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Preparatumok



Enzimatikus sejt izolalas

 Perflziés modszer

Langendorff berendezés — koronaria aramlas
Egész sziv vagy nagyobb szegmens

Az izolalt sejtek jobb min6sége

e ,Chunk (darabka)” modszer

A sziv (vagy szivminta) kisebb darabokra vagva
Kisméretd (pl. huméan) mintakkal is hasznalhato

Tobb frakcio (pl. endo-, midmio-, epikardialis)



Sejt izolalas Langendorff rendszerrel

aortic cannula

right coronary left coronary
artery artery

right ventricle left ventricle

Termosztat +
perfuziés pumpa
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1 Ca? (1 mM) tartalmu oldat
2 Ca?*-mentes perfuzios oldat

3 Kotdszovetet bontd enzim (kollagenaz,
proteaz, hialuronidaz) tartalmu oldat
+ Mechanikai szeparalas




Multicellularis mérések

Gyakran hasznalt multicellularis preparatumok: - izolalt Purkinje rostok
- sziv szeletek
- pitvari/lkamrai mintak, stb.



Langendorff rendszer (allandé nyomas)

Szabalyozott paraméterek

?““M Gerjesztéfényintenzitas
Bal kamrai nyomas (ballon)

T6It6 nyomas™
Hoémérséklet

Kivélasztott felszini régio
Oxigén szint

Mért/szamitott paraméterek
Optikai jelek
Bal kamrai nyomas
To1td nyomas™
Hoémérséklet
EKG
Szivfrekvencia
Optikai arany
dP/dt stb.




Mikroelektrod merések 1.
Hattér



Intracellularis mikroelektrod technika

Ohm toérvény: I=U/R=U-G ,current clamp”

G: vezetés = 1/R

Egy ioncsatorna elektromos modellje

il

C apatltame Conductance




,Két elektrod” voltage clamp modszer

Two microelectrode voltage clamp

/ test potential

voltage command

holding potential
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The macroscopic sodium current




Microelectrodes

Why
Measure potential difference across cell membrane

Requirements
— Small enough to be placed into cell Intracellular

— Strong enough to penetrate cell membrane | Extracellular

— Typical tip diameter: 0.05 — 10 microns
Types
— Solid metal -> Tungsten microelectrodes
— Supported metal (metal contained within/outside glass needle)
— Glass micropipette -> with Ag-AgCl electrode metal




Intracellularis mikroelektréd technika

Micropipette Electrode with Resistance R,

MEASURING
CIRCUIT

m
Membrane Resistance

L LT

Bath Electrode

EQUIVALENT CIRCUIT
R,

Restine
Potential

Re ~ 10 - 40 MOhm Re << Rm
R, ~ 1012 Ohm




Mikroelektrod készitése

VERTICAL PIPETTE PULLER

MoDIL 720

DAVID KOPF INSTRUMENTS.
TUIUNGA, CALIFORNIA US)

pipette heating
carrier filament

~glass tubing




Mikroelektrod merések 2.

Akci0s potencialok meghatarozasa konvencionalis
(éles) mikroelektrodokkal



Merdrendszer akcios potencial méeréesekhez

v erosité

Szervfurdd

a: stimulalé elektrod
b: mikroelektrod
r: referencia elektréd

P: multicellularis preparatum

omV -

50 mV

100 ms




Az akcios potencial morfoldgiajanak regionalis variabilitasa
szivsejtekben
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A sziv AP-k morfoldgiai eltéréseinek “magyarazata”
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A regisztralt AP-kbdl meghatarozott legfontosabb paraméterek

—
————————————————— 0 mV
20 mV
APA 100 ms
Yol | N ———— e
< APDg S
Tipikus mérési APDg,
tokoll : :
SIRELE Pre-incubation drug Wash-out

| |
60 min T 20-60 min !|! 60 min T



Mikroelektrod merések 3.

