2 6 8 (23%)
NYHA III. 10 11 21 (42%) | 6 9 15 (42,8%)
NYHA III-IV. 2 2 4 (8%) |3 2 5 (14,3%)
NYHA IV: 0 0 0 1 2 3 (8,6%)
EF% 58,0% 56,1% 57,0% 53% 60,4% | 56,8%
(30-77) | (38-70) (20-78) | (34-77)
Erintett koszorg- | 0 3 3 (6%) |0 0 0
erek szama N=1
N=2 5 10 15 (30%) | 0 0 0
N=3 23 9 32 (64%) | 0 0 0
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A koszoruérbetegek nagyobb aranyban kaptak trombocita aggregaciot gatlo, B blokkolo,
¢s ACE gatlo gyogyszereket. A billentylibetegek koziil hdromszor tobben részesiiltek

diuretikus kezelésben, mint az ischaemias szivbetegek (1. B. tablazat).

1. B. tablazat: Gyogyszerszedés a vizsgalt betegek anamnézisében

Koszortérbeteg (CAD) i} Billentytibeteg (VHD) "

Ffi No6 Osszes Férfi N6 Osszes

N=28 N=22 N=50 N=15 N=20 N=35
Trombocita aggr. | 79% 90% 84% 33% 30% 31,4%
gatlo
B blokkolo 71 90% 80% 60% 60% 60%
ACE gatl6 68% 68% 68% 53% 45% 48%
Diuretikum 14% 22% 18% 46% 45% 45%
Statin 50% 59% 54% 33% 20% 25%

A billentytibetegekben szignifikdnsan magasabb (p<0,05) TAS értékeket mértiink a
szérumban, mint koszoruérbetegekben. A szérum albumin és az dsszfehérje szintek nem
kiilonboztek szignifikansan a két betegségcsoport kozott. A szérum hugysav értéke
szignifikansan (p<0,01) magasabb volt billentylibetegekben (VHD), mint a
koszortérbetegség miatt bypass miitott betegekben (CAD). (2. tablazat).

2. tablazat A szérum é€s a pericardialis folyadék antioxidans profilja betegségcsoportok

(koszoruérbeteg CAD, billentyiibeteg VHD) szerinti bontasban

Szérum Pericardialis folyadék

VHD (n=35) |CAD (n=50) VHD (n=35) CAD (n=50)
TAS (mmol/l) 0,97£0,15%* 0,90+0,10 0,63+0,19 0,63+0,13
ImAnOx (mmol/l) |0,24+0,034 0,24+0,022 0,210,031 0,23+0,023
Hugysav (umol/l) |313,7£130,5*% |243,41£99.,6 335,97+143,4*% |245,4+100,3
Albumin (mmol/l) |0,59+0,05 0,5610,06 0,36+0,09 0,33+0,09
Osszfehérje (g/l)  |58,9+5,4 59,36+7,3 28,919,2 28,519,5

TAS, teljes antioxidans statusz, InAnOx, antioxidans kapacitas markanév

Az értékeket atlag + SD adtuk meg, * p <0,01 VHD vs CAD
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Osszehasonlitottuk a két egymastdl fiiggetlen antioxiddns kapacitist méréd modszert
(TAS és ImAnOx). Szignifikans 6sszefliggés van a két modszerrel mért adatok kozott a

szérumban ¢és a PF-ben is (3 A,B 4bra).

A
1,5- r=0,37792 p=0,000394
= 1,2-
"g 0,9-
)
0!6 v ) v T T T Y T T 1
0,20 0,24 0,28 0,32 0,36
Se ImANOx (mmol/l)
B
12 r=0,24949 p=0,0213

o
(=]
1

PF TAS (mmol/l)

0,6-
0,3 -
0,0 L] L] L] v 1

012 016 020 024 028 0,32
PF ImANnOx (mmol/l)

3. abra A. Korrelacio a két antioxidans kapacitast méré modszer kdzott a szérumban és

B: a pericardialis folyadékban (PF) (6sszes adat n=85)
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Az 0sszes beteg adatait vizsgalva a szérumban magasabb TAS, albumin €s 6sszfehérje
szinteket mértiink 6sszehasonlitva a pericardialis folyadékban mért paraméterekkel (3.

tablazat).

3. tablazat Antioxidans profil a szérumban €s a pericardialis folyadékban az 6sszes

mintaban * p<0,001 Se vs Pf

Szérum (n=85) Pericardialis folyadék (n=85)
TAS (mmol/1) 0,9340,13* 0,63%0,16
ImAnOx (mmol/l) 0,24+0,028* 0,22+0,028
Hugysav (umol/l) 272,3+117,8 282,7+127,2
Albumin (mmol/l) 0,57+0,06* 0,34+0,09
Osszfehérje (g/1) 59,1746,6* 28,749,3

A szérum ¢és a pericardialis folyadékban mért hiigysav koncentraciok szignifikansan

korreléltak az 0sszes beteg adatait 0sszevetve (4. abra).

0,9

r=0,87303 p<0,0001

o
(=2}
1

PF UA (mmol /l)
o
¢

00 02 04 06 08
Se UA (mmol/l)

4. abra: Korrelacio a szérum (Se) és pericardialis folyadék (PF) hugysav (UA)
koncentréacioja kozott
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A kapott eredmények birtokaban az antioxidans kapacitast betegségcsoportoktol
fliggetleniil az Osszes vizsgalt betegben nemek szerinti bontasban is megnéztik. Az
Osszes vizsgalt betegben mért hugysavkoncentraciok mind a szérumban, mind a
pericardialis folyadékban magasabbak voltak férfiak esetében. A PF albumin és
Osszfehérje koncentraciok szignifikdnsan alacsonyabb voltak a nébetegektol szarmazo

mintakban, mint férfiakban (4. tablazat).

4. tablazat Nemi kiilonbségek a pericardialis folyadék antioxidans értékeiben az dsszes

mintaban

Szérum Pericardialis folyadék

Férfi (n=43) |NO (n=42) Férfi (n=43) N6 (n=42)
TAS (mmol/l) 0,9310,14 0,9310,1 0,62+0,17 0,64+0,15
ImAnOx 0,241+0,028 |0,237+0,027 0,219+0,015 0,223+0,036
(mmol/T)
Hugysav 294,8+125,5 |249,3+£106,03 312,4+132,7*  |252,3£115,15
(umol/T)
Albumin 0,57+0,07 0,57+0,06 0,38+0,09%** 0,3+0,08
(mmol/l)
Osszfehérje (g/1) |58,96%7,2 59,4+5.9 32,449,6** 24,9475

*p <0,05 Se vs PF, ** p<0,001 férfi vs. nd
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4.2 Oxidativ stressz mérése-AOPP meghatarozas

4.2.1 Az AOPP referencia tartomany meghatarozasa

A plazmamintdkbol a fenti automatizalt moédszerrel mért AOPP eredmények a
Kolmogorov-Smirnov test alapjan normal eloszlast mutattak. A ndé hallgatok
plazmdjaban szignifikdnsan magasabb (p<0,001) AOPP koncentraciét mértiink, mint a

férfi hallgatok plazméjaban (5. tablazat).

A kontroll egyénektdl szarmazé AOPP referenciaértékek az irodalmi adatok szerint:
29,4 £ 4,9 umol/l (n=10) (Witko-Sarsat V és mtsai 1996) és 32,0 + 1,4 umol/l (n=140)
(Kaneda H ¢és mtsai 2002). Ezekben a vizsgélatokban a szerzOk nem tértek ki az

esetleges nemi kiilonbségekre.

5. tablazat Az AOPP referencia értékei kontroll csoportban (egyetemi hallgatok)
atlagéletkor 21,3 év (18-33 év)

Plazma Kontroll csoport

Osszes (n=266) Férfi (n=81) N6 (n=185)
AOPP umol/L 223+6,3 19,1 +£5,5 23,7+6,1 *
Kvartilisek
25% 17,4 15,2 19,2
50% (median) 21,9 17,7 23,7
75% 26,8 22,0 27,6
Konfidencia 12,8-33,7 12,5-28.4 13,5-34,9
intervallum

Az AOPP koncentraciokat kloramin-T ekvivalensekben adtuk meg..

Az adatokat atlag + SD adtuk meg. * p<0,001 férfiak vs. nék
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4.2.2 Oxidativ stressz vizsgalata kritikus allapotu betegekben

Kritikus  allapotban 1év0, intenziv  osztadlyos kezelést igényld betegeket
(szivtranszplantacio, elektiv aorta aneurizma miitét vagy akut aneurizma ruptura eseteit,
also végtagi elzdr6das miitéte utani ischaemia-reperfusio, sepsis, stroke) vizsgaltunk.
Ezek a stressz allapotok megnovekedett szabadgyok képzddéssel jarnak. Célunk volt
megvizsgalni az AOPP-nek, mint oxidativ stressz markernek a kritikus allapot
monitorozasra valo alkalmassagat ¢s az Osszefiiggést a szovodmények kialakuldsa, a
feltételezett oxidativ stressz és az AOPP értékek valtozésa kozott. Az aldbbiakban a

felsorolt betegségcsoportokbol egy-egy reprezentativ eset keriil bemutatésra.

