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Bencsik Péter, Gorbe Anik6, Kupai Krisztina, Giricz Zoltan, Csont Tamas, Ferdinandy
Péter
SZTE AOK Biokémiai Intézet Kardiovaszkuldris Kutatécsoport

A peroxinitrit matrix metalloproteinazokat (MMP) aktival6é szerepe az iszkémias késoi
prekondicionalas kialakulasaban patkanyszivben

Role of peroxynitrite - matrix metalloproteinase (MMP) signalling in ischemic late preconditioning in
rats

Experimentalis kardioldgia (9)
ischemic late preconditioning, peroxynitrite, matrix metalloproteinase
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Kutatécsoportunk a peroxinitrit dltal torténé matrix metalloproteindz aktivalédas szerepét vizsgalta
az iszkémias prekondicionalas (PC) késGi fazisanak kialakuldsaban koronaria lekotéssel létrehozott
in vivo patkanymodellben. A PC-t 5 egymast kévetd ciklusban 4 perc iszkémia - 4 perc reperfuzié
valtakozasaval hoztuk létre. 24 éraval késGbb az allatok szivét 30 perces iszkémianak, majd ezt
koveté 3 dras reperfluzionak tettiik ki az infarktusos terililet meghatarozasanak céljabol. Kilon
kisérletsorozatban a sziveket 24 oraval a PC protokoll elvégzése utan izolaltuk, majd bel6lak
biokémiai méréseket végeztiink. Kontrollként aloperalt allatokat hasznaltunk. Kimutattuk, hogy a
késGi PC altal jelentés mértékben csokkent az elhalt terlilet mérete (46 * 3%-rdl 21 + 2%-ra),
valamint szignifikdns mértékben megnovekedett az indukalhatd nitrogén-monoxid-(NO)-szintaz és
csokkent a szuperoxid-dizmutaz enzimek aktivitdsa az aloperalt csoporthoz viszonyitva. A késG6i PC
hatdsara a szivizomban jelent6sen emelkedett a szuperoxid-anion koncentracié, azonban a sziv
bazalis NO szintje nem valtozott szamottevéen. Vizsgaltuk a szérum valamint a szivizom
peroxinitrit szintjét, mely mindkét esetben jelentds csokkenést (18,4 + 3.7 ng/ml-rél 12,5 = 1,7
ng/ml-re a szérum és 3,2 £ 0,4 ng/mg feh.-rél 2,1 + 0,2 ng/mg feh.-re a szivizom esetében)
mutatott a prekondicionalt csoportban. Zimografidval vizsgaltuk a kardidlis MMP-k (MMP-2, MMP-9)
aktivitasait, melyeket a peroxinitrit célmolekulainak tekinthetiink, mivel képes az MMP-ket non-
enzimatikus modon aktivalni. Az MMP-2 és az MMP-9 aktivitdsaban is jelentés csokkenést
figyelhettlink meg a prekondicionalt csoportban az aloperalt allatokhoz viszonyitva. Eredményeink
alapjan feltételezhet6, hogy az indukalhaté NO szintdz fontos szerepet jatszik a késéi PC
kialakuldsdban, bar ugy tlnik NO helyett szuperoxidot termel a jelenség soran. A peroxinitrit
csokkent miokardidlis valamint szérum szintje hozzajarulhat a kardidlis MMP-k aktivitdsdnak
csOkkenéséhez, amely a szivizom védelmét szolgalhatja a késdi PC kialakulasa soran.