Transzmembran 1onaramok meghatarozasa ,,patch
clamp” modszerrel



Egy ioncsatorna funkcionalis szerkezete

1 — csatorna domének

(tipikusan csatornanként 4 db)

2 — kulso vesztibula

3 —,,szelektivitas sziliro”
4 — a ,szelektivitas szrd”

atmérdje
5 — foszforilacios hely
6 — sejtmembran

Egy tipikus csatorna porus a legszikebb pontjan csak egy-két
atomnyi széles és szelektiv a ra specifikus ionra (Na*, H*, K*).

Ugyanakkor jonéhany ioncsatorna kevéssé szelektiv és egynél
tobb — azonos eldjelli toltéssel rendelkezb — ion szamara is
permeabilis lehet (azaz kation- vagy anion-szelektiv)


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2f/Ion_channel.png

A “patch clamp” technika alapelve

Electrode _
Pipette

lon Channel

Cell
Membrane f

Szikseéges hozza
Pipetta + elektréd
Specialis pipettaoldat
,Gigaseal’ (R > 1GOhm)

Fesziiltségparancs
Aramméré elektronika



A “patch clamp” méresek lepései

(1) Szivjunk be egy
kis membran
darabot a
mikropipetta
hegyének belsejébe
(atméré ~ 1 um)

(2) “Gigaohm-seal”

R > 1 GOhm

i

nyitott

(3) Kapcsoljuk a
kivant potencialra
az elektréda
belsejét és
tartsuk konstans
értéken a voltage
clamp modszert
hasznalva.

(3) Kapcsoljuk a
kivant potenciélra
az elektréoda
belsejét és
tartsuk konstans
értéken a voltage
clamp médszert
hasznélva.

(3) Kapcsoljuk a
kivant potencialra
az elektréda
belsejét és
tartsuk konstans
értéken a voltage
clamp moédszert
hasznélva.




Leggyakrabban hasznalt patch clamp konfiguraciok

Cell-Attached

Vizsgalhatd: Egyetlen csatorna arama
Egy csatornatipus, vagy
csatornacsoport arama
Specialis pipettaoldat — IC ionmilié
maodositasa

A

Egészsejtes
perforalt

'll

Inside-
out patch

outside-
out patch




A ,whole cell” konfiguracié elektromos modellje

i|‘r:i|l'|+ic::

T=Cm. RHRL[ Rs+ Re }




A merdrendszer semaja

Intracellularis

oldat Patch-clamp erésitd
Mikropipetta

Extracellularis
oldat

10 ms ... 5000 ms

-20mV ... +50 mVJ
-40 mV




“Single channel” aram és meghatarozasa

1. Egyetlen csatorna vagy nyitott ,vagy zart
allapotban van.

2. A csatorna nyitott allapota rovid ideig tart a
makroszkopikus aramhoz viszonyitva.

. A nyitott allapot idétartama és latenciaja
nagyon valtozo. El6fordul, hogy egy
csatorna egyaltalan nem nyilik ki.

Glaspipette . )
pip 3

"Gigaseal' ; e e e .
\ /AR 4. Egyetlen csatorna nyitasi valészinliségeloszlas
Zellmembran flggvénye hasonlé a makroszképikus
1Y " aramhoz
5. A csatornak tébbszdr is kinyilhatnak, ha nincs
inaktivacio

100 ms

Lero

e e current

level




Sok feszlltségfuggd Na* csatorna, illetve feszultségfuggob késleltetett K*
csatorna integralt valasza feszulltsegugrasra

Voltage Pulse

Sodium Current

300 felvétel szummaja

Voltage Step

“makroszkdpikus” 4///
natrium ara

Potassium Current

A Na'* csatorna spontan inaktivalodik, a K* csatorna nem




Az atlagos nyitvatartasi id0 meghatarozasa

No. of events = 1000exp(-t/6msec)

Number of events

) | | mean open time .
|

10 12 14 16 18 ED 22 24

Open Time (msec)

A csatorna modulacioja az atlagos nyitvatartasi id6 valtozasaban
nyilvanul meg




,Jnward”, illetve ,outward” egyeniranyitd csatornak vezetési (feszultség-aram)
karakterisztikaja
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Extracellular solution
for K currents (mM)

