VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

GENERATOR PRO STIMULACI EXCITABILNICH BUNEK

GENERATOR FOR STIMULATING EXCITABLE CELLS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Daniela

AUTHOR Matasova

VEDOUCI PRACE Ing. Jifi Sekora, MBA
SUPERVISOR

BRNO 2024



VYSOKE UCENI FAKULTA ELEKTROTECHNIKY

TECHNICKE A KOMUNIKACNICH
V BRNE TECHNOLOGII

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni program Bioinzenyrstvi

Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Studentka: Bc. Daniela MataSova ID: 211206
Rocnik: 2 Akademicky rok: 2023/24
NAZEV TEMATU:

Generator pro stimulaci excitabilnich bunék

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Seznamte se s principy elektrické stimulace excitabilnich bunék a s parametry elektrolytt. Provedte reSersi
pouzivanych elektrod pro aplikace ,in vitro“. 2) Nastudujte parametry vhodnych stimulaénich impulzu
pouzivanych ke stimulaci excitabilnich bunék, pfedev8im bunék myokardu. 3) Navrhnéte mikroprocesorem
fizeny generator pro stimulaci nasledujicich parametrd. Generator bude vrezimu zdroje napéti v rozsahu
vystupniho napéti +/- 10 V, s nastavitelnou Sifkou impulzu v rozsahu 10 ms az 1 s a periodou opakovani 0,5 az
10 Hz. Generator musi uzivatelsky pfivétivym zplUsobem informovat o nastavenych parametrech. Provedte
systémovy navrh. 4) Sestavte fidici software a realizujte navrzené zafizeni. 5) Ve spolupraci s Fyziologickym
ustavem FL MU ovéite funkénost navrzeného zafizeni na in vitro vzorcich.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] BASSER, Peter J. a Bradley J. ROTH. New Currents in Electrical Stimulation of Excitable Tissues. Annual
Review of Biomedical Engineering [online]. 2000, 2(1), 377-397. ISSN 1523-9829. Dostupné z:
doi:10.1146/annurev.bioeng.2.1.377

[2] BEBAROVA, Markéta. Advances in patch clamp technique: towards higher quality and quantity. General
physiology and biophysics [online]. 2012, 31(02), 131-140. ISSN 1338-4325. Dostupné z:
doi:10.4149/gpb_2012_016

Termin zadani: 5.2.2024 Termin odevzdani: 9.8.2024

Vedouci prace: Ing. Jifi Sekora, MBA

doc. Ing. Radim Kolar, Ph.D.
pfedseda rady studijniho programu

UPOZORNENI:

Autor diplomové prace nesmi pfi vytvareni diplomové prace porus$it autorska prava tretich osob, zejména nesmi zasahovat nedovolenym
zplsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt pIné védom nasledk( poru$eni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského
zakona €. 121/2000 Sb., v€etné moznych trestnépravnich dusledkd vyplyvajicich z ustanoveni €asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku
€.40/2009 Sb.

Fakulta elektrotechniky a komunikacénich technologii, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 3058/10 / 616 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva navrhem a realizaci funkéniho pulzniho generatoru urce-
ného pro stimulaci excitabilnich bunék, zejména myokardu. Teoreticka Cast prace posky-
tuje strucny prehled elektrofyziologie excitabilnich bunék a popisuje elektrody pouzivané
k stimulaci, v€etné charakteristiky pouzitého stimulacniho pulzu. Prakticka ¢ast se zameé-
fuje na detailni ndvrh a implementaci generatoru z hlediska hardwaru i softwaru. Hlavni
soucasti zafizeni je mikrokontrolér STM32 Nucleo F303RE. Software je napsan v jazyce C
a obsahuje rdizné funkce pro nastavovani parametrd pulzd, jako je amplituda, délka trvani
a perioda opakovani. Implementace zahrnuje pouZiti digitalné-analogového prevodniku
pro presné generovani napétovych pulzd, LCD pro zobrazeni aktualnich hodnot a rotac-
niho enkodéru s tlaCitkem pro uZivatelské ovladani. Tato ¢ast zahrnuje popis vysledného
zafizeni a ovladaciho programu, vyvojova schémata, navrh zapojeni na nepajivém poli
a ovéreni funk¢énosti finalniho navrhu zafizeni. Vysledkem prace je pIné funkéni prototyp
pulzniho generatoru, ktery je schopen generovat poZadované stimulacni pulzy.

