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ABSTRAKT
Tato diplomová práce se zabývá návrhem a realizací funkčního pulzního generátoru urče-
ného pro stimulaci excitabilních buněk, zejména myokardu. Teoretická část práce posky-
tuje stručný přehled elektrofyziologie excitabilních buněk a popisuje elektrody používané
k stimulaci, včetně charakteristiky použitého stimulačního pulzu. Praktická část se zamě-
řuje na detailní návrh a implementaci generátoru z hlediska hardwaru i softwaru. Hlavní
součástí zařízení je mikrokontrolér STM32 Nucleo F303RE. Software je napsán v jazyce C
a obsahuje různé funkce pro nastavování parametrů pulzů, jako je amplituda, délka trvání
a perioda opakování. Implementace zahrnuje použití digitálně-analogového převodníku
pro přesné generování napěťových pulzů, LCD pro zobrazení aktuálních hodnot a rotač-
ního enkodéru s tlačítkem pro uživatelské ovládání. Tato část zahrnuje popis výsledného
zařízení a ovládacího programu, vývojová schémata, návrh zapojení na nepájivém poli
a ověření funkčnosti finálního návrhu zařízení. Výsledkem práce je plně funkční prototyp
pulzního generátoru, který je schopen generovat požadované stimulační pulzy.

KLÍČOVÁ SLOVA
DAC, DC/DC měnič, DDS, elektrody, excitabilní buňky, generátor pulzů, „in vitro“,
mikrokontrolér, operační zesilovač, osciloskop, regulátor, STM32 Nucleo, stimulace

ABSTRACT
This diploma thesis focuses on the design and implementation of a functional pulse
generator intended for the stimulation of excitable cells, particularly myocardial cells.
The theoretical part of the thesis provides a brief overview of the electrophysiology of
excitable cells and describes the electrodes used for stimulation, including the charac-
teristics of the applied stimulation pulse. The practical part focuses on the detailed
design and implementation of the generator in terms of both hardware and software.
The main component of the device is the STM32 Nucleo F303RE microcontroller. The
software is written in C and includes various functions for setting pulse parameters such
as amplitude, duration, and repetition period. The implementation includes the use of
a digital-to-analog converter for precise voltage pulse generation, an LCD for displaying
current values, and a rotary encoder with a button for user control. This part includes
a description of the final device and control program, development diagrams, breadboard
circuit design, and verification of the final device functionality.The result of the work is
a fully functional prototype of the pulse generator capable of generating the desired
stimulation pulses.

KEYWORDS
DAC, DC/DC converter, DDS, electrodes, excitable cells, cardiomyocyte, pulse gener-
ator, „in vitro“, microcontroller, operational amplifier, oscilloscope, regulator, STM32
Nucleo, stimulation
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Úvod
Biologie a fyziologie ºivých organism· jsou siln¥ závislé na excitabilních bu¬kách.

V¥decká komunita se intenzivn¥ zam¥°uje na vyuºití so�stikovaných technologií

a metod pro zkoumání a stimulaci excitabilních bun¥k s vysokou p°esností a cit-

livostí. Moderní p°ístupy a techniky umoº¬ují detailní porozum¥ní t¥mto bu¬kám

a identi�kaci d·leºitých signálních drah, které regulují jejich funkci. Pomocí t¥chto

p°ístup· lze také zkoumat patologické problémy, jako jsou srde£ní arytmie nebo neu-

rologické abnormality. Navíc mohou být objeveny nové terapeutické cíle pro lé£bu

t¥chto onemocn¥ní. Dále mohou tyto metody p°isp¥t k vývoji nových lé£ebných stra-

tegií, jako je stimulace speci�ckých drah £i inhibice abnormálních signálních drah.

To v²echno ve výsledku otevírá nové perspektivy v oblasti lé£by a diagnostiky.