Ischaemia-reperfusio:

(=1} ~ (=] w0
(=] o o o

Plazma AOPP (pmol/L)
(4]
o

-
o

1 2 3 4 5 6 7
Miitét utani napok
5. abra: Erelzarodas miatt iliofemoralis desobliteracion atesett beteg (férfi, 54 év) miitét

utani plazma AOPP értékeinek valtozasa

A kiindulasi érték is magasabb az als6 végtagi érelzarodas miatt. Az acut
thrombectomia utan az AOPP jelentds emelkedést mutatott, ami az addig ischaemias
teriileten a véraramlas Gjraindulasa utan a megndvekedett szabadgyok képzodést, a
reperfusios karosodast jelzi. A miitét utani 5-6. napon az AOPP kdzelitett a referencia

értékekhez (5. abra).

38



Szivtranszplantacio:
Szivtranszplantacion atesett betegekben a mutét elétt €s a mitét utdn vettiink vért. A
szovédménymentes estekben a miitét utani 4-5 napon az AOPP a referencia értékek

szintjére csokkent a komplikacioktol mentesen gydgyuld betegekben (6. A dbra).
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6. abra: Az AOPP ¢értékek valtozasa a miitét utdni idészakban szivtranszplantacid
komplikéciotol mentes (A) és szovodmeényes esetében (B).
A szivatiiltetés utani szovodményben (sokszervi elégtelenség) szenvedd férfibeteg

esetében az AOPP értéke fokozatosan emelkedett 70-90 umol/L (7.B ébra).
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Aorta aneurizma ruptura: Az acut aneurizma ruptura sulyos vérvesztéses allapot,
keringési shock kiséri. Az acut miitét utani napokban alacsony AOPP szinteket mértiink,
ami a 3-4. nap kortiil kezd el emelkedni.

Az elektiv aneurizma ruptura eseteiben a kiindulési érték is magas, a miitét utan az

ischaemia-reperfusio miatt tovabb emelkedik (7. A, B dbra).
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7. ébra: Acut aneurizma ruptura (A) és elektiv aneurizma ruptura (B) miatt végzett

mutét utan az AOPP szintek valtozasa
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Stroke: CABG mitét utan ischaemias stroke-t elszenvedett betegben az AOPP

koncentracio emelkedés a betegség kialakulasat gyorsan kovette (8. dbra).
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8. abra: CABG mitét utan 2 nappal ischaemids stroke-t elszenvedett beteg (77 éves

férfi) AOPP értékei

Sepsis: Also végtagi érelzar6das miatti thrombectomiat kdvetden, a miitét utan kialakult
ischaemia-reperfusio allapotaban az AOPP kiugréan emelkedett, de a fellépd septicus

tiinetek miatt mintegy harom hétig magas értékeket mértiink (9. 4bra).
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9. dbra: Plazma AOPP szintek valtozasa periférias érbetegben, infrapoplitedlis trombus

mutéti eltavolitasat kovetden kialakult sepsisben (44 éves férfi)
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4.2.3 Oxidativ stressz vizsgalata acut coronaria szindromaban
(ACS)

Az acut vagy effort angina tiineteivel szivkatéterezésre keriilé betegekben az invaziv
beavatkozas elétt AOPP meghatarozasokat végeztink az oxidativ stressz allapot
megitélésére. Probaltunk 0sszefiiggést keresni a tarsbetegségek, a szovodményes esetek
¢s az oxidativ stressz sulyossaga kozott. Az acut anginas tlinetekkel érkezé betegeknél a
tiinetek jelentkezése és a korhazba kertilés kozott eltelt id6 igen valtozo volt, fél 6ratol
12 oraig terjedt.

Az Osszes beteg (n=156) AOPP értéke 38,5 = 17,1 pmol/L) nem haladta meg az altalunk
meghatarozott AOPP referenciatartomany felsd hatarat.

Az acut myocardialis infarctust elszenvedd betegek az instabil anginis betegekkel
egylitt alkottdk az acut coronaria szindromas (n=113, ACS) csoportot.

Az effort anginas betegek és az acut coronaria szindromas betegek AOPP értéke kozott
szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (35, 6 + 10,1 vs. 39,7 £ 17,5 umol/L). Az
instabil anginds betegek kozott nem fordult eld cardialis decompenzécio szovodmény.
Az acut myocardidlis infarctust elszenvedd betegek kozott a cardidlis decompenzéciod
szovédménye a korhazba valo felvételkor 24 betegnél allt fent. Az AOPP értéke
szignifikdnsan magasabb volt a cardialis decompenzaci6é megléte esetén dsszehasonlitva

a szovodménymentes AMI esetekkel (10. abra).

[ p<0,05 ]
704

60 <
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404

304

AOPP (umol/L)

204
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AMI AMI+Card.decomp.
n=66 n= 24

10. 4bra: Plazma AOPP értékek szovédmény nélkiili acut myocardialis infarctusban
(AMI) és cardialis decompenzacidval szovodott eseteivel (AMI+ Card. decomp.).

Az adatokat atlag + SD adtuk meg. )
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Vizsgaltuk a tarsbetegségek eldfordulasat. A hypertensio, a tarsuld hiperlipidémia nem
befolyasolta az AOPP értékeket. Azokban az ACS betegekben, akik diabéteszesek
voltak, szignifikdnsan magasabb AOPP értékeket mértiink, mint a nem diabéteszes

betegekben (6. tablazat).

6. tablazat AOPP koncentraciok acut coronaria szindromds betegekben tarsbetegségek

el6fordulasa esetén

ACS csoport (n=113) AOPP (umol/L)

Tarsbetegség Igen Nem p
Hypertonia (n=82) 40,0 £2,0 38,0+34 ns.
Diabetes (n=33) 47,8 +2,2 36,114 <0,01

Az adatokat atlag + SEM adtuk meg

Az Osszes beteg adatait vizsgalva a veseelégtelenség az AOPP szint jelentds
novekedését okozta Osszehasonlitva a jo vesefunkcioji betegekkel. A gyulladas
(pneumonia, sepsis) igen jelentds AOPP emelkedést okozott, dsszehasonlitva a tobbi

beteggel (7. tablazat).

7. tdblazat: AOPP koncentraciok az dsszes betegben szovodmények eléfordulasa esetén

Osszes beteg (n=156) AOPP (umol/L) p
El6fordulas Igen Nem

Gyulladas (pneumonia, 57,0+ 10,0 36,9 +1,2 <0,01
sepsis) (n=7)

Veseelégtelenség (n=7) 51,2+6,3 35,9+1,2 <0,01

Az adatokat atlag + SEM adtuk meg
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4.2.4 Oxidativ stressz vizsgalata periférias érbetegekben

Periférias érbetegségben szenvedd betegekben az invaziv beavatkozasok eldtt az AOPP
meghatarozasokat azzal a céllal végeztiink, hogy az oxidativ stressz allapotot felmérjiik
¢s megvizsgaljuk a tarsbetegségek, a szovOdményes esetek és az oxidativ stressz
stlyossaga kozotti osszefliggéseket.

Az als6 végtagi érszikiilet/elzarodas és carotis sziikiilet miatt operalt betegek miitét
elotti AOPP értékei magasabbak voltak a referenciaértékeknél.

A carotis sziikiilet miatt operalt betegekben nékben magasabb AOPP szintet mértiink, a
kiilonbség nem volt szignifikans.

A carotis sziikiiletben szenved6 betegekben a tarsbetegségeket vizsgalva a kombinaltan
hipertonia és diabetes rizikofaktorok megléte esetén nem emelkedett szignifikansan az
AOPP ¢érték Osszehasonlitva a csak hipertonids vagy csak diabeteses betegek AOPP
értékeit. (8. tablazat).

8. tablazat: Plazma AOPP értékek als6 végtagi érelzarodas €s carotis stenosisban
szenvedd betegekben. Az adatokat atlag + SD adtuk meg.

Diagndzis N AOPP (umol/L)

Atlag + SD
Osszes beteg 179 57,9+27.2
Carotis stenosis 66 56,1 £24,1
Carotis stenosis, férfi 42 54,1 £25,6
Carotis stenosis, no 24 59,6 £ 21,3
Carotis stenosis, hipertonia 14 55,7+25,2
Carotis stenosis, diabetes 15 56,8 +36,3
Carotis stenosis, hipertonia 14 59,0 £ 36,5
¢s diabetes egyiitt
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Az als6 végtagi elzarddasban szenvedo betegekben szignifikdnsan magasabb AOPP
értéket mértiink azokban a betegekben, akiknél als6 végtagi gangréna alakult ki,

Osszehasonlitva a nem gangrénds betegekkel (9. tablazat).