KLICOVA SLOVA

DAC, DC/DC méni¢, DDS, elektrody, excitabilni buiiky, generator pulzd, ,,in vitro*,
mikrokontrolér, operacni zesilovac, osciloskop, regulator, 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.
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Uvod

Biologie a fyziologie °ivych organism- jsou siln¥ zavislé na excitabilnich bu-kéch.
V¥decka komunita se intenzivn¥ zam¥°uje na vyuCiti so stikovanych technologii
a metod pro zkoumani a stimulaci excitabilnich bun¥k s vysokou p°esnosti a cit-
livosti. Moderni p°istupy a techniky umo®-uji detailni porozum¥ni t¥mto bu-kam
a identi kaci d-le®itych signalnich drah, které reguluji jejich funkci. Pomoci t¥chto
p°istup- Ize také zkoumat patologické problémy, jako jsou srde£ni arytmie nebo neu-
rologické abnormality. Navic mohou byt objeveny nové terapeutické cile pro Ié£bu
t¥chto onemocn¥ni. Dale mohou tyto metody p°isp¥t k vyvoji novych Ié£ebnych stra-
tegii, jako je stimulace specickych drah £i inhibice abnormalnich signalnich drah.
To v2echno ve vysledku otevira nové perspektivy v oblasti Ié£by a diagnostiky.

Elektrické stimulagni systémy urf£ené pro stimulaci biologickych tkani se staly
vyznamnym nastrojem v oblasti bioin®enyrstvi a mediciny. Tyto systémy byly navr-
%eny pro 2irokou 2kalu aplikaci. Moderni vyvoj vedl k miniaturizaci t¥chto systém:,
sni°eni spot°eby energie a zavedeni vicekanalovych vystup-. Tradifni stimulagni
systémy se £asto opiraly o £asovaci obvody pro generovani pulz- nebo o synchroni-
zaci s externimi zdroji. Zahrnovaly ur£itou formu Upravy vystupu v proudové nebo
nap¥ ové domén¥. Mimo to vyuCivaly vysokonap¥ ové vystupy a byly elektricky
izolované. S rozvojem mikropo£itag- a pozd¥ji mikrokontrolér- byly tyto objemné
a nakladné systémy pro generovani periodickych nebo libovolnych stimul- nahra-
zeny. Mikrokontroléry umo®-uji snadnou integraci s digitalnim zpracovanim signéalu
nebo s °idicimi algoritmy diky svym uCivatelsky programovatelnym funkcim a inte-
grovanému perifernimu hardwaru.

V oblasti stimulace excitabilnich bun¥k existuje n¥kolik typ- pulznich genera-
tor-, které se lizi svou konstrukci a parametry. Komer£ni generatory nabizeji 2-
rokou 2kalu nastaveni pro r-zné typy experiment: a jsou vysoce p°esné a spoleh-
livé, av2ak jejich vysoka cena £asto omezuje jejich dostupnost pro men?i laborato®e.
Na druhé stran¥ existuji tzv. DIY °e2eni, ktera vyuCivaji dostupné mikrokontroléry
a dal?i komponenty pro vytvo°eni cenov¥ dostupnych a exibilnich za®izeni.