Elektrické stimula£ní systémy ur£ené pro stimulaci biologických tkání se staly

významným nástrojem v oblasti bioinºenýrství a medicíny. Tyto systémy byly navr-

ºeny pro ²irokou ²kálu aplikací. Moderní vývoj vedl k miniaturizaci t¥chto systém·,

sníºení spot°eby energie a zavedení vícekanálových výstup·. Tradi£ní stimula£ní

systémy se £asto opíraly o £asovací obvody pro generování pulz· nebo o synchroni-

zaci s externími zdroji. Zahrnovaly ur£itou formu úpravy výstupu v proudové nebo

nap¥´ové domén¥. Mimo to vyuºívaly vysokonap¥´ové výstupy a byly elektricky

izolované. S rozvojem mikropo£íta£· a pozd¥ji mikrokontrolér· byly tyto objemné

a nákladné systémy pro generování periodických nebo libovolných stimul· nahra-

zeny. Mikrokontroléry umoº¬ují snadnou integraci s digitálním zpracováním signálu

nebo s °ídicími algoritmy díky svým uºivatelsky programovatelným funkcím a inte-

grovanému perifernímu hardwaru.

V oblasti stimulace excitabilních bun¥k existuje n¥kolik typ· pulzních generá-

tor·, které se li²í svou konstrukcí a parametry. Komer£ní generátory nabízejí ²i-

rokou ²kálu nastavení pro r·zné typy experiment· a jsou vysoce p°esné a spoleh-

livé, av²ak jejich vysoká cena £asto omezuje jejich dostupnost pro men²í laborato°e.

Na druhé stran¥ existují tzv. DIY °e²ení, která vyuºívají dostupné mikrokontroléry

a dal²í komponenty pro vytvo°ení cenov¥ dostupných a �exibilních za°ízení.

P°edkládaná diplomová práce se zabývá kompletním návrhem, implementací

a ov¥°ením funk£nosti generátoru elektrických signál· °ízeného mikroprocesorem

pro stimulaci excitabilních bun¥k. Teoretická £ást práce obsahuje podrobný p°ehled

v¥novaný elektrofyziologii bun¥k, v£etn¥ pouºívaných elektrod pro stimulaci bun¥k

�in vitro�. Zahrnuje také popis sou£asných stimula£ních technik a návrh generátoru

signál·, který umoº¬uje produkci elektrických impulz· r·zných parametr·.
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Praktická £ást je zam¥°ena na implementaci navrºeného generátoru z hard-

warového a softwarového hlediska. Je zde zahrnut podrobný popis jednotlivých

komponent za°ízení, jejich technických parametr· a d·vod· pro jejich výb¥r. Sou-

£ásti je také blokové schéma navrºeného generátoru s vysv¥tlením významu jed-

notlivých komponent. Tento hardware byl navrºen tak, aby poskytoval stabilitu

a p°esnost v generování elektrických impulz·. Práce disponuje i softwarem sesta-

veným pro desku mikrokonktroléru STM32 Nucleo F303RE, v£etn¥ implementace

algoritm· pro generování speci�ckého poºadovaného typu elektrických impulz·. Ne-

dílnou sou£ástí je i popis sestavení generátoru na nepájivém poli, zahrnující montáº

komponent, propojení a testování jednotlivých £ástí za°ízení. Jednoduché uºivatel-

ské rozhraní umoº¬uje snadné ovládání generátoru a nastavení poºadovaných para-

metr·. Metodologie testování generátoru v£etn¥ ov¥°ení funk£nost generátoru m¥la

být zaji²t¥na ve spolupráci s Fyziologickým ústavem LF MU na vzorcích. Jelikoº

nebylo kv·li posunutí odevzdání moºné pracovat s reálnými bu¬kami, byl navrºen

jiný zp·sob ov¥°ení funk£nosti za°ízení, kterému je v¥nován konec kapitoly 4.

Záv¥rem je konstatováno, ºe výsledné za°ízení slouºící na stimulaci excitabilních

bun¥k spl¬uje podmínky zadání a je funk£ním prototypem pro vyuºití

v laboratorních podmínkách a je moºné ho vyzkou²et na na �in vitro� bu¬kách.