9. tablazat: Plazma AOPP értékek also végtagi érelzarddas esetén gangréna

szovodménnyel. Az adatokat atlag +£ SD adtuk meg.

Diagnozis N (Ffi/No6) AOPP (umol/L)

Also végtagi elzarddas,

gangréna nincs 113 (79/34) 55,2 +23,6 P<0,01

Also végtagi elzarddas,

gangréna van 16 76,4 +41,8
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4.3 Oxidativ stressz vizsgalata allatkisérletes modellben

4.3.1 Myocardialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(INO-1001) jelenlétében

Az INO-1001 ¢és a kontroll csoportban a hemodinamikai paraméterek a
cardiopulmonaris bypass megkezdése elétt a normal tartomanyban voltak. 60 perces
szivmegallas utan a 60 perces reperfusiot kovetden a kontroll csoportban az artérias
kozépnyomas szignifikansan csokkent, mig a PARP gatld alkalmazasa mellett nem
valtozott jelentdsen. A perctérfogatban nem talaltunk kiilonbséget a két csoport kozott.
A koszoruér aramlas a 60 perces reperfusio végére szignifikansan csdkkent a kontroll

csoportban, az INO-1001 alkalmazasa mellett valtozatan maradt.

A sziv kontraktilitasdnak terhelés fiiggetlen paraméterei: a végszisztolés nyomads-
térfogat Osszefliggésbdl szamolt meredekség (Ees), a bal kamrai elaszticitas és a
pressure recruitable stroke work (PRSW) a reperfusio 60 percére szignifikdnsan

csokkent a kontroll csoportban, az INO-1001 csoportban nem valtozott (10. tablazat).

10. tablazat: Hemodinamikai paraméterek a cardiopulmonaris bypass megkezdése elott

(alapallapot) és a 60 perces reperfusio utan az INO-1001 csoportban

Alapallapot 60 perces reperfusio

Kontroll INO-1001 Kontroll INO-1001
HR (ités/min) 110+ 6 112+7 126+9 112+8
MAP (Hgmm) 98 +7 93+5 73 + 5% 89 &+ 6**
CO (L/min) 2,52 +£0,51 297+£0,79 |2,03+0,37 3,67 +0,88
Ees (Hgmm/ml) 55+ 1,1 4,8+ 0,4 2,6 +£0,3* 4,2 +0,4%*
PRSW (Kerg) 75+ 4 76 + 8 56 + 6* 70 + 7**
CBF (mL/min) 42+6 48 £5 21 + 3% 52 + 4%*

*p<0.05 vs. alapallapot, **p<0.05 INO-1001 vs. kontroll. Szivfrekvencia (HR), artérids
kozépnyomas (MAP), perctérfogat (CO), A  végsystolés nyomas-tréfogat

Osszefliggésbodl szamolt meredekség (Ees), pressure recruitable stroke work (PRSW).
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4.3.2 Mesenterialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(PJ34) jelenlétében

A kiindulasi hemodinamikai paraméterek nem kiilonboztek 1ényegesen a két csoport
kozott és a normal tartomanyban voltak.

A 60 perces szivmegallas és a 60 perces reperfusio utan a kontroll csoportban az artérias
kozépnyomads szignifikansan csokkent (p<0,05) dsszehasonlitva a PJ34 csoporttal, ahol
valtozatlan maradt. A sziv altal kilokdtt vér mennyisége nem kiilonbozott szignifikansan
a két csoport kozott. A sziv bal kamrdjadban mért idéegység alatti nyomasvaltozas
maximuma, dP/dtmax, ami a kontraktilitdsra utal, a cardiopulmonaris bypass utan

szignifikdnsan magasabb volt a PARP inhibitorral kezelt csoportban (11. tdblazat).

11. tablazat: Hemodinamikai paraméterek a cardiopulmonaris bypass megkezdése elott

(alapallapot) és a 60 perces reperfusio utan a PJ34 csoportban

Alapallapot 60 perces reperfusio

Kontroll PJ34 Kontroll PJ34
HR (iités/min) 110+ 6 112+7 127+9 113+8
MAP (Hgmm) 96 +9 92+9 70 + 6* 86 + 6**
CO (I/perc/kg) 96 +9 105+8 85+9 93+10
SV (ml) 24+2 2245 16+ 2% 20+ 4
LVESP (Hgmm) 119+8 114+ 11 92 + 7* 105+ 7
LVEDP (Hgmm) 8+£2 7+2 8+3 9+2
dP/dtyax (Hgmm/s) 1514 £521 | 1479+314 | 1066 +204* 1392 £276**

*p<0.05 vs. alapallapot, **p<0.05 PJ34 vs. kontroll. Az értékeket atlag + SEM adtuk
meg. Perctérfogat (CO), maximum pressure development (dP/dt..y), szivfrekvencia
(HR), bal kamrai végdisztolés nyomas (LVEDP), bal kamrai végdisztolés nyomas
(LVESP), artérids kozépnyomas (MAP).
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A mesenterialis véraramlas kezdetben a PJ34 ¢és a kontroll csoportban hasonlo

értéket mutatott és a sziv-tiidé keringés ideje alatt szignifikans csokkenést mutatott a

kiindulasi értékhez képest.

A reperfusio ideje alatt a PJ34 csoportban a mesenterialis dramlés kezdett a kiindulési

értékhez kozeliteni, mig a kontroll csoportban tovabbra is alacsony maradt (11. abra).
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11. dbra: Az arteria mesenterica superioron mért aramlas (MBF: mesenteric blood flow)

A ,,0” pont jelzi az id6 skalan a cardiopulmonaris bypass kezdetét

Minden adatot atlag £ SEM adtunk meg, °p<0.05 vs. alapallapot, *p<0.05 PJ34 vs.

kontroll
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Az érmiikddést az acetil-kolinra adott endothelium fiiggd vazorelaxacid kivaltasaval
vizsgaltuk. Az érvalasz ACH-ra a kezdeti allapotban nem kiilonb6zott jelentdsen a két
csoport kozott. A reperfusio 60 percében vizsgalt ACH-ra adott vazodilatacids valasz
szignifikdnsan kisebb volt a kontroll csoportban, mint a PJ34 csoportban. Az
endotheliumtdl fiiggetlen relaxaciot SNP adasaval vizsgaltuk, ami sem a kezdeti, sem a
60 perces reperfusio utan nem mutatott szignifikdns eltérést a csoportok kozott (12.
abra).

CPBel6tt  CPB utan CPBelétt  CPB utan

'20 T : '20 T :
o -
ACH l SNP
-30 - ! -30 -
-40 - -40 -
\HJJ -50 _ /// T -50 -
2 7T
-60 - 1 -60 -
70 - -70 -
-80 - -80 -

--m-- Kontroll —0— PJ34

12. abra: Mesenterialis érmiikodés. Az endothelium fliggd vazodilaticio acetil-kolin
(ACH 107 mol) és az endotheliumté] fiiggetlen vazodilaticié natrium nitroprusszid
(SNP 10” mol) adisa utdin a mesenterialis érellenallas szézalékaban (AMEE) a
cardiopulmonaris bypass (CPB) eldtt és utan a reperfusio 60 percében. Minden adatot

atlag + SEM adtunk meg, °p<0.05 vs. alapéllapot, *p<0.05 PJ34 vs. kontroll
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A 60 perces reperfusiondl mért mesenterialis laktat termelés €s kreatin-kinaz kidramlas

szignifikansan magasabb volt a kontroll csoportban a kiindulési értékhez képest és a

PJ34 csoportban mért 60 perces értékhez képest (13. abra).
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¢s laktdt képzddés a

cardiopulmonaris bypass (CPB) el6tt és utan a reperfusio 60. percében.

Minden adatot atlag = SEM adtunk meg, °p<0.05 vs. alapallapot, *p<0.05 PJ34 vs.

kontroll
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A poli (ADP) ribozt a vékonybél biopszids mintakbol immunhisztokémiai médszerrel
mutattuk ki. A cardiopulmonaris bypass kezdetén vett biopszidkban nem volt

kimutathat6 a PAR. A szivmegallas és a 60 perces reperfusio utan a kontroll csoportbol

nyert mintdkban kifejezett PAR aktivacio volt, ami a PJ34 kezelt csoportban nem volt

(14. ébra).