P°edkladana diplomova prace se zabyva kompletnim navrhem, implementaci
a ov¥°enim funkEnosti generatoru elektrickych signal- °izeného mikroprocesorem
pro stimulaci excitabilnich bun¥k. Teoreticka £4ast prace obsahuje podrobny p°ehled
v¥novany elektrofyziologii bun¥k, vEetn¥ pouCivanych elektrod pro stimulaci bun¥k
in vitro . Zahrnuje také popis souf£asnych stimulaEnich technik a navrh generatoru
signal-, ktery umo®-uje produkci elektrickych impulz- r-znych parametr-.
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Prakticka £4st je zam¥°ena na implementaci navreného generatoru z hard-
waroveého a softwarového hlediska. Je zde zahrnut podrobny popis jednotlivych
komponent za’izeni, jejich technickych parametr- a d-vod- pro jejich vyb¥r. Sou-
£asti je také blokové schéma navr°eného generatoru s vysv¥tlenim vyznamu jed-
notlivych komponent. Tento hardware byl navreen tak, aby poskytoval stabilitu
a p°esnost v generovani elektrickych impulz-. Prace disponuje i softwarem sesta-
venym pro desku mikrokonktroléru STM32 Nucleo F303RE, vEetn¥ implementace
algoritm- pro generovani speci ckého poadovaného typu elektrickych impulz-. Ne-
dilnou sou£ésti je i popis sestaveni generatoru na nepajivém poli, zahrnujici monta®
komponent, propojeni a testovani jednotlivych £4sti za®izeni. Jednoduché uCivatel-
ské rozhrani umo®-uje snadné ovladani generatoru a nastaveni po°adovanych para-
metr-. Metodologie testovani generatoru vEetn¥ ov¥°eni funkEnost generatoru m¥la
byt zaji2t¥na ve spolupraci s Fyziologickym Ustavem LF MU na vzorcich. Jeliko®
nebylo kv-li posunuti odevzdani mo®né pracovat s realnymi bu-kami, byl navreen
jiny zp-sob ov¥°eni funkEnosti za®izeni, kterému je v¥novan konec kapitoly 4.

Zav¥rem je konstatovano, °e vysledné za®izeni slou®ici na stimulaci excitabilnich
bun¥k spl-uje podminky zadani a je funkEénim prototypem pro vyuCiti
v laboratornich podminkach a je mo°né ho vyzkou2et na na in vitro bu-kéach.
Vysledky testovani potvrzuiji, °e generéator je schopen produkovat p°esné a stabilni
elektrické impulzy po°adovanych parametr:, co® ho £ini vhodnym nastrojem pro
stimulaci excitabilnich bun¥k.
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1 Elektrofyziologie excitabilnich bun¥k

Pojem excitabilni bu-ka je oznafeni bu-ky, ktera ma schopnost reagovat na sti-
mulaci zm¥nou elektrického naboje p°es svou membranu. Tato schopnost je zakladem
pro generovani elektrickych signal- a vzruch-. Impulzy jsou £asto oznafovany jako
akEni nap¥ti, které vznika jenom za p°edpokladu, kdy p°i depolarizaci p°ekro£i mem-
branové nap¥ti urfitou prahovou hodnotu. Od toho momentu se do U£inku uvad¥ji
mechanizmy zp¥tné vazby a to zp-sobuje, °e depolarizace déle pokra£uje zcela spon-
tann¥. Pacemakerové bu-ky srdce jsou modi kované kardiomyocyty, které kontro-
luji srde£ni rytmus, spontann¥ generuji a vysilaji elektrické impulzy do ostatnich
kardiomyocyt- a postupn¥ se 2i°i po srdci, p°ifem® p°imo ovliv-uji srde£ni frek-
venci [8, 33, 36]. Vzhledem k jejich vyznaEnym vlastnostem a funkcim jsou kardio-
myocyty st°edem pozornosti v této diplomové praci.

1.1 Vznik a 2i°eni elektrického impulzu

Normaln¥ je signal generovan v bu-kach primarniho pacemakru , v sinoatrialnim
(SA) uzlu. Sm¥r pr-chodu vzruchu je znazorn¥n na obr. 1.1. Skupina specializova-
nych excitabilnich bun¥k (£.1) vytva®i spontanni impulzy a tim vytva®i sinusovy ryt-
mus, ktery se 2i°i dal paraleln¥, pomoci Bachmannovy drahy (£.2), nejprve do pravé
Sin¥, a poté do levé sin¥. P°enos impulzu z SA uzlu na svalovinu srdce zaji? uji
internodalni drahy (£.3-5), zahrnujici p°edni, st°edni a zadni drahu [5, 12].