NaCl 144
NaH,PO, 0.4
KCl 4
MgSO, 0.53
CaCl, 1.8
Glucose 5.5
HEPES 5

+

I, blocker

Tipikus méreési
protocol

A ,whole cell” konfiguracio alapelvei

Patch pipette contains

e gl e
Extracellular solution Intracellular solution

Cell-attached and Whole-cell recording and
inside-out patches outside-out patches

Cell attached Form a gigaseal

Apply strong suction to achieve
Pull whole-cell recording mode

[nsidc-nv Pull
patch
\/*
Outside-out patch

Pre-incubation drug Wash-out

Intracellular solution for
K currents (mM)

K-aspartate 100
KCI 25
K,HPO, 10,
K,EGTAS
K,ATP 3
MgCl, 1
HEPES 10

5-10 min T 3-5 min | 10-15 min

|




Az |-V dsszefliggés meghatarozasa a L- tipust Ca?* csatornakra

I, amplitude (pA)

Potential (mV)



Keét csatornacsoport (Na* & K*), illetve azok kombinaciojanak fesziltség-aram
karakterisztikaja

A K* aram linearis, azaz nincsen fesziltség-inaktivacio

A Na* aram nemlinearis a feszliltség-inaktivacio miatt



Két ioncsatorna tipus aram-fesztltség 6sszefliggése pitvarbol
izolalt sejtekben meghatarozva




Az L-tipusu Ca?* aram “run-down* effektusa
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Automatizalt “patch clamp” méresek alapelvei

A.) Conventional Patch clamping
pressyte

recording

C.) Automated CYTOCENTERING technique

C \‘,IU
« centering
!
4 V' '
) |

saction re<ordeg




Optikal modszerek 1.

(M¢érések fluoreszcens ,tracer’-ekkel)



Metodikal hattér

a. Afluoreszcencia alapelvel

b. ,lon- & feszliltség-fuggd” festékek

c. Fluoreszcens mikroszkdpia



A fluoreszcencia es foszforeszcencia alapelvei

Jablonski Energy Diagram
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Két hasonld szerkezetl ,nonratiometric” Ca?* indikator (Fluo 3 &
Fluo 4) emisszids spektruma

Eluo 3 Ex =488 nm
" Fluo 4

i 308 uM free Ca2+
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Fluoreszcens filter kocka sémaja

Emission

Ocular Filter

Beamsplitter

"""""//Exoitation
- Filter

Light Source

Objective




Fluo 4 fluoreszcencia méreés alapelve
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Fluo-4 festék excitacios (kek mezd) & emisszids (rézsaszin mezd) spektruma. A kivalasztott
excitacios (kék vonal) & emisszios (piros vonal) interferencia szlrék, illetve ,beam splitter”
(dikroikus tukor) (zold vonal) segitségével a mérés jel/zaj viszonya az altalanosan hasznalt
mikroszkop konfiguraciéban torténé fluoreszcencia meéres soran optimalizalhato.
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A Fluo 4 fluoreszcencia relativ intenzitasa a szabad

Ca?* koncentracio fliggvényében

Fluo-4 Fluorescence vs. Free Ca++ Concentration

70000

60000 -
20000 -

40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

0 025 | 05 07 1 12 15 175 2
Free [Ca™ (uM)



Egy ,dual excitation ratiometric” Ca?* indikator (Fura Red) excitacios
és emisszios spektrumai

Fura red
Saturating Ca2*
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A Fura Red festék abszorpcios és emisszids (szaggatott vonal) spektrumai minimalis és
maximalis (szaturalé) Ca?* koncentracional. Az emissziés spektrumok mérése 488 nm

excitacios hullamhosszon tortént.




A feszultsegerzekeny festekek hasznalatanak alapelve

riuorescence
N

Di1-4-ANEPPS

A szivizomsejtek depolarizacioja soran a Di-4-ANEPPS invertalt akciés potencialt general
(a mérés 630-nm alulatereszt6 filterrel tortent).