14. abra: A: kontroll B, PJ34 el6kezelés. Immunhisztokémiai festés a poly (ADP)
ribozra (PAR) (400x nagyitas). A festés a poly (ADP) ribéz polimeraz aktivaciot jelzi a
vékonybél biopsziabol késziilt metszetekben. Az A képen a cardiopulmonalis bypass
utani metszetben kontroll csoportban PAR pozitiv a festés. A bél mucosa sejtjeinek
magja erds sotét festést mutat, majdnem minden sejtmagban (nyil). A PJ34 csoportban
negativ a PAR fest6dés. A sejtmagok nem festddtek, a PJ34 gatolta a PARP aktivaciot a

bél mucosaban.
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5 Megbeszélés

5.1 Az antioxidans kapacitas mérése szivmiitétre keriilé
betegekben

A pericardialis folyadék szoros 0sszekottetése a myocardialis sejtek kozotti térrel adja
meg a lehetdséget arra, hogy vizsgalatabol kovetkeztessiink a myocardium helyi
viszonyaira, kozvetlenebb informaciokhoz jutva, mintha kizarélag a szérumot
vizsgalnank. Az extracelluldris folyadéktér aktivan részt vesz a szabadgyokok
elimindldsaban. Mivel irodalmi adat nem allt rendelkezésre a pericardialis folyadék
antioxidans aktivitasa tekintetében, ezért szerepelt célkitlizésiinkben vizsgalta. A mért
paramétereket parhuzamosan hataroztuk meg a szérumban ¢és a pericardialis
folyadékban, a folyadékterek egymdshoz vald viszonyainak jobb megértése céljabol.
Két fliggetlen mérdmodszert alkalmaztunk az antioxidéns kapacitds mérésére: a TAS és
az ImAnOx moédszert. A két modszerrel mért paraméterek mind a szérumban, mind a
pericardialis folyadékban egymassal szoros 0Osszefiiggést mutattak. Mindamellett a
pericardialis folyadékban a korrelaci6 kisebb, de statisztikailag igy is szignifikans volt.
Koracevic D. és mtsai (2001) a kiilonboz6 testfolyadékok antioxidans aktivitasat
hataroztdk meg: a nyalban 41%, a veseciszta folyadékban 19%, az ascites folyadékban
13%, a konnyben 12%, a vizeletben 9%, a liquorban 5%, a szem csarnokvizben 3% volt
az antioxidans aktivitds a szérumban mérték érték szdzalékaban. Méréseink alapjan a
pericardialis folyadék antioxiddns kapacitasa a szérumszintek kozel 68%-a, ami
viszonylag magas értéknek szamit, sorrendben a testfolyadékok kozott a szérum/plazma
utan kovetkezik.

A szérum antioxidans kapacitdsa alacsonyabb volt, mind a két betegcsoportban, az
egészséges népességben mért referencia értékekkel Osszehasonlitva (TAS: 1-1,2
mmol/L, ImAnOx: 0,28-0,32 mmol/L, a gyartok ajanlasai alapjan).

Ennek magyarazata lehet a kronikusan fennallo betegség allapot, ennek kdvetkeztében
fokozott antioxidans felhaszndlds. Ischaemias szivbetegekben és magasvérnyomas
betegségben szenvedd Dbetegekben alacsonyabb TAS szinteket mértek a
referenciaértékeknél és a vérnyomascsokkentd kezelés hatdsossagat mar két hét utan

jelezte a TAS szint ndvekedése (Lantos J és mtsai 1997).
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A szérumban szignifikansan magasabb (p<0,05) TAS ¢értékeket mértiink
billentylibetegekben, mint koszoruérbetegekben. Ennek oka lehet a VHD betegeknél
nagyobb ardnyban alkalmazott diuretikus kezelés, ami a szérumban a hugysav szintek
megemelkedéséhez vezetett. A TAS jelentds részét a hugysav és az albumin adja
(Miller NJ. és mtsai 1993). A CAD betegekben mért alacsonyabb TAS szint oka lehet a
krénikusan fennnallo ischaemids allapot €s az ezzel egyiitt jard oxidativ stressz. Masok
szoros Osszefliggést mutattak ki a TAS szintek és a megbetegedett koszortierek szdma
kozott (Nojiri S és mtsai 2001).

Szivelégtelenségben a NYHA stadiumok ndvekedésével csdkkent A, E vitamin €s lutein
szinteket, valamint emelkedett malondialdehid koncentraciot mutattak ki (Polidori MC
¢s mtsai 2002). Vizsgalatainkban nem taldltunk Osszefliggést a betegek klinikai
stddiuma (NYHA) és a mért AOC értékek kozott, lehetséges, hogy azért, mert az AOC
nem kozvetlen markere az oxidativ stressznek, csupan altalanossagban utal a szervezet
antioxidans statuszara.

Vizsgélatunkban a szérum és a pericardialis folyadék hagysav szintje kozott igen erds
korrelaciot mutattunk ki mind a betegcsoportokban kiilon-kiilon, mind egyiittvéve. A
hugysav egy kis molekula (170 Dalton), ami lehetévé teszi azt, hogy a vérplazmabol
ultrafiltracio tjan a pericardialis folyadékba jusson koncentraciofiiggéd modon.
Billentylibetegekben a szérum és a pericardialis folyadék hugysav koncentracidja
szignifikdnsan magasabb volt, mint koszortérbetegekben. A betegek anamnézise
alapjan megallapithatd volt, hogy a billentyiibetegek tobben szedtek diuretikumokat,
mint a coronariabetegek (lasd 1.B. tablazat), és ezen gydgyszerek hugysav emeld hatasa
jol ismert.

Az emelkedett szérum hugysav koncentracié ¢és a cardiovascularis betegségek
kapcsolata jol ismert a szakirodalomban, ennek ellenére vitatott a hugysav szerepe.
Koszoruérbetegségben pozitiv kapcsolatot talaltak az emelkedett szérum hugysavszint
és a cardiovascularis morbiditds és mortalitds kozott (Liese AD ¢és mtsai 1999,
Aldermann M. 1999). Krénikus szivelégtelenségben szenvedd betegekben a keringd
gyulladasos markerek és a hugysav koncentracio kozott szoros korrelacié volt (Leyva F
¢és mtsai 1998). Egyes szerzOk szerint az emelkedett hugysav szintek mintegy az
érelmeszesedésre ¢és az oxidativ kdrosodasra adott kompenzacids gyulladasos

valaszlépésnek tekinthetdk (Nieto FJ és mtsai 2000).
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Masok viszont megallapitottdk, hogy nem névelte az emelkedett hugysav szint a
koszoruérbetegség kialakulasat vagy a szivbetegségek mortalitasat (Culleton BF ¢és
mtsai 1999).

A hugysav xantinbdl keletkezik a purin anyagesere végtermékeként a xantin
dehidrogendz vagy a xantin oxiddz hatasara. Ha a hugysav a xantin-dehidrogenaz
hatasara keletkezik, akkor nem képzddik melléktermékként szuperoxid anion. Alacsony
oxigén tenziod, gyulladasos citokinek, hormonok valtjak ki a xantin dehidrogenaz xantin
oxidazza alakuldsat. Ilyenkor szuperoxid gyok is felszabadul, és oxidativ stressz
alakulhat ki. A xantin oxidaz gatlok csokkentik a szérum hugysav szintet. A hugysav
endogén gyokfogo €s antioxidans, a szinglet oxigént, a peroxil gyokoket és a hidroxil
gyokoket hatastalanitja és igy csokkenti az oxidativ stresszt. (Reyes AJ 2003, 2005).
Egyes gyogyszerek (pl. diuretikumok, alacsony dozisu acetilszalicilsav) novelik a vesén
at kivalasztodod hugysav visszaszivodasat a vese proximalis tubulusaban, igy a szérum
hugysav szint emelkedéséhez vezetnek, szabadgyok képzddés nélkiil. Ez esetenként
pozitiv hatasu lehet a huigysav antioxiddns hatasa miatt (Reyes AJ 2005).
Egészségesekben a parenterdlisan adott hiigysav emelte az antioxidans kapacitast
(Waring WS ¢és mtsai 2001). Az, hogy az emelkedett hugysav szint onmagaban képes-¢

emelni az antioxidans védelmet, tovabbi vizsgalatra szorul.

crer

crer

A TAS a szervezet antioxidans védelmérdl ad atfogo képet, értéke mintegy 50%-ban az
antioxidans hatassal rendelkezd hugysav és albumin koncentraciojatol fiigg, 40%-ban
fiigg a szérum alfa-tokoferol, béta-karotin, cisztein, glutation, bilirubin, ubikinon és mas
fenolsavak szintjérdl, 10 %-ban fiigg a C vitamint6l (Miller NJ és mtsai 1997, Staub M
1999).