Výsledky testování potvrzují, ºe generátor je schopen produkovat p°esné a stabilní

elektrické impulzy poºadovaných parametr·, coº ho £iní vhodným nástrojem pro

stimulaci excitabilních bun¥k.
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1 Elektrofyziologie excitabilních bun¥k
Pojem �excitabilní bu¬ka� je ozna£ení bu¬ky, která má schopnost reagovat na sti-

mulaci zm¥nou elektrického náboje p°es svou membránu. Tato schopnost je základem

pro generování elektrických signál· a vzruch·. Impulzy jsou £asto ozna£ovány jako

ak£ní nap¥tí, které vzniká jenom za p°edpokladu, kdy p°i depolarizaci p°ekro£í mem-

bránové nap¥tí ur£itou prahovou hodnotu. Od toho momentu se do ú£inku uvád¥jí

mechanizmy zp¥tné vazby a to zp·sobuje, ºe depolarizace dále pokra£uje zcela spon-

tánn¥. Pacemakerové bu¬ky srdce jsou modi�kované kardiomyocyty, které kontro-

lují srde£ní rytmus, spontánn¥ generují a vysílají elektrické impulzy do ostatních

kardiomyocyt· a postupn¥ se ²í°í po srdci, p°i£emº p°ímo ovliv¬ují srde£ní frek-

venci [8, 33, 36]. Vzhledem k jejich význa£ným vlastnostem a funkcím jsou kardio-

myocyty st°edem pozornosti v této diplomové práci.

1.1 Vznik a ²í°ení elektrického impulzu

Normáln¥ je signál generován v bu¬kách �primárního pacemakru�, v sinoatriálním

(SA) uzlu. Sm¥r pr·chodu vzruchu je znázorn¥n na obr. 1.1. Skupina specializova-

ných excitabilních bun¥k (£.1) vytvá°í spontánní impulzy a tím vytvá°í sinusový ryt-

mus, který se ²í°í dál paraleln¥, pomocí Bachmannovy dráhy (£.2), nejprve do pravé

sín¥, a poté do levé sín¥. P°enos impulzu z SA uzlu na svalovinu srdce zaji²´ují

internodální dráhy (£.3-5), zahrnující p°ední, st°ední a zadní dráhu [5, 12].

Obr. 1.1: P°evodní systém myokardu, p°evzato a upraveno z [5].

Impulz poté pokra£uje v síních a £ást této aktiva£ní vlny dosáhne specializova-

ných vodivých tkání v AV uzlu (£. 6), který je znám jako �sekundární pacemaker�,

fungující jako elektrické �relé� propojující sín¥ a komory [12]. Následuje His·v sva-

zek (£.7), který p°echází na pravé a levé Tawarovo raménko (£.8, 9). Elektrickému
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signálu je tak umoºn¥no rychlé ²í°ení po komorovém svalu, coº je nezbytné pro

ú£inné stahy komor a pumpování krve. V rámci elektrofyziologického systému srdce

má významnou roli levý zadní fascikulus a levý p°ední fascikulus (£. 10, 11), které za-

£ínají v bifurkaci levého Tawarova raménka. Pomocí Purky¬ových vláken - �terciární

pacemaker� (£.12) se signál ²í°í aº do subendokardu [5, 18].

Kardiomyocyty (obr. 1.2) mají charakteristický válcovitý tvar. Jsou v¥tvené a pro-

pojené s dal²ími kardiomyocyty pomocí interkalárních disk·, kde se nacházejí tzv.

gap junctions umoº¬ující p°enos AP a volný p°echod iont· mezi bu¬kami. Díky

tomuto spojení se AP velmi rychle ²í°í mezi kardiomyocyty, £ímº je zaji²t¥na koor-

dinovaná kontrakce srdce. Je tedy vytvá°ená struktura odborn¥ zvaná syncytium.

P°i vzniku AP na bu¬kové membrán¥ zp·sobí zm¥na koncentrace iont· pohyb my-

osinu na aktinu, co má za následek zkrácení sarkomery, a tím i stah kardiomyocytu

[4, 8].