Sejtfeltoltes

Acetoximetil-észter forma (-AM)
Transz-szarkolemmalis diffizié (zsiroldékony)

Az -AM csoport intracellularis hasitasa (a festék a
sejtben marad)

1-5 uM (oldat) — 100 pM (intracellularis)

Szubcellularis kompartmentek vizsgalatara is alkalmas
(alacsony affinitasu festékvariansok)

Vizoldékony forma (membran impermeabilis)
Direct bejuttatas (patch pipetta, mikroinjekcio, stb.)
Kontrollalt mennyiseg
Kompartmentalizacio (hosszu tavon)

Dextran-konjugalt forma
Nincsen kompartmentalizacié (napokig hasznalhato)
Szintén membran impermeabilis



Acetoximetil-eszter (-AM) formaval torténd sejtfeltoltés elve

Fluo-3M, AM ester

Hon-polar, non-tluorescent

and Ca-insensitive F HG—SM, strongly fluorescent

upon binding calcium




Optikai rendszer sejtszintl fluoreszcemcia meresekremm>
- . B - 2

.“




Optikal modszerek 2.

(Ca?*; vizsgalatok Ca?*-érzekeny festékekkel)



Az intracellularis Ca?* fiziologiai
jelentOsége a szivben

a. Intracellularis Ca2* kompartmentek Metodikai hatter

b. Ca?" mozgasok a szivciklus soran a. Afluoreszcencia alapelvel

I. Excitacios-kontrakcids csatolas b. ,,Ca2+-érzékeny” festékek

ii. Kontrakcio és relaxacio

- ., c. Fluoreszcens mikroszkopia
iii.  ,Ca®* tranziens

c. ,Ca?% signalling”

d. Ca?* koncentracio becslése

Fontosabb intracellularis Ca?* kompartmentek szivizomsejtekben

Citoplazma; miofilamentum régiok; szarkoplazmas retikulum;
mitochondriumok; mag; “restricted space”; Golgi rendszer, stb.



Szivciklus alatti Ca?* mozgasok — Ca?* tranziens

Felszabadulas

Eltavolitas

- 3 sf |
Sarcolemma ATP NC

wtrigger” Ca ~

Visszavétel
Felvétel (?)

Myofilaments

(From Bers, 2002) /

Ca?* tranziens

(Cal

200 ms

Steady state: Bearamlas = Kiaramlas
" Felszabadulas = Visszavétel




Sejtszintli Ca?*; mérés alapelvei

Photon

voltage
converter

‘ Emitted light

Cardiomyocyte
loaded with Ca-

sensitive dye
+

Field stimulation

‘ Excitation

Xenon
arc lamp

Computer

Detected calcium transient




Példa sejten torténé Ca?* mérésre — frekvencia valasz izolalt human kamrai
szivizomsejtben

1 HZ Y2 Hz

1.2 1.2
—ECG Fluorescence —ECG Fluorescence

I B 1

0.8 0.8

0.6 0.6

0.4 0.4

0.2 0.2

0 VT | VY L I N M

118 119 120 121 122 123 124 157 158 159 160 161 162 163

0.2 -0.2



A Ca?* tranziens monitorozasa Indo-1 ,dual emission ratiometric” festékkel

— Ch1(395-415 nm)
— Ch2 (470 - 490 nm)
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A Ca?*-fligg6 fluoreszcens jelek kalibralasa

= Ca’*-mentes korilmények Nonratiometric

min*

. 2+_ s T 7 ’ ) ) i

F... Ca?*telitett korilmények o (F — Fuin)

F: aktualis fluoreszcens jel [CEI ] — T Kd

K4 afestéek disszociacios (F max F )
konstansa

Riin & Ra: Mint fenn

; . Ratiometric
R: a két aktualis fluoreszcens

jeI hényadosa 2+ (R - Rn‘lin)
Ky a festék disszociacios [Ca ] — T h dB
konstansa (_Rma}{ R R )

B: |:free/Fbound (Afree'nél)



7

A minimalis és maximalis Ca?*-fliggd fluoreszcens jelek becslése ,in situ
kalibracio céljara

Chemicals used® Typical concentrations

EGTA with ionomycin 1-5 mM EGTA
2-10 uM ionomycin

BAPTA with ionomycin 0.5-1 mM BAPTA
2-10 uM ionomycin
BAPTA-AM 5-50 uM

High Ca*" with ionomycin 5-20 mM Ca*"
2-10 uM 1onomycin
High Ca*" with digitonin 5-20 mM Ca*"
10-25 puM digitonin

High Ca** with digitonin, ATP, and Mg=*  5-20 mM Ca*"
10-25 pM digitonin
1 mM ATP
1 mM Mg*"




Optikal modszerek 3.