Egészséges 20-55 évesek vérében a TAS, a hugysav és az albumin koncentracidja
szignifikdnsan magasabb volt férfiakban, mint ndkben, a SOD ¢és GPOx atlagértékei
nem kiilonboztek 1ényegesen a két nem kozott. Ez, valamint szoros korrelaciojuk a TAS
értékekkel minden bizonnyal egyik oka a TAS-ban mutatkozé nemi kiilonbségeknek

(Antal M. és mtsai 2004).
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Vizsgalatainkban a pericardialis folyadék hugysav, albumin és Osszfehérje szintek
szignifikdnsan magasabbak voltak férfi betegekben, mint ndkben. Ismert, hogy a
menopauza eldtt nagysadgrendekkel ritkdbb a szivbetegség jelentkezése ndkben, mig
menopauza utan ez a nemi kiilonbség egyre csokken, a védd hatdsok kiesése miatt.

A hagyomanyos koszoriér bypass miitét és koszoriér angioplasztika soran a néi nem
fliggetlen rizikofaktorként szerepel a miitét koriili komplikdciok és a cardiovascularis
mortalitds szempontjabol. (Williams MR és mtsai 2000, Abramov D és mtsai 2000,
Feldman T és mtsai 2000, Jensen J és mtsai 2000, Hartz R és mtsai 2001, Zaroff JG és
mtsai 2002, Hassan A ¢és mtsai 2005, Wenger NK 2002)). Az off pump
koszoraérmiitétek mellett nem volt kiilonbség a férfiak ¢és ndk korai miitéti
kimenetelben ¢és a miitét koriili szovédményekben (Bernet F és mtsai 2006).
Menopauzdban vagy menopauza utan 1évé ndk vérében szignifikdnsan csokkent az
antioxidansok szintje (Krstevska M és mtsai 2001) és a TAS ¢és a GPOx érték a
premenopauzas nékhoz képest (Antal M és mtsai 2004). Az oxidativ stressz markerek
Osszehasonlitva a férfiakkal egészséges populdcioban (Block G és mtsai 2002) és
hipertonias betegekben (Ward NC és mtsai 2004). Az 1. tipust diabetesben nékben
csokkent antioxidans kapacitdst és megnovekedett oxidativ stresszt mértek, ami a
diabetes szivszovodményeinek kialakulasahoz jarulhat hozza (Marra G és mtsai 2002).
Az a tény, hogy a teljes antioxidans kapacitas két fliggetlen mérémodszerrel mérve sem
kiilonbozott a PF-ban a férfiak és ndk kozott, kivéve férfiakban mért magasabb hugysav
¢s albumin koncentraciot, azt mutatja, hogy a TAS és ImAnOX nem eléggé érzékeny
ilyen véltozasok kovetésére. Az albumin és a hugysav meghatdrozdsa mas teljes
antioxidans kapacitds méréd modszerrel egylitt nagyobb bepillantast enged az EC
folyadékok antioxidans védelmi rendszerébe, mint a teljes AOC mérése dnmagaban.
Véleményiink szerint az 6nallo antioxidans komponensek mérése megbizhatobb, mint a
teljes AOC mérése.

A magas PF hugysav és albumin szintek antioxiddns hatdsa miatt a PF részt vehet a
myocardium helyi antioxidans védelmi rendszerében. A férfi nem ebbdl a szempontbol
eldnyt jelent. Tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy a ndk korében magasabb miitét koriili
szovodmények kialakuldsaban jatszhat-e szerepet a PF antioxidans 0Osszetételében

meglévo nemi kiilonbség.
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5.2 Oxidativ stressz vizsgalata kritikus allapotu betegekben

A kritikus allapot (szivtranszplantacid, elektiv aorta aneurizma vagy akut aneurizma
ruptura eseteit, alsd végtagi elzdr6das miitéte utani ischaemia-reperfusio, sepsis, stroke)
miatt intenziv osztalyos kezelés alatt allo betegeknél megfigyeltiikk az oxidativ stressz
jelentkezése, a szovodmények kialakulasa és az AOPP értékek kozotti 6sszefiiggést.

Az AOPP megbizhat6 oxidativ stressz markernek bizonyult, amelynek a vizsgélataval
nyomon kovethetd az A4llapot valtozas, monitorizalds. A kezelés hatdsossaganak
utankovetésére is alkalmas lehet, az alapbetegség javulasaval az oxidativ stressz
csokkenését lehet kimutatni.

Kritikus allapota betegekben az oxidativ karosodas szintjét és betegség kimenetelét
vizsgalva szoros Osszefliggést talaltak az emelkedett MDA szintek és F, izoprosztan
szintek és a rosszabb prognézis kozott. Az oxidativ stressz markerek csokkenését
figyelték meg a betegség javulasaval (Mishra V és mtsai 2005).

A szivtranszplantaciora keriil betegekben az alapbetegségtdl fiiggden jelentds lehet az
oxidativ stressz. A mitét el6tti magas AOPP oka a kiilonb6zd stlyossagu
szivelégtelenség. A szovoidménymentes esetekben a miitét utdni 4-5 napon az AOPP
hatékonysagat. A szovodménnyel tarsult esetekben emelkedett AOPP jelzi az oxidativ
stressz jelenlétét.

Az aorta aneurizma tobb mint 3%-ban jelentkezik a 65 év feletti korosztalyban. Az
elvaltozas az aortafal helyi karosodasaval, majd tagulataval jar. Az elasztikus média
karosodasaban gyulladasos folyamatoknak van szerepe. Az elasztin fehérje emésztddés
soran lebontodik, matrix metalloproteinazok, €¢s mas proteazok vesznek ebben részt
(Shah PK. 1997). A simaizomsejtek az EC matrix fehérjéket, pl. az elasztint csokkent
mértékben termelik. Az apoptotikus folyamat sordn a simaizomsejtek is pusztulnak, és
kialakul az aneurizma. A ROS szerepe kiemelt ebben a folyamatban, a szuperoxid
termelése a gyulladasos sejtekben megnd. Szuperoxid gyok keletkezhet az endothel- az
megnd a NAD(P)H enzim expresszidja. Az érsimaizomsejtekben noveli a ROS
produkcioét a hypertensio, az angiotenzin II., amely proapoptotikus hatasu is. A ROS
aktivalja a matrix metalloproteinazokat, aminek eredménye az EC matrix karosodasa

lesz (Rajagopalan S és mtsai 1996). A ROS apoptozist indukdl az ér simaizom
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sejtekben, ami az aorta aneurizma kialakulasdnak f6 oka. Aorta aneurizmas betegek
vérében csokkent C-vitamin, E-vitamin és antioxidans szinteket mértek nem aneurizmas
koszoruérbetegek vérével dsszehasonlitva (Dubick MA és mtsai 1999, Sakalihasan N és
mtsai 1996). Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy nagyobb az oxidativ stressz a
mar kialakult aneurizmak esetén, mint az atherosclerosis megléte mellett még ki nem
alakult esetekben (Miller FJ és mtsai 2002).

Vizsgdlatainkban az aorta aneurizma miatt elektiv miitétre keriil betegek miitét elotti
emelkedett AOPP értéke a mar meglévd oxidativ stresszt jelzi. A miitét utani napokban
jelen 1évé magas AOPP szint, illetve tovabbi emelkedés jelzi a reperfusios karosodas
jelentkezését.

Az aorta aneurizma rupturdja miatt sulyos akut vérvesztés allapota alakul ki. A
vérellatas romlik a létfontossdgu szervekben ¢és foleg a periféridn. Az AOPP a
detektalasi szint ala csokken. Ennek oka valoszintileg az, hogy a miitét utani napokban
kozvetleniil a keringés lelassul, kivérzett allapotban csokken a plazma fehérjék szintje,
ez a reperfusio ellen hat. Amikor elkezdédik az AOPP emelkedése, a referencia
értektartomdny f0l¢, az a vérvesztéses allapotokban paradox moddon az allapot
javulasaként értékelhetd, vagyis a szovetek, szervek megindult reperfusiojanak jeleként.
Stroke: Agyi érelzarodas soran az emelkedett AOPP koncentracié a fellépd oxidativ
stressz allapotot jelzi. Szamos irodalmi adat tdmasztja ald az oxidativ stressz karositd
hatasat agyi sériilésben ischaemia-reperfusio utan (Madamanchi NR és mtsai 2005,
Traystman R és mtsai 1991, Chan P és mtsai 2001). Alacsonyabb C-vitamin és
emelkedett homocisztein, lipid peroxid és NO szinteket mértek ischaemias stroke
allapotaban 1évd betegek plazméjaban dsszehasonlitva egészséges egyénekkel (El Kossi
M, Zakhary MM. 2000). A stroke allapotaban 1évo betegek vérében a keringd fagocitak
nagyobb mértékben termeltek ROS-t, mint az egészséges egyének mintdiban
(Alexandrova M ¢és mtsai 2001). A fagocitak fokozott miikodésének szerepe lehet az
AOPP koncentracié emelkedésében a fokozott HOCI képzddés révén.

A sepsisben szenvedd intenziv kezelést igénylé betegekben az AOPP koncentracid
emelkedése és az allapot valtozasa kozott szoros Osszefliggés van.