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

Impulz poté pokra£uje v sinich a £ast této aktivaEni viny dosahne specializova-
nych vodivych tkani v AV uzlu (£. 6), ktery je zndm jako sekundarni pacemaker ,
funguijici jako elektrické relé propojujici sin¥ a komory [12]. Nasleduje His-v sva-
zek (£.7), ktery p°echazi na pravé a levé Tawarovo raménko (£.8, 9). Elektrickému
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signalu je tak umo®n¥no rychlé 2i°eni po komorovém svalu, co® je nezbytné pro
U£inné stahy komor a pumpovani krve. V ramci elektrofyziologického systému srdce
ma vyznamnou roli levy zadni fascikulus a levy p°edni fascikulus (£. 10, 11), které za-
£inaji v bifurkaci levého Tawarova raménka. Pomoci Purky-ovych vldken - terciarni
pacemaker (£.12) se signal 2i°i a® do subendokardu [5, 18].

Kardiomyocyty (obr. 1.2) maji charakteristicky valcovity tvar. Jsou v¥tvené a pro-
pojené s dalkimi kardiomyocyty pomoci interkalarnich disk:, kde se nachazeji tzv.
gap junctions umo®-ujici p°’enos AP a volny p°echod iont- mezi bu-kami. Diky
tomuto spojeni se AP velmi rychle 2i°i mezi kardiomyocyty, £im° je zaji2t¥na koor-
dinovana kontrakce srdce. Je tedy vytvd°ena struktura odborn¥ zvana syncytium.
P°i vzniku AP na bu-kové membran¥ zp-sobi zm¥na koncentrace iont- pohyb my-

osinu na aktinu, co ma za nasledek zkraceni sarkomery, a tim 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 membran¥ excitabilnich bun¥k

Schopnost generovat elektrické impulzy je znakem membrany bun¥k (viz obr. 1.3) od-
d¥lujici jeji intracelularni prostor od extracelularniho prost°edi. Tato dvojita vrstva
se sklada z fosfolipid-, u kterych Ize rozeznat fosfatové hydro Ini hlaviEky a dva hyd-
rofobni ocasky tvo°ené mastnymi kyselinami. Z obrazku je patrné, °e vyznamnou
slo®kou plazmatické membrany jsou také bilkoviny. Z hlediska elektrickych jev- n¥-
které tyto makromolekuly tvo°i selektivni iontové kandly, které maji transportni
funkci umoC-ujici p°enos iont- (Na*, K*, Ca?* a Cl ) p°es membranu do okolniho
prost°edi, zatimco jiné jsou pevn¥ p°ipojeny pouze k povrchu. Tyto kanaly jsou Kli-
£oveé pro udr®eni rovnovahy iont- a elektrického naboje mezi intracelularnim a extra-
celularni prostorem. V intracelularnim prost®edi jsou uplat-ovany navic organické
anionty (A ), p°ifem° se z hlediska vedeni elektrického proudu jedna o elektro-
lyty. Pro udr®eni této rovnovahy je aktivn¥ vyulivana sodno-draselna pumpa, ktera
transportuje sodik ven z bu-ky a draslik do bu-ky, a tim vytva°i nerovhom¥rné roz-
lo®eni iont-. Tato odlizna koncentrace iont- vede k vzniku klidového membranového
potencialu na membran¥ bu-ky [4, 9, 19, 11].

Obr. 1.3: «ez plazmatickou membranou bu-ky, p°evzato z [9].

lonty maji tendenci prochazet membranou ve sm¥ru koncentraEniho gradientu.
P°esunem naboje (nap°K* do bu-ky) je naru?ena dosavadni elektrickd rovno-
vaha a intracelularni prost°edi bu-ky ziska negativni potencial naproti kladnému
potencialu extracelularniho prost°edi. Tim se vytvo°i v membran¥ elektrické pole
jako rozdil dvou potencial-. V rovnovaze se pak ustali takové membranové nap¥ti,
kdy elektricky proud prochazejici membranou bu-ky je nulovy [19, 36].
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1.3 Pr-b¥h akEniho potencialu excitabilnich bun¥k