Obr. 1.2: Struktura kardiomyocytu, p°evzato a upraveno z [11].
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1.2 D¥je na membrán¥ excitabilních bun¥k

Schopnost generovat elektrické impulzy je znakem membrány bun¥k (viz obr. 1.3) od-

d¥lující její intracelulární prostor od extracelulárního prost°edí. Tato dvojitá vrstva

se skládá z fosfolipid·, u kterých lze rozeznat fosfátové hydro�lní hlavi£ky a dva hyd-

rofobní ocásky tvo°ené mastnými kyselinami. Z obrázku je patrné, ºe významnou

sloºkou plazmatické membrány jsou také bílkoviny. Z hlediska elektrických jev· n¥-

které tyto makromolekuly tvo°í selektivní iontové kanály, které mají transportní

funkci umoº¬ující p°enos iont· (Na+ , K+ , Ca2+ a Cl� ) p°es membránu do okolního

prost°edí, zatímco jiné jsou pevn¥ p°ipojeny pouze k povrchu. Tyto kanály jsou klí-

£ové pro udrºení rovnováhy iont· a elektrického náboje mezi intracelulárním a extra-

celulární prostorem. V intracelulárním prost°edí jsou uplat¬ovány navíc organické

anionty (A � ), p°i£emº se z hlediska vedení elektrického proudu jedná o elektro-

lyty. Pro udrºení této rovnováhy je aktivn¥ vyuºívána sodno-draselná pumpa, která

transportuje sodík ven z bu¬ky a draslík do bu¬ky, a tím vytvá°í nerovnom¥rné roz-

loºení iont·. Tato odli²ná koncentrace iont· vede k vzniku klidového membránového

potenciálu na membrán¥ bu¬ky [4, 9, 19, 11].

Obr. 1.3: •ez plazmatickou membránou bu¬ky, p°evzato z [9].

Ionty mají tendenci procházet membránou ve sm¥ru koncentra£ního gradientu.

P°esunem náboje (nap°.K+ do bu¬ky) je naru²ena dosavadní elektrická rovno-

váha a intracelulární prost°edí bu¬ky získá negativní potenciál naproti kladnému

potenciálu extracelulárního prost°edí. Tím se vytvo°í v membrán¥ elektrické pole

jako rozdíl dvou potenciál·. V rovnováze se pak ustálí takové membránové nap¥tí,

kdy elektrický proud procházející membránou bu¬ky je nulový [19, 36].
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1.3 Pr·b¥h ak£ního potenciálu excitabilních bun¥k

Dráºdivost je obecnou vlastností v²ech ºivých organism·. Ur£itý impulz vyvolává

zm¥nu dráºdivosti, která p°i dostate£né úrovni podn¥tu vyvolá vzruch. AP na mem-

brán¥ vzniká, kdyº na ni p·sobí dostate£n¥ silný, tzv. prahový impulz. O tom,

jestli bude impulz proudu nadprahový, podprahový nebo prahový, rozhoduje tvar,

vý²ka a doba jeho trvání. Aby do²lo k vyvolání AP, musí mít proud, který je p°ivá-

d¥n do bu¬ky, dostate£nou intenzitu a trvání. Hoorweg-Weissova k°ivka (neboli I/t

k°ivka) znázorn¥na na obr.1.4 je nástrojem pouºívaným p°edev²ím pro analýzu ex-

citace a odpov¥di na elektrickou stimulaci, a to obecn¥ u excitabilních bun¥k. Jedná

se o gra�cké znázorn¥ní, které ilustruje závislost prahu stimulace na délce a tvaru sti-

mula£ního impulzu. Nazna£uje, ºe existuje nep°ímá lineární závislost mezi intenzitou

elektrického podn¥tu (vyjád°enou proudem) a délkou trvání tohoto podn¥tu. To in-

dikuje, ºe zvý²ení intenzity podn¥tu m·ºe vést ke zkrácení doby stimulace a dosaºení

stejného efektu a naopak. P°i vhodném nastavení parametr· stimulace, na základ¥

analýzy Hoorweg-Weissovy k°ivky, lze dosáhnout efektivní stimulace kardiomyocyt·

a vyvolání koordinovaných srde£ních kontrakcí [26, 28].