Az oxidativ stressz a kritikus allapota betegekben fontos szerepet jatszik a szisztémas
gyulladésos folyamatokban (Del Rio D és mtsai 2002). A fertézések sordn a neutrofil

granulocitdk és a makrofagok aktivitdsa megnd. Gyulladas, szepszis soran fokozott a
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NAD(P)H oxidaz enzim miikddése, a szuperoxid anion keletkezése (Babior BM. 1984).
A mieloperoxidaz enzim ugyancsak hozzajarul a szuperoxid gyok keletkezéséhez
(Schraufstatter IU és mtsai 1990). Az AOPP gyulladdsos mediatorként hat, fokozza a
gyulladésos citokinek produkcidjat (neutrofilek, monocitak), oxidativ burst-6t indukal.
(Witko-Sarsat V és mtsai 1998). Az AOPP keletkezésében a mieloperoxidaz enzimnek
fontos szerepe van, a hatasara képzodott HOCI révén (Capeillere-Blandin C és mtsai
2004). A mieloperoxidaz hatdsara ditirozin is képzddhet, ami az AOPP szintekkel

szoros Osszefliggést mutat (Heinecke JW és mtsai 2003).

Osszefoglalasul leirhatjuk, hogy a kritikus allapott betegekben az ischaemia-reperfuzio,
stroke, sepsis, gyulladas, periférids érbetegség oxidativ stressz kialakuldsdval jaro
allapotok, az AOPP emelkedik. A kritikus allapotu, stlyos akut vérvesztés allapotaban
1évé betegek esetében az AOPP igen alacsony vagy akar a detektalasi szint ala

csokkenhet a miitét utani elsé napokban.

5.3 Oxidativ stressz vizsgalata acut coronaria szindromaban

A szivkatéterezésre keriil¢ effort anginds, instabil anginds és acut myocardialis
infarctusban szenvedod betegekben vizsgaltuk az oxidativ stressz kialakuldsanak esélyét
és a szovodmények kialakulasaval valdo Osszefliggését, nyomon kovetve ezalatt az
AOPP ¢értékek valtozasat. A plazma atlagos AOPP szintje magasabb volt az
irodalomban és a sajat referencia anyagban mért értékekhez viszonyitva. Az emelkedés
mérsékelt volt, ennek oka lehet, hogy a mintavételiink valdsziniileg az oxidativ stressz
kialakulasanak kezdeti idészakaban tortént. Az akut myocardidlis infarktus (AMI)
diagnozissal érkezett betegek a tiinetek kezdetétdl szamitva 0,5-12 6ra mulva jutottak
koérhazba. Azokban a betegekben, akiknek mar hosszabb ideje fennalld tarsbetegségiik
pl. diabetes mellitus, veseelégtelenség, fertdzés, szepszis volt, kifejezetten emelkedett
AOPP értékeket mértiink. A szivelégtelenség szovodménnyel érkezett AMI-ban
szenvedo betegek plazmajaban szintén magas volt az AOPP koncentrécio.
Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy az elsé vérvételig eltelt id6 alatt nem alakul ki
oxidativ stressz, a szovodményekkel, vagy tarsbetegségekkel nem kisért acut coronaria
szindroméaban. Az AMI miatt direkt PTCA-ra és az angina pectoris miatt elektiv PTCA-

ra keriil6 betegektdl vett vizeletmintakban nem talaltak szignifikans kiilonbséget a 8 epi
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PGF, szintekben a PTCA eldtt. AMI-ben a PTCA utani 60-90. percben emelkedett
szignifikansan a vizeletben mért 8 epi PGF,. A PTCA utan az ischaemia-reperfusio
ideje alatt mérhetd a szabadgyokok felszabadulasabol eredeztethetd oxidativ stressz
(Guan W és mtsai 1999).

Koronarografiaval igazolt koszortérbetegekben emelkedett AOPP szinteket mértek. Az
AQOPP ¢értéke szignifikans Osszefiiggést mutatott a koronaridk allapotaval (Kaneda H és
mtsai 2002).

A szovodményekkel (szivelégtelenség, gyulladds) vagy tarsbetegséggel (diabetes
mellitus, veseelégtelenség) kisért acut coronaria szindromaban mért emelkedett AOPP
értékek egyértelmiien jelzik az oxidativ stresszt. A diabetes mellitus mindkét tipusaban
emelkedett AOPP koncentraciokat mértek, de a 2. tipusi DM-ben szenvedd betegek
AOPP értékei szignifikansan magasabbak voltak, mint az 1. tipust DM csoporté

(Kalousova M és mtsai 2002).

5.4 Oxidativ stressz vizsgalata periférias érbetegekben

A carotis sziikiilettel és az als6 végtagi elzardodas miatt érmiitétre keriild betegekben
magas volt az oxidativ stressz. Az atherosclerosis kialakulasaban és fenntartasdban az
oxidativ stressznek kiemelt jelentdsége van.

Az AOPP értékeket nem befolyésolta jelentdsen a periférias érbetegekben hosszabb
ideje fennalld tarsbetegségek (hipertonia, diabetes) megléte. Ennek oka lehet, hogy az
alapbetegség, az altalanos atherosclerosis oxidativ stresszt emeld hatasa dominalt. Az
also végtagi elzarddas soran a betegeknél a claudicatio intermittens tiinete jelentkezik,

aminek sordn ischaemia majd reperfusio alakul ki.

Az atherosclerosisban szenvedd betegek plazmdjaban magasabb AOPP ¢és AGE
értekeket mértek, mint az egészséges kontroll egyénekben. Ez Osszefliggésben allt a
lipid metabolizmus paramétereivel (Kalousova M ¢és mtsai 2005). Kronikus
vesebetegekben a magasabb AOPP koncentracid osszefiiggésben allt az atherosclerosis
kialakulasdval (Descamps-Latscha B ¢és mtsai 2005). Kronikus vesebetegek
plazmajaban szignifikdnsan magasabb AOPP szinteket mértek azokban, akikben az art.

carotis-on plakk volt (Yang XB és mtsai 2005). Az AOPP értéke Gsszefiiggést mutatott
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a CRP-vel az art. carotis intima-media vastagsaggal, az atherosclerosis korai jelzdjével
(Drueke T és mtsai 2002).

A carotis atherosclerotikus plakk aktivitdsa soran magasabb high sensitive C-reaktiv
protein ¢€s fibrinogén szinteket mértek a betegek vérében. A carotis endarterectomia
utan, amikor a plakk és az ér endotheliuma is eltavolitasra keriilt, a betegek
utankovetése soran mindkét acut fazis protein mennyisége lecsokkent (Dosa E és mtsai
2004). Az atherosclerotikus plakk egy aktiv gyulladdsos hely, szdmos anyag termelésére
(citokinek, TNFa ) képes. A plakk eltavolitdsaval a gyulladasos faktorok csokkentésével
ez a hatas csokken, mert a gyulladas ellenes és az antikoagulans hatasok feler6sdodnek.
Az als6 végtagi érbetegekben az alsé végtagon jelentkezett gangréna szignifikans AOPP

emelkedést okozott. A gyulladasos folyamat hozzajarult az AOPP emelkedéséhez.

5.5 Oxidativ stressz vizsgalata allatkisérletes modellben

A szivsebészetben szamos szivbetegség miitéti megoldasa csak az aorta leszoritisa és
szivmegallas mellett lehetséges. A kardioplégids technika fejlédése ellenére a kamrai
elégtelen miikodés még mindig az egyik legfontosabb oka a perioperativ morbiditasnak
¢s mortalitdsnak. A cardiopulmonaris bypass soran szabadgyokok szabadulnak fel,
ischaemia-reperfusios folyamatok sordn. 60 perces LAD leszoritds és 60 perces
reperfiizié utan a sinus coronariusban mért MDA szintek és SOD enzim aktivitasa nott,
mig a redukalt glutation csokkent (Lantos J és mtsai 2001). A CPB soran szisztémas
gyulladasos reakciok indulnak el (Gasz B és mtsai 2005). A csokkent nitrogén oxid
szintdz (NOS) ¢és a csokkent L-arginin hozzaférhetdség az NO csokkent féléletidejéhez
vezet. A fokozott szabadgyok képzddés az NO fokozott lebomlasahoz és peroxinitrit
képzddéshez vezet, ami a sejttoxicitas elinditdjava valik (Szabo Cs.2003).