Dracdivost je obecnou vlastnosti v2ech °ivych organism-. Ur£ity impulz vyvolava
zm¥nu dra®divosti, kterd p°i dostate£né Urovni podn¥tu vyvola vzruch. AP na mem-
bran¥ vznika, kdy® na ni p-sobi dostateEn¥ silny, tzv. prahovy impulz. O tom,
jestli bude impulz proudu nadprahovy, podprahovy nebo prahovy, rozhoduje tvar,
vy2ka a doba jeho trvani. Aby do2lo k vyvolani AP, musi mit proud, ktery je p°iva-
d¥n do bu-ky, dostate£nou intenzitu a trvani. Hoorweg-Weissova k°ivka (neboli I/t
k°ivka) zndzorn¥na na obr.1.4 je ndstrojem pouCivanym p°edev2im pro analyzu ex-
citace a odpov¥di na elektrickou stimulaci, a to obecn¥ u excitabilnich bun¥k. Jedna
se o gra cké znazorn¥ni, které ilustruje zavislost prahu stimulace na délce a tvaru sti-
mula£niho impulzu. Nazna£uje, °e existuje nep°ima linearni zavislost mezi intenzitou
elektrického podn¥tu (vyjad°enou proudem) a délkou trvani tohoto podn¥tu. To in-
dikuje, °e zvy2eni intenzity podn¥tu m-%e vést ke zkraceni doby stimulace a dosa®eni
stejného efektu a naopak. P°i vhodném nastaveni parametr- stimulace, na zaklad¥
analyzy Hoorweg-Weissovy k°ivky, Ize dosahnout efektivni stimulace kardiomyocyt-
a vyvolani koordinovanych srde£nich kontrakci [26, 28].

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

Reobaze p°edstavuje minimalni intenzitu elektrického podn¥tu, ktera je pot°ebna
k vyvolani AP. Tato hodnota se obvykle stanovuje pomoci pravouhlych proudovych
impulz- trvajicich po dobu, ktera odpovida maximalnimu uiteEnému £asu pro vyvo-
lani AP. M¥°eni reobdze umo°-uje urfit, jaky minimalni elektricky podn¥t je nutny
k excitaEni reakci. Délku trvani elektrického podn¥tu pot°ebného k vyvolani exci-
taEni reakce ve tkani pomoci proudu o dvojnasobné intenzit¥, jako je reobaze, udava
chronaxie. V podstat¥ ukazuje, jak dlouho musi trvat elektricky podn¥t o dvojna-
sobné intenzit¥ reobaze, aby vyvolal vznik AP [28].
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Obr.1.5 zobrazuje depolarizaci kardiomyocytu, ktera je zahajena negativnim
elektrickym impulzem, nap°iklad ze sousedni bu-ky £i externich elektrod. Depo-
larizovany kardiomyocyt je pak negativni v extracelularnim prostoru, kdy depo-
lariza£ni vina postupn¥ pokryva celou bu-ku a nasledn¥ se p°en&2 na sousedni
bu-ky. B¥hem depolarizaEniho impulzu se vyvolava rychly nar-st proudu (aktivace),

a to zejména v p°ipad¥, °e membranové nap¥ti p°’esahne prah excitace. V tomto p°i-
pad¥ se objevi £asov¥ prom¥nna slo®ka proudu opa£né polarity, sm¥°ujici do bu-ky.
Tento negativni proud rychle dosdhne svého maxima a postupn¥ klesa (inaktivace),

i kdy° depolarizace pokratuje. Cely tento proces obvykle trva pouhych n¥kolik mi-
lisekund a poté nasleduje pomalej?i proces navratu do p-vodniho klidového mem-
branového potencialu, tedy repolarizace [4, 8].