We have investigated the role of peroxynitrite-MMP signalling in the development of late
preconditioning (PC) induced by coronary occlusions in rats in vivo. PC was performed by 5
consecutive cycles of 4-min ischemia and 4-min reperfusion. Twenty four hours later, hearts were
subjected to 30 min ischemia followed by 180 min reperfusion to measure infarct size. In separate
experiments, hearts were isolated for measuring biochemical parameters 24 hours after the PC
protocol; sham-operated rats served as controls. We have shown that late PC decreased infarct
size significantly (from 46.0 £ 3.0% to 21.0 £ 2.0 % of area at risk), increased cardiac inducible
NO synthase and decreased superoxide dismutase activities significantly as compared to the sham-
operated group. Late PC increased cardiac superoxide level sginificantly, however, it did not change
basal cardiac NO level. Serum and cardiac peroxynitrite levels were significantly decreased (from
18.4 £ 3.7 ng/ml to 12.5 £ 1.7 ng/ml and from 3.15 £ 0.42 ng/mg protein to 2.10 £ 0.23 ng/mg
protein, respectively). We have also determined the activities of the cardiac matrix
metalloproteinases (MMPs; MMP-2 and MMP-9), downstream targets of peroxynitrite, by
zymography. Both MMP2 and MMP-9 activities were decreased in the late PC group compared to
the sham-operated one. Our results suggest, that inducible nitric oxide synthase plays an
important role in the development of late preconditioning, however, it seems to produce
superoxide rather than NO. Decreased serum and cardiac levels of peroxynitrite may contribute to
the decreased activities of cardiac MMPs, which may lead to cardiac protection during ischemic late
PC.
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Cserepes Barbara, Jancs6 Gabor, Racz Boglarka, Ferencz Sandor, Bertok Szabolcs,
Horvath Szabolcs, Kiirthy Maria, Lantos Janos, Réth Erzsébet
PTE, AOK Sebészeti Oktato és Kutato Intézet

Az iszkémias posztkondicionalas és az urocortin kezelés kardioprotektiv hatasanak
osszehasonlit6é vizsgalata szivizomsejt-tenyészeten

Comparing cardioprotective effects of ischemic postconditioning with urocortin treatment in
different ischemia-reperfusion injury protocols on cultured cardiac myocytes

Experimentalis kardioldgia (9)
ischemia-reperfusion, postconditioning, urocortin
El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Az miokardium iszkémias-reperfuzios (I/R) karosodasok elleni védelmében szerepet jatszé endogén
adaptacidos mechanizmusok kodzil ma az iszkémids posztkondicionalas a legintenzivebben vizsgalt
folyamat. A posztkondicionalds (PS) soran tartésan fennallé iszkémiat kovetéen a reperfuzids
periddus kezdetén alkalmazva rovid intermittald hipoxias stimulusokat megfelelé védelemi reakciod
indul el a szivizomszOvetben.A legUjabb kutatdsok szerint a sziv- és érrendszerben termel6dd
urocortinnak jelentGs kardioprotektiv hatdsa van. Munkank célja az iszkémias PS és az urocortin
kezelés hatasdnak vizsgalata volt izolalt szivizomsejteken két kilonbéz8 I/R karosodasokat
modellez6 kisérleti protokollban. Ujszll6tt patkany kamrai szivizomzatabdl izolalt sejteket kétféle
protokoll szerint kezeltlink. Az ,A- protokoll csoportjai: A/1 csoport sejtjeit normal tapoldatban
tartottuk. Az iszkémias csoportban (A/2 csop.) 30 percig iszkémias pufferben inkubaltuk a sejteket,
melyet 2 6ras reperflzid kovetett normal sejtmédiumban. Az A/3 csoportban a 30 perces iszkémiat
kovetben a reperfuzio elején 10 perces iszkémids ingerrel posztkondicionaltuk a szivizomsejteket.
Az A/4 csoportban a 30 perces iszkémiat 10 perces urocortin kezelés kovette, ezek utan 2 oéra
reperfuzids peridodus kévetkezett. A ,B- protokoll csoportjai az ,A- kisérleti sorozat szerint kezeltik,
azzal a kllénbséggel, hogy a kezdeti iszkémias periédus 60 percig tartott. A kialakult sejtvédé
hatdas mértékét LDH kibocsatas, vital festés, és apoptdzis/nekrdzis meghatdrozasanak segitségével
hataroztuk meg. Eredményeink szerint a szivizomsejtek altali LDH kibocsatas mértéke, a tripan
kékkel festédott halott sejtek szdma és az apoptotizalt, nekrotizalt sejtek aranya csokkent mindkét
kisérleti sorozatban az iszkémids PS és az urocortinnal torténd kezelést kdvetéen. Tovabba az
urocortin kezelés 60 perces hipoxias stresszt kovetéen hatékonyabb miokardialis sejtvédelmet idéz
el6, mint az iszkémids PS, ezaltal felvetve a farmakoldgiai posztkondicionalds lehetéségét. OTKA K-
67731, OTKA T-048851, ETT 168/2006.