A poli (ADPribéz) immunhisztokémiai kimutatasa sordn megfigyelték, hogy a PARP a
reperfundalt szivizomban gyorsan aktivaldédott. (Pieper AA ¢és mtsai 2000). A
reperfusios karosodast a szivizomzatban a szisztémasan adott PARP gatlo PJ34 kivédte.
Szamos adat ismert a PARP inhibici6 ischaemia-reperfusioban a szivizomzatra

gyakorolt hatasdban. (Zhou HZ és mtsai 2006, Szabo G és mtsai 2004a, b).
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5.5.1 Myocardialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(INO-1001) jelenlétében

Vizsgdlatainkban a cardiopulmonaris bypass és a szivmegallds, majd 60 perces
reperfusio utdni sziv kdrosoddsok kivédésének lehetdségeit vizsgaltuk a PARP enzim
gatlészerével (INO-1001). A CPB és 60 perces reperfizio utan a hemodinamikai
paraméterek a kontroll csoportban megvaltoztak, csokkent az artérias kozépnyomas, a
korondriadramlds ¢és a bal kamrai kontraktilitist jellemzd terhelés fiiggetlen
paraméterek: PRSW és E. értékei a kiindulési értékekhez képest, mig a PARP gatloval
(INO-1001) kezelt csoportban ezek a paraméterek szignifikansan magasabbak voltak a
kontroll csoporthoz képest, megkozelitve a kiindulasi értékeket.

A v. cava leszoritds sordn kiilonb6zd preload mellett lehet P-V gorbéket felvenni, és
mas szisztolés funkciora jellemzd paramétereket (pl. PRSW) lehet szamolni. A PRSW a
szivmunka és a bal kamrai végdiasztolés térfogat kdzotti egyenes Osszefiiggés. Leirtak,
hogy a PRSW fiiggetlen a kamra méretétdl és tomegétdl, viszont érzékeny a kamra
kontraktilis miikodésére, a szisztolés funkciora (Kass DA 1995). A bal kamrai
elaszticitas (Ees) csokkenése a bal kamra csokkent szisztolés miikodésére utal.

A hipotermias szivmegallas és reperfusio a sziv kontraktilitds és a coronaria aramlas
csOkkenését okozta (Szabo G. és mtsai 2003, 2004b). Korabbi vizsgalatok kimutattak a
PARP enzim aktivaciot a sziv reperfusioja soran; a csokkent reperfusios karosodast a
PARP enzim génkiiitott allatokban vagy a PARP enzimgatlok alkalmazdsa mellett
Virag L, Szabo C. 2002, Szabo G és mtsai 2004a, Yeh CH és mtsai 2006).

Az INO-1001 PARP gatl6 hatdsmechanizmusa tobbféle: az ischaemia-reperfusio
szamos fajtajdban a PARP aktivacid megeldzése a nagy energidju foszfatok, NAD+,
ATP raktarak megmaradésdhoz vezet, igy a javulnak a sejt energia viszonyai. A PARP
aktivacio adhézios molekuldk ICAM-1, P-szelektin expresszidjat is befolyasolja az
ischaemia, reperfusio alatt, és ezzel Osszefiiggésben a neutrofilek bearamlasat a
karosodott szovetekbe. A sejtek energetikai viszonyainak helyreallitasa ¢és a gyulladast
eldsegitd hatds gatlasa egyarant hozzajarul a PARP gatlas szivvédd hatasahoz (Virag L,

Szabo C 2002, Szabo G és mtsai 2004b).
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5.5.2 Mesenterialis karosodas vizsgalata CPB utan PARP inhibitor
(PJ34) jelenlétében

A cardiopulmonaris bypass ¢és 60. perces reperfizid utdn vizsgaltuk a sziv- és
mesenterialis kéarosodas kivédésének lehetéségét a PJ-34 PARP inhibitorral. A
hemodinamikai paraméterekben az artérias kdzépnyomas, a verdtérfogat és a bal kamra
1d6egység alatti nyomdasvaltozds maximuma, a dP/dt,,.x (ami a bal kamrai kontraktilitas
valtozéasaira érzékeny, de nem fiiggetlen a preload véltozasaitol) csokkent a kontroll
csoportban a reperfusio végén, mig a PJ-34 PARP gatloval kezelt csoportban megtartott
maradt a kiindulasi értékhez képest. Az INO-1001 gatlo alkalmazdsdhoz hasonldan a
PJ34 is kivédte a szisztolés miikodészavart.

Vizsgalatunkban a cardiopulmonaris bypass ¢és reperfusio utan az ACH-ra adott
mesenterialis vazodilatacié csokkent. Ennek oka valosziniileg az, hogy a karosodott
endothelium NO termel6 kapacitasa csokkent. A simaizom valaszkészsége megtartott az
NO-donor natrium-nitroprusszid mellett, tehat az ér endothelium karosodanak, és nem a
simaizom kdrosodasnak a jele a csokkent vazodilaticios vélasz.

A PJ-34 PARP gatloval kezelt csoportban megtartott volt az endothelium fiiggd
vazodilatacio6 a reperfusio végén. A PARP tulaktivalas gatlasa a sejt energia raktarainak
(NAD", ATP) megmaradisihoz vezetett, ami az endothelsejtek integritdsanak
megorzeését segitette elo.

A kontroll csoportban mért csokkent mesenterialis dramlas, a csokkent endothelialis
funkcid és az anaerob metabolizmusra valé atvaltds (megndvekedett laktat szint) és a
sejt sériilés (emelkedett CK aktivitas) volt jellemzd.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalataiban megallapitotta, hogy a cardiopulmonaris
bypass mesenterialis hipoperfuziot, gyulladdsos reakciot, szabadgyok felszabadulast
okoz, ami a mesenterialis ér miikddés zavarahoz, a helyi értagito és érsziikité anyagok
kozotti egyensuly megbomlasahoz vezetett (Andrasi TB és mtsai 2002, 2003). Irodalmi
adatok a splanchnikus terlileten az art. mesenterica superior leszoritasaval &s
felengedésével 1étrehozott ischaemia-reperfusio vizsgadlata soran ragcsalokban
peroxinitrit felszaporodast és PARP aktivaciot detektaltak a reperfusio utan (Cuzzocrea
S ¢és mtsai 1997, Liaudet L és mtsai 2000). A PARP aktivaciot szabadgyokok
keletkezése wvaltotta ki a splanchnikus teriilet ischaemia-reperfusioja soran, amit

bizonyitanak azok a vizsgalatok, ahol szabadgyokfogdkat, N-acetilciszteint adtak, ami
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gatolta a PARP aktivaciojat a reperfundalt bélben. (Cuzzorea ¢és mtsai 2000a, b). A
reperfusio soran felszabadul6 peroxinitrit €s hidroxil gyokok PARP fiiggd endothelium
sériillést hoznak Iétre, ami neutrofil granulocitdk infiltracigjdhoz vezet az
endotheliumban (Tofukuji M és mtsai 2000). A neutrofil granulocitdkbdl tovabbi
hidroxil és peroxinitrit gyokok szabadulnak fel. Ez egy Onrontd visszacsatolasos
folyamat. Ezek a valtozasok az érmikodés szabalyozasanak zavarahoz, a véraramlas
atrendezddéséhez vezetnek, aminek eredménye a vér elvondsa lesz a metabolikusan
aktiv bél mucosatol. A bélben az anyagcsere anaerob irdnyba tolodik el, és
sejtkarosodas alakul ki. A PARP gatlds az endothelium sériilése szintjén megszakitja ezt
a negativ visszacsatolasos kort (Mazzon E és mtsai 2002).

A PARP inhibitorok, mint pl. 3-aminobenzamid vagy PJ34 alkalmazasa vagy a PARP
genetikus inaktivalasa csokkentette a bél ischaemia-reperfusios karosodasat a szovettani
¢és funkcionalis vizsgalatok alapjan (Liaudet L és mtsai 2000, Jagtap P és mtsai 2002). A
csokkentette a nitrotirozin képzddését (Virag L, Szabo C. 2002).