(AP méresek feszlltseg-erzékeny festekekkel)



Optikai AP térképezés izolalt sziven (AP-mapping)

a) Fényzart mérédoboz; b) CCD kamera nagy (1ms) iddbeli
felbontassal;

c) gerjeszt6 szaloptika; d) modositott

Langendorff perfazios rendszer

Dofetilid (100 nM) hatasa
tengerimalac sziven
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CaT + AP ,mapping” Ca?*-, illetve potencial-szenzitiv festékekkel

I N W N
B L A NN NN
ARNNRNANN
NANNNN

A AR RN
ARNANRNNN
A AN RNNAN
50 ms i} Jk.ﬁ\_’\\kkk

100 ms

Reprezentativ optikai V,, és CaT regisztratumok egér szivkamrakrol



Példa optikai CaT + AP mapping adatok analizisére

Control 30 nMISO

-g

action potential duration

APDS0

Jeoo Ty

— —— Control
20ms 30nM ISO

hoch Tas
100%

calcium Er.l ﬁ;kn!'durslban

— = Control
20MS e 30nM ISO

1

Akcios potencial, illetve Ca2* tranziens térképek idétartam analizise




Szupplementum



Szubcellularis Ca?* mérések ***

Konfokalis mikroszkopia alapelvei
(,laser scanning” vagy ,Nipkow disk”)

I. ,Image scan”

il. ,Line scan”
,Near membrane” mérés

Az SR Ca?* tartalmanak meghatarozasa
I.  Alacsony érzékenysegi festékkel

ii. Koffein pulzussal

Mitochondrialis Ca?* tartalom meghatarozasa



,Laser scanning” konfokalis mikroszk6p semaja

Detectors /

With Apertures

__ — Emission Filters

Secondary Beamsplitter Spatial Filters

For Emission

(Pinholes, Slits)

Primary Beamsplitter
For Excitation/Emission

U : \1) i Laser

Beam Scanner

Objective

Specimen

\ Exmtahon Filters

\ Secondary Beamsplitter
For Excitation




,Line scan” konfokalis mikroszkdpia — Ca?* hullamok kialakulasa
multicellularis preparatumban egyenlétlen EC-csatolas (BDM kezelés)
kovetkeztében

1 mmeol/L
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Fluorescence

filter cube\

,2Spinning disk” konfokalis mikroszkop mikodeési elve

Field Aperture
diaphragm diaphragm

Relay optics

Nipkow disk

Relay optics

Objective

Specimen

ll;lotattlion
rection
(s Nipkow Disk

Pinhole Archimedean Spiral

Arc lamp

Confocal section

Nipkow / Petran Disk
Architecture

Figure 2

Zeiss: Introduction to spinning disk confocal microscopy

Spinning Disk Confocal Microscope Designs

Light Light Source
Output Y Input

Eyepiece

Reflected
Light
from

Specimen

Output Port
to Microscope

Figure 1 Red

Fluorescence
Emission

Camera Port
Adapter

Scanning Unit Housing —
Emission

Filter
Wheels

Camera Port
Adapter

Fluorescence

< — Eyepiece

Beam Stop @@ —Emission Filter

Excitation Light
Filter Source
|

Collector

Nipkow Disk

Quarterwave —{__
Plate " _)— Objective

@ #05—Specimen ()

Adapter

Yokogawa CSU-X1
Spinning Disk
Confocal Scanning Unit

Microlens
and Nipkow

Spinnin
%isks 9

Microscope
Camera Port
Adapter

Dichromatic
Mirror

Emission
.