Ischemia-reperfusion (I/R) injury and its treatment are now topics of very intense investigation.
Reperfusion is necessary for salvage of myocardium from infarction, however reperfusion itself
causes numerous of events that extend infarct size and other manifestations of injury that
observed during equivalent periods of ischemia alone. Postconditioning (PS) is a powerful adaptive
response of the cells, whereby short ischemic episodes at the onset of reperfusion increase the
tolerance against reperfusion stress. Urocortin, member of CRF peptides, affords protection against
I/R injury. The aim of this study was to compare the cell protective effect of urocortin and ischemic
PS on cultured cardiomyocytes in two different I/R protocols. Isolated neonatal rat ventricular
myocytes were divided into protocol A and B. Protocol A: in group A/1 cardiac myocytes were
incubated in normal cell culture medium. In ischemic group (group A/2), cells underwent 30
minutes ischemia and 2 hours recovery in normal medium. In group A/3 cardiac cells were exposed
to 30 min ischemia followed by ischemic PS before 2 hours recovery period in normal culture
medium. In group A/4 cardiomyocytes were treated with urocortin for 10 min after 30 min
ischemia which was followed by 2 hours reperfusion. In Protocol B similar groups were established,
the only difference was the longer, 60 min initial ischemic period. For detecting the cellular injury
LDH release, cell viability and ratio of apoptosis/necrosis were examined. Our results show, that
LDH content of culture medium, number of trypan blue stained dead cells and the rate of
apoptotised and necrotised cells was decreased in both ischemic PS and urocortin treated groups
compared with ischemic group. Furthermore, cell protective effect was more expressed in urocortin
treated group after 60 min ischemia suggested that urocortin might be also used as a
pharmacological PS agent after a prolonged hipoxic stimulus against ischemic cell injury. OTKA K-
67731, OTKA T-048851, ETT 168/2006.
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58. ifj.
Fekete Veronika, Csonka Csaba, Kupai Krisztina, Csont Tamas, Ferdinandy Péter
SZTE AOK Biokémiai Intézet

A prekondicionalas elvész hiperlipidémiaban: a nitrozativ stressz szerepe

Preconditioning is lost in hyperlipidemia: role of nitrosative stress

Experimentalis kardioldgia (9)

peroxynitrite, hyperlipidemia, preconditioning

ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

A peroxinitrit (ONOO-) altal indukalt nitrozativ stressz trigger szerepe a patkany szivizom iszkémias

stresszadaptacidjaban joél ismert. Kisérleteink célja a nitrozativ stressz prekondicionalds
mechanizmusaban jatszott szerepének vizsgalata volt kisérletes hiperlipidémiaban. Ennek
vizsgdlatahoz patkanyokat 12 héten at 2% koleszterinnel dusitott tdppal etettink. A sziveket
prekondicionalasi protokollnak vetettiik ald (3 ciklus iszkémia/reperfuziod, ill. exogén peroxinitrit
perfuzidja (3 microM végkoncentracidban) 5 percen at), melyet 30 perc teszt-iszkémia és 120 perc
reperfuzié kovetett. A normokoleszterinémias csoportban mind az iszkémiaval, mind a ONOO-
infGzidval torténd prekondicionalas lecsbkkentette az infarktus méretét (45+3,8%-rdl 5,7+2,0% ill.
13,1+4,1%-ra). A ONOO-infUzi6 nem hozott |étre prekondiciondlast a hiperkoleszterinémias
csoportban (infarktusméret: 33,3+3,8%). Annak vizsgdlatara, hogy az endogén ONOO-
termelGdésnek milyen szerepe van a prekondicionalas létrejottében, megmértik a ONOO-marker
nitrotirozin mennyiségét a prekondicionaldas soran. Azt tapasztaltuk, hogy az elsé
iszkémia/reperfluzidos periddus utan megemelkedett a nitrotirozin termelédése, mely a 3.
iszkémia/reperflzié utan lecsokkent. Ez a megemelkedett ONOO-termelédés nem figyelhet6 meg a
hiperlipidémias allatok szivében. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a
nitrozativ stressz fontos szerepet jatszik a prekondicionalas létrejéttében. Ez a mechanizmus sérl
koleszterin diétaval létrehozott hiperlipidémiaban.