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

Vznik AP v bu-kach p°evodniho systému se li2i od toho, co probiha v pracovnim
myokardu, a to zejména kv:li inaktivaci rychlych Na* kandl-. O pr-b¥hu AP infor-
muje obr. 1.6. V bu-kach p°evodniho systému je nastup AP zpomaleny v d-sledku
inaktivace rychlych Na* kandl- a zarove- je jeho depolarizace men?i. Nastup AP
v bu-kéach pracovniho myokardu je rychly a prudky proces, klifovy p°i spou2t¥ni
srde£ni kontrakce [3, 4].

Obr. 1.6: Vlevo AP bun¥k pracovniho myokardu, vpravo AP SA uzlu. Prudky r-st
nap¥ti (0) - vtok Na* iont-, dva poklesy (1 a 3) - deaktivaceNa® kanal- a odtokem
K* iont-, faze plat6 (2) - oteveeni Ca?* kanal-, klidova faze (4) - kanaly pro Na*

a K* zav®ené, p°evzato a upraveno z [4].
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2 ElektrostimulaEni metody

Zkoumani elektrofyziologie v bu-kach srdce p°edstavuje d-leity krok sm¥rem k hlub-
2imu pochopeni jejich fungovani a reakci. Tato £ast je zam¥°ena na elektrody a elek-
trostimulaEni postupy p°i tzv. in vitro stimulaci excitabilnich bun¥k. Terminem

in vitro jsou oznafovany experimenty nebo studie provad¥né um¥le, mimo biolo-
gicky systém. V kontextu bun¥k a tkani to znamena provad¥ni experiment- ve zku-
mavce nebo na Petriho miskach, kde jsou bun¥£né kultury p¥stovany v um¥lych
médiich. In vitro studie jsou £asto poulivany k testovani hypotéz, zkoumani bu-
n¥£ného chovani, mechanism- a interakci v dob°e kontrolovanych podminkéach, které
Ize 1épe sledovat a analyzovat ne® v °ivém organismu ( in vivo ) [21].

Excitabilni bu-ky mohou byt aktivovany r-znymi stimulaEnimi faktory, vEetn¥
termického p-sobeni, mechanického traumatu, elektrického pole a intenzivniho pro-
m¥nného magnetického pole. Za dostate£n¥ vysoké intenzity m-°e kterykoli z t¥chto
stimulaEnich faktor- depolarizovat membranu excitabilnich bun¥k, co® iniciuje spou?-
t¥ci mechanismy AP [36]. Tyto metody v oblasti elektrofyziologického zkoumani
bun¥k srdce in vitro hraji klifovou roli p°i odhalovani mechanism- a chovani bu-
n¥k v r-znych fyziologickych a patologickych podminkéach. Nicmén¥ nejb¥°n¥j2im
a nejefektivn¥j2im zp-sobem um¥lé stimulace excitabilni tkan¥ je aplikace elektric-
kého proudu do této tkan¥.

2.1 Elektrody

Ziskani elektrického kontaktu s intracelularnim prost®edim bu-ky bez jakéhokoli
funkEniho po2kozeni bu-ky je velka vyzva. Je to zvla2t¥ obti°né kv:li nepatrnym roz-
m¥r-m v¥t2iny bun¥k. Na druhou stranu, vzhledem k tomu, °e bun¥£né membrany
jsou slo®ené z fosfolipid-, maji tendenci se po malych poran¥nich rychle zotavovat.
To umo®-uje zachovani integrity bu-ky i po vlo®eni elektrod. Nicmén¥, kv-li mi-
kroskopickym rozm¥r-m bun¥k a pot°eb¥ precizni manipulace, existuji specializo-
vané techniky, které umo®-uji velmi p°esné jak m¥°eni membranovych potencial-
a proud-, tak i stimulaci jednotlivych bun¥k [36].