Obr. 1.4: Hoorweg-Weissova k°ivka, p°evzato a upraveno z [26].

Reobáze p°edstavuje minimální intenzitu elektrického podn¥tu, která je pot°ebná

k vyvolání AP. Tato hodnota se obvykle stanovuje pomocí pravoúhlých proudových

impulz· trvajících po dobu, která odpovídá maximálnímu uºite£nému £asu pro vyvo-

lání AP. M¥°ení reobáze umoº¬uje ur£it, jaký minimální elektrický podn¥t je nutný

k excita£ní reakci. Délku trvání elektrického podn¥tu pot°ebného k vyvolání exci-

ta£ní reakce ve tkáni pomocí proudu o dvojnásobné intenzit¥, jako je reobáze, udává

chronaxie. V podstat¥ ukazuje, jak dlouho musí trvat elektrický podn¥t o dvojná-

sobné intenzit¥ reobáze, aby vyvolal vznik AP [28].
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Obr.1.5 zobrazuje depolarizaci kardiomyocytu, která je zahájena negativním

elektrickým impulzem, nap°íklad ze sousední bu¬ky £i externích elektrod. Depo-

larizovaný kardiomyocyt je pak negativní v extracelulárním prostoru, kdy depo-

lariza£ní vlna postupn¥ pokrývá celou bu¬ku a následn¥ se p°ená²í na sousední

bu¬ky. B¥hem depolariza£ního impulzu se vyvolává rychlý nár·st proudu (aktivace),

a to zejména v p°ípad¥, ºe membránové nap¥tí p°esáhne práh excitace. V tomto p°í-

pad¥ se objeví £asov¥ prom¥nná sloºka proudu opa£né polarity, sm¥°ující do bu¬ky.

Tento negativní proud rychle dosáhne svého maxima a postupn¥ klesá (inaktivace),

i kdyº depolarizace pokra£uje. Celý tento proces obvykle trvá pouhých n¥kolik mi-

lisekund a poté následuje pomalej²í proces návratu do p·vodního klidového mem-

bránového potenciálu, tedy repolarizace [4, 8].

Obr. 1.5: ’í°ení AP mezi kardiomyocyty, p°evzato a upraveno z [4].

Vznik AP v bu¬kách p°evodního systému se li²í od toho, co probíhá v pracovním

myokardu, a to zejména kv·li inaktivaci rychlých Na+ kanál·. O pr·b¥hu AP infor-

muje obr. 1.6. V bu¬kách p°evodního systému je nástup AP zpomalený v d·sledku

inaktivace rychlých Na+ kanál· a zárove¬ je jeho depolarizace men²í. Nástup AP

v bu¬kách pracovního myokardu je rychlý a prudký proces, klí£ový p°i spou²t¥ní

srde£ní kontrakce [3, 4].

Obr. 1.6: Vlevo AP bun¥k pracovního myokardu, vpravo AP SA uzlu. Prudký r·st

nap¥tí (0) - vtok Na+ iont·, dva poklesy (1 a 3) - deaktivaceNa+ kanál· a odtokem

K+ iont·, fáze plató (2) - otev°ení Ca2+ kanál·, klidová fáze (4) - kanály pro Na+

a K+ zav°ené, p°evzato a upraveno z [4].
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2 Elektrostimula£ní metody
Zkoumání elektrofyziologie v bu¬kách srdce p°edstavuje d·leºitý krok sm¥rem k hlub-

²ímu pochopení jejich fungování a reakcí. Tato £ást je zam¥°ena na elektrody a elek-

trostimula£ní postupy p°i tzv. �in vitro� stimulaci excitabilních bun¥k. Termínem

�in vitro� jsou ozna£ovány experimenty nebo studie provád¥né um¥le, mimo biolo-

gický systém. V kontextu bun¥k a tkání to znamená provád¥ní experiment· ve zku-

mavce nebo na Petriho miskách, kde jsou bun¥£né kultury p¥stovány v um¥lých

médiích. �In vitro� studie jsou £asto pouºívány k testování hypotéz, zkoumání bu-

n¥£ného chování, mechanism· a interakcí v dob°e kontrolovaných podmínkách, které

lze lépe sledovat a analyzovat neº v ºivém organismu (�in vivo�) [21].