Peroxynitrite (ONOO-)-induced nitrosative stress has been shown to trigger ischemic stress
adaptation of the rat myocardium. The aim of this study was to investigate the role of nitrosative
stress in the mechanism of preconditioning in experimental hyperlipidemia. Therefore, rats were
fed with 2% cholesterol-enriched diet for 12 weeks. Hearts were than subjected to a
preconditioning protocol (3 intermittent periods of global ischemia/reperfusion or exogenous
peroxynitrite infusion (final 3 microM) of 5 min duration each) followed by a 30 min test ischemia
and 120 min of reperfusion. In the normocholesterolemic group preceding preconditioning induced
either by global ischemia or ONOO- infusion decreased infarct size from 45+3.8% to 5.7+£2.0% and
13.1+4.1%, respectively. ONOO- infusion did not induce preconditioning in the cholesterol-fed
group (infarct size: 33.3%+3.8%). To investigate the role of endogenously formed ONOO- we
measured the ONOO- marker nitrotyrosine content during preconditioning and observed that the
1st period of ischemia/reperfusion increased nitrotyrosine formation, which was attenuated after
the 3rd period of ischemia/reperfusion. This increased formation of nitrotyrosine was not observed
in hyperlipidemic rats. We conclude that nitrosative stress plays an important role in the triggering
mechanism of preconditioning. This mechanism is deteriorated in cholesterol-diet induced
hyperlipidemia.
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Jancso Gabor, Sinay Laszl6o, Horvath Szabolcs, Kiirthy Maria, Szabé Aliz, Kovacs
Krisztina, Ré&th Erzsébet , i

PTE AOK Sebészeti Oktato és Kutato Intézet, PTE AOK Sebészeti Tanszék, PTE AOK Biokémiai és
Orvosi Kémiai Intézet

Iszkémias posztkondicionalas protektiv hatasainak vizsgalata hasi aorta miitétet kéveto
reperflziés karosodasokban

Monitoring the protective effect of ischaemic postconditioning in the reperfusion injury following
aorto-bifemoral bypass surgery

Ischaemias szivbetegség, intervencionalis kardioldgia (1)

El6adas (10 perc + 5 perc vita)

BEVEZETES: Kisérletes és klinikai modelleken igazolt, hogy a hosszabb iszkémiat kdovetd korai
reperfuzidban intermittald iszkémias epizddokkal végzett posztkondicionalas (PS) csOkkenti a
reperfuzids karosodas sejtszintli (oxidativ stressz, apoptozis, nekrozis) és szisztémas (leukocita
aktivacié) hatasait a miokardiumban. CELKITUZESEK: Vizsgalataink célja volt, hogy allatkisérletes
modellen tanulméanyozzuk a PS hatékonysagat periférids szoveteken, infrarendlis hasi aorta
elzarasat kovetl iszkémids-reperflziés karosodasok cstkkentésében. ANYAG ES MODSZER:
Prospektiv randomizalt vizsgalatunkat altatott Whistar patkanyokon végeztik (16). A hasi aortat
izolaltuk, majd a veseartériak eredése alatt leszoritottuk 1 6rara. A reperflzié korai szakaban teljes
leszoritasokkal, és felengedéssel 4x15s-0s PS tortént. A kontroll csoportban csak leszoritast (10)
végeztink PS nélkul. Vérmintakat a véna cava inferiorbdl vettiink az iszkémia el6tt, és a
reperfuziot kévetéen 5, 10, 15, 30, 60, és 120 percet kovetéen. Szovetmintat a musc. quadriceps
fem-bdl vettlink a rep végén (120 min). Meghataroztuk a serum peroxid szintet, a szérum TNF-alfa
Akt-1 és az extracellularis szignal regulalt kinaz (ERK V) aktivitasat néztiik a szévetmintakban
Western blot analizis segitségével. EREDMENYEK: A PS csoportokban a plazma peroxidaz szintje a
korai reperfuziéban (5-30 min) szignifikdsan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban. A PS
csokkentette a szérum TNF-alfa szintet, MPO aktivitast és a fehérvérsejtek indukalt szabadgyok
termelését. A postkondicionalas szignifikansan névelte mind az Akt-1, mind az ERK 2 aktivacidjat.
OSSZEFOGLALAS: Hatékonysagat és klinikai alkalmazhatdsdgat tekintve a PS alkalmas
lehet6ségnek mutatkozik a sejt és szOveti szintl reperflziés karosodasok csokkentésére. OTKA K-
67731, OTKA T-048851; OTKA T-060227, és ETT 168/2006 tdmogatasaval.