V oblasti srdeEniho vyzkumu jsou elektrody klifovym prost®’edkem. Jedna se
v podstat¥ o vodife, které umo°®-uji m¥°eni elektrickych jev-, jako je nap¥ti a proud,
a také stimulaci bun¥k nebo tkani generovanim elektrickych impulz-. Princip fun-
govani elektrod spofiva v p°enosu elektrického proudu mezi elektrodou a bu-kou
£i tkani, a to bure ve vodivém médiu nebo p°imo na povrchu. Pokud je mezi elektro-
dou a bu-kou vytvo°eno nap¥ti, dojde k pohybu elektricky nabitych £astic (iont-).
Tento pohyb je zodpov¥dny za vedeni elektrického proudu. Elektrody zaji?" uji spo-
jeni mezi elektricky aktivnim médiem (bu-kou nebo tkani) a vn¥j2im elektrickym ob-
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vodem. Ka°d4 elektroda je v neaktivnim, bezproudovém stavu charakterizovana kon-
krétnim rovnova®nym nap¥tim. Av2ak, jakmile ji prochazi proud, jeji potencial se
m-°e odchylit od této rovnova®né hodnoty. Odchylku od rovnova®ného stavu elek-
trody nazyvame polarizaci elektrody. Polarizace elektrody m-°e mit n¥kolik d-vod-

a m-e byt jak kladna, tak zaporna, v zavislosti na dané situaci a pouitém materialu
elektrody. Dany jev m-%e byt zp-soben nap°iklad zm¥nami v koncentraci elektro-
lytu kolem elektrody nebo také zm¥nami v rychlosti reakci na povrchu elektrody
[13, 40].

Rozhrani elektroda elektrolyt

P°i pono°eni elektrody do elektrolytu dochazi k uvol-ovani kationt- z elektrody.
Elektrony z-stavaji v kovu a elektrostatickeé sily brzdi p°echod iont- do roztoku.
Toto rozhrani modelované pomoci elektrického ekvivalentniho obvodu zobrazeného
na obr. 2.1 je misto, kde se elektroda setkava s elektrolytem (£asto iontovym rozto-
kem). Tim se m¥ni elektronova vodivost elektrody na iontovou vodivost elektrolytu.
Na rozhrani se vytvo°i elektricka dvojvrstva a mezi roztokem a elektrodou vznikne
potencialovy rozdil, ktery je nazyvan p-IElankovym nap¥tim. Jeho velikost zavisi
na chemickém slo®eni elektrolytu a elektrody. Dany systém je mo°né z elektrického
hlediska pova®ovat za ztratovy kondenzator, ke kterému je zapojen zdroj p-l£lanko-
vého nap¥ti [15, 20].

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

Na elektrod¥ vznika elektricky potenciaEagjagci, CO° je spojeno s charakteristi-
kou materialu elektrody. Samotné rozhrani je reprezentovano kombinaci paralelniho
rezistoru R, a kondenzatoruCy,, co® symbolizuje fyzickou kapacitu p°echodu, ktera
vznika vlivem rozlo®eni ndboje mezi ionty na povrchu elektrody a elektrolytu. Dale
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se v obvodu nachazi sériovy rezistdrs, ktery p°edstavuje elektricky odpor elektro-
lytu. Celkova impedance tohoto obvodu zavisi na frekvenci signalu (resp. elektrického
proudu), ktery jim prochazi, a na vlastnostech jednotlivych komponent [15].

Volba elektrod tedy ve vysledku zahrnuje vyb¥r material- s dobrymi vodivost-
nimi vlastnostmi, jako je st°ibro, zlato nebo platina. Elektrody musi byt také do-
state£n¥ odolné v-£i koroznim U£ink-m elektrolytu, ktery je pou®it pro vedeni elek-
trického proudu mezi elektrodou a bu-kou. Spravna volba elektrolytu je klifova pro
usp¥2né vedeni elektrického proudu. Pro elektrofyziologické experimenty se £asto po-
ulivaji fyziologické roztoky obsahuijici ionty, které jsou p°itomny v bu-kéach a tka-
nich, jako je nap°iklad fyziologicky solny roztok [13].