Excitabilní bu¬ky mohou být aktivovány r·znými stimula£ními faktory, v£etn¥

termického p·sobení, mechanického traumatu, elektrického pole a intenzivního pro-

m¥nného magnetického pole. Za dostate£n¥ vysoké intenzity m·ºe kterýkoli z t¥chto

stimula£ních faktor· depolarizovat membránu excitabilních bun¥k, coº iniciuje spou²-

t¥cí mechanismy AP [36]. Tyto metody v oblasti elektrofyziologického zkoumání

bun¥k srdce �in vitro� hrají klí£ovou roli p°i odhalování mechanism· a chování bu-

n¥k v r·zných fyziologických a patologických podmínkách. Nicmén¥ nejb¥ºn¥j²ím

a nejefektivn¥j²ím zp·sobem um¥lé stimulace excitabilní tkán¥ je aplikace elektric-

kého proudu do této tkán¥.

2.1 Elektrody

Získání elektrického kontaktu s intracelulárním prost°edím bu¬ky bez jakéhokoli

funk£ního po²kození bu¬ky je velká výzva. Je to zvlá²t¥ obtíºné kv·li nepatrným roz-

m¥r·m v¥t²iny bun¥k. Na druhou stranu, vzhledem k tomu, ºe bun¥£né membrány

jsou sloºené z fosfolipid·, mají tendenci se po malých poran¥ních rychle zotavovat.

To umoº¬uje zachování integrity bu¬ky i po vloºení elektrod. Nicmén¥, kv·li mi-

kroskopickým rozm¥r·m bun¥k a pot°eb¥ precizní manipulace, existují specializo-

vané techniky, které umoº¬ují velmi p°esné jak m¥°ení membránových potenciál·

a proud·, tak i stimulaci jednotlivých bun¥k [36].

V oblasti srde£ního výzkumu jsou elektrody klí£ovým prost°edkem. Jedná se

v podstat¥ o vodi£e, které umoº¬ují m¥°ení elektrických jev·, jako je nap¥tí a proud,

a také stimulaci bun¥k nebo tkání generováním elektrických impulz·. Princip fun-

gování elektrod spo£ívá v p°enosu elektrického proudu mezi elektrodou a bu¬kou

£i tkání, a to bu¤ ve vodivém médiu nebo p°ímo na povrchu. Pokud je mezi elektro-

dou a bu¬kou vytvo°eno nap¥tí, dojde k pohybu elektricky nabitých £ástic (iont·).

Tento pohyb je zodpov¥dný za vedení elektrického proudu. Elektrody zaji²´ují spo-

jení mezi elektricky aktivním médiem (bu¬kou nebo tkání) a vn¥j²ím elektrickým ob-
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vodem. Kaºdá elektroda je v neaktivním, bezproudovém stavu charakterizována kon-

krétním rovnováºným nap¥tím. Av²ak, jakmile jí prochází proud, její potenciál se

m·ºe odchýlit od této rovnováºné hodnoty. Odchylku od rovnováºného stavu elek-

trody nazýváme polarizací elektrody. Polarizace elektrody m·ºe mít n¥kolik d·vod·

a m·ºe být jak kladná, tak záporná, v závislosti na dané situaci a pouºitém materiálu

elektrody. Daný jev m·ºe být zp·soben nap°íklad zm¥nami v koncentraci elektro-

lytu kolem elektrody nebo také zm¥nami v rychlosti reakcí na povrchu elektrody

[13, 40].

Rozhraní elektroda � elektrolyt

P°i pono°ení elektrody do elektrolytu dochází k uvol¬ování kationt· z elektrody.

Elektrony z·stávají v kovu a elektrostatické síly brzdí p°echod iont· do roztoku.