I
Beam Expander Lasgn;lrlt'lput Light Path

and Collimator

~
Emission

1
Excitation Light Path




,<Imaging’ konfokalis mikroszkdpia — Ca?* hullam kialakulasa




SR/ER Ca?*tartalom monitorozasa alacsony affinitasu festékkel (Fluo-5N)
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Shannon et al.: Circ Res 2003; 93:40-45 Frieden et al.: J Physiol 2002; 540.1:73-84



Koffein tranziens hatasa az intracellularis Ca2?* szintre izolalt human kamrai
szivizomsejtben
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Mitochondrialis Ca?* meghatarozas rhod-2 festékkel
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Ca?* meghatarozas Fura 2 festékkel izolalt intakt szivben

Untreated

Ratio 0
(F3ag/380)

10 min of ischemia

Seki et al.: Circ J 2002; 66:390-396




Klulonleges technikak***
a. ,Invivo” mérések
b. ,Dual photon” gerjesztés
c. Genetikusan kodolt Ca?* indikatorok
d. ,FRET” mérés

e. ,Lifetime” (élettartam) meghatarozasok



Konfokalis mikroszkodp rendszer in vivo Ca?* imaging céljara

Parades et al.: Methods 2008; 46:143-151




Agy felszinen ,in vivo” végzett Ca?* imaging

2MeS ADP #

2MeS ADP #

Parades et al.: Methods 2008; 46:143-151




Membran-kozeli festekekkel feltoltott miofibrillumok és miotubulusok
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Mitochondrialis membranpotencial és intracellularis Ca?* szint egyideji mérése
szivizomsejteken: Oxidativ stressz hatasara kialakulo hiperkontraktira

Piros: TMRE (potencial-érzékeny festék) fluoreszcencia — mitochondrialis depolarizacio
Zold: Fluo-4 (Ca?*-érzékeny festék) fluoreszcencia — intracellularis Ca?* tultelédés

Ruiz-Meana et al.: Basic Res Cardiol 2007; 102:542-552




A ,dual photon” gerjeszteses fluoreszcencia elve
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Genetikusan kodolt fluoreszcens protein (GFP)

Green Fluorescent Protein Expression in Living Cells




Néhany genetikusan kddolt Ca?*-érzékeny fluoreszcens protein
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A FRET (Forster Resonance Energy Transfer) alapelvei

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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FRET mikroszkopia hasznalata molekularis mozgasok analizisére,
illetve az Ca?*; koncentracio mérésére

Biomolecular Fluorescence Resonance Energy Transfer Applications

Conformational e
Changes A m Protein Hydrolysis

Donor Acceptor

Ligand-Receptor
rtersctions Figure 1 Fusion of Lipid Vesicles

FRET in Cameleon Calcium lon Indicators
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Figure 1 FRET




FRET mikroszkopia hasznalata egyetlen ioncsatorna allapotanalizisére
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Rekombinans herpesz-virus klon készitése egy ,cameleon”
expresszalasara primer szivizomseijt kulturaban

Figure 1

Pseudorabies virus (PRV)

rrld rr24 UL ep04

troponeon troponeon

Prorok et al.: Methods 2008; J Biol and Biotechnics



A cameleon expresszidja primer szivizomseijt kultiraban

Day 0 Day 1 Day 3

o

Prorok et al.: Methods 2008; J Biol and Biotechnics




Fluo-4 Ca?* tranziensek primer szivizomsejt kulturaban
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Prorok et al.: Methods 2008; J Biol and Biotechnics
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FRET modszerrel meghatarozott Ca2*-tranziensek

A CITRINE 530nm

CFP 480 nm

Ratio of intensity = Frrine/Ferp

Prorok et al.: Methods 2008; J Biol and Biotechnics



A fluoreszcencia élettartam mikroszkopia alapelvei

Fluorescence Lifetime Measurements
Time Domain Frequency Domain
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Osszegzés (optikai modszerek)

Szamos optikai mdédszer elérhetd az intra- és transzcellularis ionmozgéasok (féleg
a Ca?*, de egyre gyakrabban a Na*;, Mg?*;, H*, stb.), vagy a membranpotencial
valtozasainak kovetésére — izolalt sejtektdl intakt szervekig, illetve in vivo is, az
egyetlen pontban végzett mérésektél a komplex, 3D leképezésig.

lon-, illetve potencial-szenzitiv fluoreszcens festékek széles spektruma elérhetd —
,2honratiometric” vagy ,ratiometric”; magas vagy alacsony érzékenyseégu; UV-t4l
NIR gerjeszthetéséggel.