INTRODUCTION: Ischaemic postconditioning (PS)was first described by Vinten-Johansen and co. as
a very potent and simple method for reducing the reperfusion injury in an experimental cardiac
model. OBJECTIVE: We studied the protective effects of PS on ischemia-reperfusion injury of the
lower extremities in a rat model of abdominal aortic intervention. We aimed to examine the evoked
oxidative stress, cytokine expression and leukocyte activation after revascularisation surgery.
METHODS: Anesthetized animals (48 Whistar rats) underwent a 60 min infrarenal aorta cross-
clamping. After the ischaemic period, an intermittent 4 times 15 sec reperfusion - 15 sec ischaemic
episodes- were applied (ischaemic postconditioning: group PS). Then we started a 120 min
reperfusion in the aorta. In untreated group animals underwent a long ischaemia (60 min) and the
following reperfusion (group IR). Peripherial blood samples were collected before operation, and in
early (5; 10; 15; 30; 60 and 120 min) reperfusion periods. Serum peroxide level, TNF-alpha
concentration, myeloperoxidase (MPO) activity and PMA-induced leukocyte ROS production were
measured. Tissue samples were taken from femoral quadriceps muscle on the end of reperfusion.
Akt-1 and ERK1/2 were analysed in tissue samples with Western blot. RESULTS: In PS group,
plasma peroxide level elevation was significantly lower in very early reperfusion (5-30 min)
comparing to non-conditioned IR group. PS also reduced serum TNF-alpha concentration, MPO
activity and leukocyte activation detected by PMA-induced leukocyte ROS production. PS increased
both Akt-1 and ERK1/2 activation. CONCLUSIONS: PS could reduce ROI production after IR in early
reperfusion period, thus limiting ROI mediated tissue lesion, cytokine-leukocyte activation, and
inflammatory responses. PS seems to be an effective tool in vascular surgery to reduce reperfusion
injuries after revascularization interventions. Supported by OTKA K67731, K48851, K60227.
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Jancso Gabor, Sinay Laszl6o, Horvath Szabolcs, Kiirthy Maria, Szabé Aliz, Kovacs
Krisztina, Ré&th Erzsébet , ]
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during the early phase of the occlusion but decreased superoxide production (26.45 £ 4.26 cp
37.54 = 1.63 in controls) following reperfusion. These results indicate that a reduction in
endogenous PN formation following exogenous PN administration is due to the decreased
superoxide production rater than to the modification of NO formation, and this effect might explain
the marked antiarrhythmic protection. This work was supported by OTKA (T-046243).
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A peroxinitrit intracoronarias infuziéja csokkenti az ischaemia és reperfzié okozta
szuperoxid termelddést altatott kutya modellben

Adminstration peroxynitrite reduces the ischaemia and reperfusion-induced generation of
superoxide in anaesthetised dogs

Experimentalis kardioldgia (9)

arrhythmias, peroxynitrite, superoxide

ifj. ElGadas (10 perc + 5 perc vita)