Toto rozhraní modelované pomocí elektrického ekvivalentního obvodu zobrazeného

na obr. 2.1 je místo, kde se elektroda setkává s elektrolytem (£asto iontovým rozto-

kem). Tím se m¥ní elektronová vodivost elektrody na iontovou vodivost elektrolytu.

Na rozhraní se vytvo°í elektrická dvojvrstva a mezi roztokem a elektrodou vznikne

potenciálový rozdíl, který je nazýván p·l£lánkovým nap¥tím. Jeho velikost závisí

na chemickém sloºení elektrolytu a elektrody. Daný systém je moºné z elektrického

hlediska povaºovat za ztrátový kondenzátor, ke kterému je zapojen zdroj p·l£lánko-

vého nap¥tí [15, 20].

Obr. 2.1: Rozhraní elektroda�elektrolyt, p°evzato z [10].

Na elektrod¥ vzniká elektrický potenciálEAgjAgCl , coº je spojeno s charakteristi-

kou materiálu elektrody. Samotné rozhraní je reprezentováno kombinací paralelního

rezistoru Rp a kondenzátoruCp, coº symbolizuje fyzickou kapacitu p°echodu, která

vzniká vlivem rozloºení náboje mezi ionty na povrchu elektrody a elektrolytu. Dále
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se v obvodu nachází sériový rezistorRs, který p°edstavuje elektrický odpor elektro-

lytu. Celková impedance tohoto obvodu závisí na frekvenci signálu (resp. elektrického

proudu), který jím prochází, a na vlastnostech jednotlivých komponent [15].

Volba elektrod tedy ve výsledku zahrnuje výb¥r materiál· s dobrými vodivost-

ními vlastnostmi, jako je st°íbro, zlato nebo platina. Elektrody musí být také do-

state£n¥ odolné v·£i korozním ú£ink·m elektrolytu, který je pouºit pro vedení elek-

trického proudu mezi elektrodou a bu¬kou. Správná volba elektrolytu je klí£ová pro

úsp¥²né vedení elektrického proudu. Pro elektrofyziologické experimenty se £asto po-

uºívají fyziologické roztoky obsahující ionty, které jsou p°ítomny v bu¬kách a tká-

ních, jako je nap°íklad fyziologický solný roztok [13].

2.2 Stimula£ní techniky �in vitro�

Elektrická stimulace kardiomyocyt· �in vitro� je klí£ovou metodou pouºívanou v ob-

lasti biomedicínského výzkumu a regenerativní medicíny. Tato technika umoº¬uje

v¥dc·m a léka°·m studovat elektrofyziologické vlastnosti srde£ních bun¥k, testovat

nové farmakologické látky a podporovat r·st a zrání bun¥k pro ú£ely tká¬ového in-

ºenýrství. Pouºívají se r·zné typy elektrod, z nichº kaºdý má své speci�cké výhody

a aplikace. Umoº¬uje detailní analýzu reakce kardiomyocyt· na r·zné frekvence

a intenzity elektrických impulz·. Tím se získávají d·leºité informace o funkcích ion-

tových kanál· a elektrických vlastnostech srde£ních bun¥k. Nap°íklad platinové drá-

tové elektrody jsou £asto pouºívány pro jejich schopnost poskytovat stabilní a opa-

kovatelnou stimulaci, coº je klí£ové pro p°esné m¥°ení elektrofyziologických odpov¥dí

bun¥k.