Az immunhisztologiai vizsgélat igazolta a kontroll csoportban a CPB utini PARP
aktivaciot a mesenterium bél mucosa sejtjeiben. A helyi hipoperfuzio és a szisztémas
gyulladasos reakcio kozremiikodik az oxidativ stressz létrejottében. A szabadgyokok
(peroxinitrit) indukalta DNS egyes szal torés a PARP aktivaciojat valtja ki.
Splanchnikus érleszoritas és felengedés utan a PARP gatlas mellett kisebb volt a
mesenterialis véraramlas csokkenése, csokkent a morfologiai karosodas, a neutrofilok
infiltracioja, csokkent a P-selectin ¢s ICAM-1 up-regulacioja, és csokkent a bél mucosa
hiperpermeabilitdsa (Mazzon E és mtsai 2002, Cuzzocrea S és mtsai 1997). Ezek a
megfigyelések hasonloak voltak a szivizomzat ischaemia-reperfusios karosodasahoz. A
splanchnikus teriilet érleszoritasa és felengedése soran megfigyelteket nem lehet egy az
egyben alkalmazni a CPB utdni mesenterialis kdrosodésra, mert az ér a CPB alatt nincs
leszoritva. Mégis funkciondlis hypoxia 1ép fel a CPB alatt az aramlas atrendezédése
miatt a taplald kapillarisoktol az arteriovenosus shunt-6k felé (Andrési TB és mtsai
2003). Az aramlas atrendezddést intravital mikroszképikus vizsgalatok is igazoltak
(Sack FU ¢és mtsai 2002). A CPB eldsegiti a neutrofil granulocita-endothelialis
interakciot, a neutrofilek korai kigordiilését a P-selectin, a késoi kitapadasi fazist az

ICAM-1 szabélyozza.
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A CPB kivaltotta mesenterialis karosodds okai a helyi aramlasi elégtelenség, a
szisztémés gyulladasos reakcio, ami a PARP tulaktivalasahoz vezet. Elinditva ezzel az
endothel koéros miikodés pozitiv visszacsatoldsos onrontd korét, tovabbi szabadgyok
képzddéssel, és szoveti karosodassal. Vizsgalatunkban a szisztémas PARP gatlas (PJ
34) mesenterialis érmiikodés karosodas €s szoveti karosodast kivédd hatasat igazoltuk.
A PARP gatlo alkalmazasa jelentds eldnyt jelenthet a CPB sordn kialakul6 ischaemia-

reperf6zid, gyulladasos reakcid okozta masodlagos szervkarosodasok kivédésében is.
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6 Kovetkeztetések

Osszehasonlitottuk az emberi pericardialis folyadék antioxidans kapacitasat a
szérummal, és megéllapitottuk, hogy a pericardialis folyadék antioxidans
kapacitasa viszonylag magas (a szérumhoz viszonyitva annak 67,8%-a). Ez
dontéen az albuminnak és a hugysavnak tulajdonithat6. A koszoraérbetegség és
a billentylibetegség miatt szivmitétre keriilt betegek mintdiban mért antioxidans
kapacités tekintetében nem volt szignifikdns kiilonbség a csoportok kozott, sem
a szérumban, sem pedig a pericardialis folyadékban.

Férfiakban ¢és ndékben mért pericardialis folyadék huagysav ¢és albumin
koncentraciok kozott szignifikans kiilonbség van. A ndk magasabb perioperativ
morbiditdsaban a pericardialis folyadék csokkent antioxidans kapacitasa
kockézati tényez0 lehet.

Véleménylink szerint a pericardialis folyadék szerepet jatszhat a myocardium
antioxidans védelmében.

Kritikus allapotban 1év6 betegekben (ischaemia-reperfusio, sepsis, stroke,
pneumonia) az AOPP megbizhaté oxidativ stressz markernek bizonyult,
amelynek a vizsgalatdval nyomon kdvethetd az allapot valtozas (monitorizalas).
A kezelés hatdsossaganak utankovetésére is alkalmas lehet, az alapbetegség
javulasaval az oxidativ stressz csokkenését lehet kimutatni.

Acut coronaria szindroémaban a korai akut szakban nem jellemz6 az oxidativ
stressz, hacsak nincs jelen valamilyen kisérébetegség (pl. diabetes mellitus,
krénikus veseelégtelenség) vagy valamilyen szovodmény (pl. szivelégtelenség).
Mitétre keriild periférids érbetegekben kovetkezetesen emelkedett plazma
AOPP koncentracidkat mértiink. Ez a jelenség valodsziniileg az atherosclerosis
progressziojaval kapcsolatos. Sulyosbité szovédmények lehetnek a tarsuld
gyulladas, also végtagon kialakuld gangréna.

Allatkisérletben a cardiopulmonalis bypass okozta oxidativ stressz, myocardialis
karosodas ¢és masodlagos szervkarosodasok (bél, mesenterialis karosodas)
kialakulasdban a PARP enzim aktivalodasanak jelentds szerepe van. A PARP
enzim gatlo (PJ34 vagy INO-1001) alkalmazasa javitotta a szivfunkciot, az a.

mesenterica véraramlast, az ér valaszkészségét és csokkentette a bélkarosodast.
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A cardiovascularis megbetegedések hatterében all6 atherosclerosis, hypertensio ¢és a
rizikofaktorok (diabetes, elhizas, dohanyzas) okozta kérfolyamatokban szerepe van az oxidativ
stressznek, ami a reaktiv oxigén vagy nitrogén eredetli szabadgyokok keletkezése és az
antioxidans védo rendszerek kozotti egyenstly megbomlédsa miatt alakul ki.

1. Dolgozatomban human vizsgalatokban teljes antioxidans kapacitast hataroztunk meg
ischaemids (koszoruérbetegség) és nem ischaemias szivbetegség (billentylibetegség) miatt
szivmitétre keriild betegekben a szérumban ¢és a pericardialis folyadékaban. A humén
pericardialis folyadék antioxidans kapacitasa viszonylag magas, szerepet jatszhat a myocardium
antioxidans védelmében. A két betegcsoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Nemi
kiilonbségeket talaltunk: a pericardialis folyadék antioxidans kapacitasa ndkben alacsonyabb a
hugysav és albumin csokkent koncentracioja miatt. 2. Egy, a munkacsoportunk altal leirt,
automatizalt mérési modszerrel, a fehérjék oxidacidjan alapuld, oxidativ stressz biomarker
(advanced oxidation protein products, AOPP) referencia értéktartomanyat vettiik fel egészséges
onkéntesektdl szarmazd plazma mintakban. Kiilonbozé cardiovascularis megbetegedésekben
AOPP meghatarozasokat végeztiink, 6sszefliggést kerestiink a tarsbetegségek, a szo6védményes
esetek és az oxidativ stressz sulyossaga kozott. Kritikus allapotban 1€v6 betegekben (ischaemia-
reperfusio, sepsis, stroke, pneumonia) az AOPP vizsgalataval nyomon kdvetheté az allapot
valtozasa. Acut coronaria szindromaban a korai akut szakban nem jellemzd az oxidativ stressz,
hacsak nincs jelen valamilyen kisérébetegség (pl. diabetes mellitus, kronikus veseelégtelenség)
vagy valamilyen szovodmény (pl. szivelégtelenség). Mitétre keriild periférias érbetegekben
kovetkezetesen emelkedett plazma AOPP koncentraciokat mértiink, ami valoszintlileg az
atherosclerosis progresszidjaval kapcsolatos. Sulyosbitd szovodmények a tarsuld gyulladas és
az alsé végtagon kialakulé gangréna. 3. Allatkisérletekben cardiopulmonalis bypass soran kutya
modellben a poly (ADP)ribéz polimerdz enzim gatloszereinek (PJ34 és INO-1001) hatasat
tanulmanyoztam, amelyek a szabadgyokok okozta sejtkdrosodast a PARP enzim gatldsaval
védik ki. Hatasukra csokkent a sziv ischaemia-reperfusios ¢és a masodlagos gyulladasos

szervkarosodas (mesenterialis teriilet, bél mucosa) kialakulasanak esélye.
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The majority of cardiovascular diseases (CVD) results from complications of
atherosclerosis and hypertension. Oxidative stress is the unifying mechanism for many
CVD risk factors (diabetes, obesity, cigarette smoking), that additionally supports its
central role in CVD. Oxidative stress is the imbalance between antioxidants and
overproduction of reactive oxygen or nitrogen species. 1. We assessed the antioxidant
capacity in the serum and pericardial fluid of patients undergoing heart surgery for
coronary artery disease or valvular heart disease. The antioxidant capacity in the
pericardial fluid was lower than in the serum but still relatively high. The pericardial
fluid may contribute to the local antioxidant defense of the myocardium No major
differences were seen in serum or pericardial fluid antioxidant capacity between the two
patient groups. In the overall patient population uric acid and albumin were significantly
lower in the pericardial fluid of female than of male patients. 2. An oxidative stress
biomarker, referred to as advanced oxidation protein products (AOPP) reference values
were measured in plasma samples from healthy volunteers. We describe in detail an
automated version of the originally published microplate-based technique. We measured
AOPP concentrations in many cardiovascular diseases for assessing and monitoring
oxidative stress. Our experiences appear to demonstrate that this technique is especially
suitable for monitoring oxidative stress in critically ill patients (sepsis, reperfusion
injury, heart failure). In the acute phase of acute coronary syndrome oxidative stress is
not apparent, except in patients with diabetes mellitus, chronic renal disease or cardiac
decompensation. Plasma AOPP concentrations were high — presumably due to
progressed atherosclerosis — in patients undergoing surgery for various peripheral
diseases. Complications such as inflammation or gangrene further enhanced AOPP
concentrations. 3. We investigated the effects of poly (ADP)ribose polimerase enzyme
inhibitors (PJ34 and INO-1001) in experimental canine model of cardiopulmonary
bypass. PARP inhibition prevented cardiopulmonary bypass-induced heart and tissue

damage and mesenteric endothelial dysfunction.
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