Korabbi kisérleteink bizonyitottak, hogy altatott kutyaban a peroxinitrit (PN) 100nM koncentracidju
intracoronarias inflzidja jelentés mértékben csdkkentette az ischaemia és reperflzid soran
megjelené kamrai arrhythmidkat és a nitrogén oxid (NO) valamint a szuperoxid kapcsoldédasabdl
keletkez6 endogén PN mennyiségét. Jelen munkankban azt vizsgaltuk, hogy ez a cstkkent endogén
PN képzOdés vajon az NO vagy a szuperoxid termel6dés mérséklédésének tulajdonithatd. Kloraldz-
uretan keverékével altatott, mellkasnyitott kutyakban fiziolégids séoldatot (kontroll csoport) vagy
percen keresztll, 5 perccel a bal koszoruér artéria descendens anterior aganak (LAD) 25 perces
lefogasat megel6z6en, majd az eret hirtelen felengedve a szivizmot reperfundaltuk. Az okklazié
alatt a sinus coronariusbdl vér gy(ijtottiink, amelybdl a plazma nitrat/nitrit (NOx) szintet mértik. A
reperflziot kovetéen vett szivszoveti mintakbol, a PN képz6dés markerének szamitd nitrotirozint
(NT) Western blottal, a szuperoxid termelédés mértékét hisztokémiai modszerrel (konfokalis
mikroszkdép) hatdroztuk meg. A kontroll csoporthoz képest a PN kezelés szignifikdnsan
csOkkentette az okklizié soran megjelend kamrai extrszisztolék (388 + 88 vs. 133 *+ 44) és kamrai
tachycardias epizéodok szamat (9,8 + 2,7 vs. 3,3 * 1,4), valamint a kamra fibrillacié gyakorisagat
(50% vs. 10%). Ugyancsak szignifikansan csokkent a reperfuziot koveté NT képzOdés. A PN infuzié
hatdsara kilonésen az okkluzié elsé szakaszdban emelkedett a plazma NOx szintje, mig a
reperfuzié kezdetén mért szuperoxid termel6dés jelentésen mérséklédott (26,45 + 4,26 PN vs.
37,54 #1,63 kontroll). Eredményeink arra utalnak, hogy az exogén PN hatadsara bekovetkezd
endogén PN képz6dés csbkenése, inkdbb a szuperoxid termelédés mérsékl6dés, mint az
okkluzio/reperfuzido soran a NO szintben torténd jelentds valtozas eredménye, és ezen jelenség
Osszefliggésbe hozhatd a markans antiarrhythmias hatassal. Munkankat az OTKA (T-0462439)
tamogatta.

We have experimental evidence that in anaesthetised dogs intracoronary infusion of peroxynitrite
(PN) markedly reduces ischaemia and reperfusion-induced (I/R) ventricular arrhythmias and
decreases the generation of endogenous PN. The objective of the present study was to examine
whether this attenuation in PN formation is due to reduced nitric oxide (NO) or superoxide
production following PN administration. In anaesthetised (mixture of chloralose and urethane) and
thoracotomised dogs either saline (control) or 100 nM PN were given in intracoronary infusion two
times for 5 min, 5 min prior to a 25 min occlusion and then reperfusion of the left anterior
descending (LAD) coronary artery. Blood samples from the coronary sinus were taken at various
time intervals during the occlusion period whereas tissue samples from the ischaemic area were
excised immediately after reperfusion in order to determine plasma nitrate/nitrite (NOx) levels,
nitrotyrosine (NT), a marker of peroxynitrite formation (Western blot), and superoxide production
(confocal laser microscopy). Compared to the controls PN significantly reduced the numbers of
ventricular premature beats (388 + 88 cp 133 £ 44) and episodes of ventricular tachycardia (9.8 =
2.7 cp 3.3 £ 1.4), the incidence of ventricular fibrillation (50% cp 10%) during occlusion, and
reduced NT formation following reperfusion. Infusion of PN increased plasma NOx levels especially
during the early phase of the occlusion but decreased superoxide production (26.45 £ 4.26 cp
37.54 = 1.63 in controls) following reperfusion. These results indicate that a reduction in
endogenous PN formation following exogenous PN administration is due to the decreased
superoxide production rater than to the modification of NO formation, and this effect might explain
the marked antiarrhythmic protection. This work was supported by OTKA (T-046243).
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A posztkondicionalas hatasa a jelatviteli Gtvonalak aktivitasara kiillonb6z6 szovetekben
hasi aorta miitétet kdveto reperfiizioé soran

Effect of post-conditioning on the activation state of signalling pathways in different tissues during
reperfusion after abdominal operation