V oblasti farmakologie se elektrická stimulace pouºívá ke zkoumání ú£ink· no-

vých lé£iv na srde£ní bu¬ky. Tímto zp·sobem lze rychle a efektivn¥ testovat, jak

r·zné farmakologické látky ovliv¬ují elektrickou aktivitu kardiomyocyt·, coº je klí-

£ové pro vývoj nových kardiovaskulárních lé£iv. Mikroelektrodová pole (MEA) jsou

v tomto kontextu velmi uºite£ná, protoºe umoº¬ují stimulaci a zaznamenávání elek-

trické aktivity na více místech bun¥k sou£asn¥. V rámci regenerativní medicíny jsou

elektrody pouºívány k napodobení p°irozených podmínek elektrické stimulace, coº

podporuje r·st a zrání kardiomyocyt·. To je zvlá²t¥ d·leºité pro tká¬ové inºenýr-

ství, kde je cílem vytvo°it funk£ní srde£ní tká¬ pro lé£bu r·zných kardiovaskulárních

onemocn¥ní. Elektrody na bázi uhlíkových nanotrubi£ek (CNT) se ukázaly být velmi

ú£inné pro tuto aplikaci díky jejich vysoké vodivosti a biokompatibilit¥. Tato kapi-

tola je zam¥°ena na vý£et sou£asných stimula£ních metod a pouºívaných elektrod

a elektrolyt·.

21



Elektrostimula£ní techniky p°edstavují klí£ový nástroj pro udrºení a obnovení

funkce srde£ního svalu. Díky schopnosti elektrostimulace ovliv¬ovat biologické pro-

cesy se výrazn¥ji zkoumá i jejich ú£inek na izolovaných kardiomyocytech a je d·leºité

volit správné parametry elektrostimulace, jako je amplituda, frekvence a doba trvání

impulz·. Poskytuje to podrobn¥j²í pochopení mechanism· elektrostimulace na bu-

n¥£né úrovni. Na rozdíl od mechanických metod nezahrnuje elektrostimulace apli-

kaci fyzického tlaku nebo tahání na bu¬ky za ú£elem napodobení mechanických

podn¥t·, které bu¬ky zaºívají v ºivém tká¬ovém prost°edí [32].

Jedná se o metodu, p°i které se elektrody umís´ují poblíº bun¥k a generují elek-

trické impulzy, které stimulují bu¬ky. Elektrody mohou být umíst¥ny ve vodivém

médiu, £asto fyziologickém roztoku, který slouºí jako elektrolyt. Elektrolyty jsou de-

�novány jako roztoky, které vykazují schopnost vést elektrický proud. Tato vlastnost

je p°isuzována p°ítomnosti iont·, jeº vznikají disociací iontových slou£enin v roz-

toku. Jejich schopnost vodivosti je speci�cky ozna£ována jako iontová, coº se odli-

²uje od vodivosti elektron·, která je typická nap°íklad pro kovy. Elektrický proud

protéká elektrodami do elektrolytu a ovliv¬uje bun¥£nou membránu. P°i zvaºování

role elektrické stimulace v �in vitro� bun¥£né kultu°e je d·leºité si uv¥domit elek-

trické vlastnosti bun¥k a jejich obsah [32].

Elektrická stimulace m·ºe být aplikována t°emi r·znými zp·soby (viz obr. 2.2).

P°ímé spojení zahrnuje p°ipojení elektrod ke tkáni, aby byla dodávána elektrická

stimulace. A£koli je tato metoda nejefektivn¥j²í, £asto trpí ²patnou biokompatibi-

litou. Kapacitní spojení pouºívá dv¥ elektrody na opa£ných koncích a kultiva£ní

médium jako vodi£ k poskytování rovnom¥rného elektrického pole p°es kultiva£ní

komoru. I kdyº tato metoda je biologicky bezpe£n¥j²í, neefektivnost kapalného mé-

dia jako vodi£e m·ºe vyºadovat vy²²í nap¥tí, coº m·ºe vést k zvý²ení teploty a tvorb¥

toxin· na elektrodách. Nakonec induk£ní spojení pouºívá vodivou cívku k obalení

bun¥£né kultiva£ní komory a vytvo°ení pulzního elektromagnetického pole. Tato me-

toda je pom¥rn¥ neobvyklá kv·li pot°ebnému specializovanému vybavení a odbor-

nosti a vysoké spot°eb¥ zdroj· [31].

Obr. 2.2: Metodologie elektrické stimulace �in vitro�, (A) p°ímá vazba, (B) kapacitní

vazba a (C) induk£ní vazba, p°evzato z [31].
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