A genetikusan kddolt (féleg Ca?*-érzékeny) proteinek a sejten belll specifikusan
célozhatok, tovabba specifikus sejtfunkciok vizsgalatara is alkalmazhatok (FRET).

Fluoreszcens mérések torténhetnek a citoplazmaban, sejtorganellumokban, vagy
a membran-kozeli térben

A fluoreszcens mérések egyidejileg kombinalhatok mas optikai vagy nem optikai
meresekkel (akcids potencial, patch clamp, morfolégia, stb.)

Az alkalmazasra kerulé modszer elsGsorban a specifikus céloktol és a hasznalt
allatmodelltdl fugg.



Nehany tovabbi példa sajat meréseinkbol ***

Késbi Na* aram aritmogén hatasainak vizsgalata
Szelektiv NCX gatlas hatasa a sejtek tulélesére szimulalt
Iszkémia/reperfuzioban

Antiaritmias kezelés hatasa tranziens iszkémia/reperfuzio
alatt izolalt sziven

Akcids potencial mapping hasznalata aritmia modellekben



lya. @ktivacio (ATX Il)hatédsa az APD-re, Ca?*, tranziensre és
a sejtrovidulesre izolalt kutya kamrai szivizomsejteken

APDgy, (ms)

N
o
o

[ Control
B ATX-lIl 2nM

o
BN

o
w

o
N

o
-t

Ca?* transient amplitude (AU)
Cell shortening (AU)

o

Nagy et al.: Br J Pharmacol. 2014 171(24):5665-81




lya. @ktivacio hatasa AP clamp alatt a SEA0400-erzékeny aramra (~ Iycx)

Reverse NCX

Current (fC/pF) O

o

Forward NCX

o
O

Current (fC/pF)

Current (pA/pF)

[ sEA0400-sensitive current without Iyl activation

B SEA0400-sensitive current after I, activation

Nagy et al.: Br J Pharmacol. 2014 171(24):5665-81




NCX gatlas hatasa az ATX-indukalt CaT és AP valtozasokra

* vs Control * g Control
sgdmlos #vs NCX-blockade
#vs ATXA A

i
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Nagy et al.: Br J Pharmacol. 2014 171(24):5665-81




Szelektiv NCX gatlas (10 mM ORM-10103) hatasa a szivizomsejtek tulélesere
szimulalt iszkémia/reperflzio soran
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Patkany izolalt sziveken tranziens iszkemia/reperfuzios modellben regisztralt
aritmia terképek és eloszlasok

Duration (min)

SEA

CON CAR SEA SEA+CAR ORM ORM+CAR
n=19 n=9 n=12 n=13 n=12 n=13

14
<
O
+
<
L
w

|

* p<0.05 vs. control

Incidence (min-t)

CON CAR SEA SEA+CAR ORM ORM+CAR
n=19 n=9 n=12 n=13 n=12 n=13

z , - . 7 # p<0.1 vs. trol ig.
Normal szinusz ritmus (SR); halmozott extraszisztolék P4 ve. contro Fig- 3

(ES); kamrai tachykardia (VT); kamrafibrillacié (VF)
A VF id6tartama és gyakorisaga, cariporide,
Szepesi et al.:J Physiol Pharmacol. 2015 66(2):215-26. SEA0400 és ORM 10103 kezelt patkany szivekben




Aritmia tanulmanyok akcios potencial ,mapping” segitségevel

AMA131211012A
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Dofetilid (100 nM) eés HMR1556 (500 lvabradin + Veratrin hatasa nyulsziven
nM) hatasa tengerimalac sziven Blebbistatin jelenlétében
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