Experimentalis kardioldgia (9)

postconditioning, tissue protection, intracellular signalling pathways

ifj. El6adas (10 perc + 5 perc vita)

Az elmult idészak intenziven kutatott teriilete az ischemids posztkondicionalds, amely soran a
hosszabb ischaemiat kovetd reperfuzidt intermittald ischaemias szakaszokkal vezetjlik be. Szamos
tanulmany és kisérleti adat ismert, hogy a szivizom ischaemia-reperfizios karosodasat a
posztkondicionalas jelentés mértékben csbkkenti. A hasi aortat altatdsban végzett mitét soran
leszoritottuk a veseartéridk eredése alatt 1 dérara, majd a reperfizié elején 4 x 15 s-os aorta
leszoritasokkal és felengedéssel posztkondicionalast végeztiink, melyet 120 perces reperfuzid
kovetett (n=6). Kontrollként részben egészséges, kezelés nélkilli allatokat hasznaltunk (n=3),
illetve posztkondicionalds nélkll szoritottuk le az aortat 1 o6rara, amit ugyancsak 120 perces
reperfuzid kovetett (n=6). Az allatokbdl a szivet a majat, a tid6t és vesét a kisérletet kovetben
azonnal -180°C-on lefagyasztottuk, és a biokémiai mérések végzéséig -80°C-on taroltuk.
Méréseink valamennyi szévetmintabdl magukban foglaltak a lipid peroxidacié és fehérjeoxidacio
meghatarozasat, valamint Western blot analizis segitségével a jelatviteli utak kozlil a PI3-
kindz/Akt, ERK1/2, p38-MAPK, INK, valamint az apoptotikus Utvonalak aktivalédasanak vizsgalatat.
Kimutattuk, hogy a kllonb6z6 szervekben a posztkondiciondlds jelentésen csokkenti a reperfuzié
alatt az oxidativ karosodasok mértékét, melyet mind a lipid peroxidacié, mind a fehérje oxidacid
aktivitasdnak csokkenése jelzett. A jelatviteli utvonalak koézll a posztkondicionalds szignifikdnsan
névelte mind az Akt-1, mind az ERK %2 védelmi Ut aktivaciéjat. Kisérleti eredményeink
hozzajarulhatnak a reperfuziés karosoddsok pontosabb megértéséhez, melynek révén ujabb
terdpias lehet6ségek nyilhatnak meg a reperfuzidés karosodasok szelektivebb csokkentésére. OTKA
K-67731, OTKA T-048851,ETT 168/2006

Ischemic post-conditioning became one of the most investigated methods, in which reperfusion
following a longer ischemic period is repeatedly mechanically interrupted for short periods of time.
Several studies and experimental data show that post-conditioning protects the myocardium from
ischemia-reperfusion injury. After infrarenal strangulation of the aorta of Wistar rats, the
application of post-conditioning was used, and oxidative damage (lipid peroxidation and protein
oxidation) and different signal transduction pathways were assessed from heart, liver, lung and
kidney of the animals. Abdominal aorta of anesthetized animals was strangulated below the kidney
arteries for 1 hour, and at the beginning of a 120min reperfusion period, 4 times repeated
intermittent 15s transient ischemia was applied to achieve post-conditioning (n=6). Healthy,
untreated animals (n=3) were used as negative controls and animals with 1 hour ischemia and 120
min reperfusion without post-conditioning were used as positive controls (n=6). At the end of the
experiment, heart, liver, lung and kidneys of the animals were freeze clamped at -180°C, and
stored at -80°C until the biochemical processing. From all tissues, we determined lipid peroxidation
(TBARS content) and protein oxidation as well as activation of PI3-kinase/Akt, ERK1/2, p38-MAPK,
JNK and induction of apoptosis by using Western Blot technique. According to our findings, post-
conditioning significantly decreased the oxidative damage demonstrated by reduced lipid
peroxidation and protein oxidation during the reperfusion phase. Furthermore, ischemic post-
conditioning significantly increased phosphorylation state of the cytoprotective Akt and ERK1/2
pathways. These findings further our understanding of reperfusion injury, and may provide new
therapeutic approach for selectively decreasing reperfusion injury. OTKA K-67731, OTKA T-
048851,ETT 168/2006