2.2 Stimulagni techniky in vitro

Elektricka stimulace kardiomyocyt- in vitro je klifovou metodou pou®ivanou v ob-
lasti biomedicinského vyzkumu a regenerativni mediciny. Tato technika umo®-uje
v¥dc-m a léka°-m studovat elektrofyziologické vlastnosti srde£nich bun¥k, testovat
nové farmakologické latky a podporovat r-st a zrani bun¥k pro Ufely tkd-ového in-
%enyrstvi. PouCivaji se r-zné typy elektrod, z nich® ka°dy méa své speci cké vyhody
a aplikace. Umao°-uje detailni analyzu reakce kardiomyocyt- na r-zné frekvence
a intenzity elektrickych impulz-. Tim se ziskavaji d-le°ité informace o funkcich ion-
tovych kandl- a elektrickych vlastnostech srde£nich bun¥k. Nap°iklad platinové dra-
tové elektrody jsou £asto pouCivany pro jejich schopnost poskytovat stabilni a opa-
kovatelnou stimulaci, ca® je klifové pro p°esné m¥°eni elektrofyziologickych odpov¥di
bun¥k.

V oblasti farmakologie se elektricka stimulace pou®iva ke zkoumani U£ink- no-
vych lé£iv na srde£ni bu-ky. Timto zp-sobem lze rychle a efektivn¥ testovat, jak
r-zné farmakologické latky ovliv—uji elektrickou aktivitu kardiomyocyt:, co® je Kli-
£oveé pro vyvoj novych kardiovaskularnich |é£iv. Mikroelektrodova pole (MEA) jsou
v tomto kontextu velmi uCiteEna, proto®e umo®-uji stimulaci a zaznamenavani elek-
trické aktivity na vice mistech bun¥k soufasn¥. V ramci regenerativni mediciny jsou
elektrody pouCivany k napodobeni p°irozenych podminek elektrické stimulace, co®
podporuje r-st a zrani kardiomyocyt-. To je zvla2t¥ d-leité pro tka-ové in°enyr-
stvi, kde je cilem vytvo®it funk£ni srde£ni tkd— pro Ié£bu r-znych kardiovaskularnich
onemocn¥ni. Elektrody na bazi uhlikovych nanotrubifek (CNT) se ukazaly byt velmi
U£inné pro tuto aplikaci diky jejich vysoké vodivosti a biokompatibilit¥. Tato kapi-
tola je zam¥°ena na vy£et soufasnych stimulaEnich metod a pouCivanych elektrod
a elektrolyt-.
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ElektrostimulaEni techniky p°edstavuji klifovy nastroj pro udrPeni a obnoveni
funkce srde£niho svalu. Diky schopnosti elektrostimulace ovliv-ovat biologické pro-
cesy se vyrazn¥ji zkouma i jejich U£inek na izolovanych kardiomyocytech a je d-le°ité
volit spravné parametry elektrostimulace, jako je amplituda, frekvence a doba trvani
impulz-. Poskytuje to podrobn¥j2i pochopeni mechanism- elektrostimulace na bu-
n¥£né urovni. Na rozdil od mechanickych metod nezahrnuje elektrostimulace apli-
kaci fyzického tlaku nebo tahani na bu-ky za Ufelem napodobeni mechanickych
podn¥t:, které bu-ky za®ivaji v °ivém tka-ovém prost°edi [32].

Jedn& se o metodu, p°i které se elektrody umis’uji pobli® bun¥k a generuji elek-
trické impulzy, které stimuluji bu-ky. Elektrody mohou byt umist¥ny ve vodivém
médiu, £asto fyziologickém roztoku, ktery slou®i jako elektrolyt. Elektrolyty jsou de-
novany jako roztoky, které vykazuji schopnost vést elektricky proud. Tato vlastnost
je p°isuzovana p°itomnosti iont:, je°® vznikaji disociaci iontovych sloufenin v roz-
toku. Jejich schopnost vodivosti je speci cky oznafovana jako iontova, co® se odli-
2uje od vodivosti elektron-:, ktera je typicka nap°iklad pro kovy. Elektricky proud
protéka elektrodami do elektrolytu a ovliv—uje bun¥£nou membranu. P°i zva®ovani
role elektrické stimulace v in vitro bun¥£né kultu®e je d-le®ité si uv¥domit elek-
trické vlastnosti bun¥k a jejich obsah [32].

Elektrick& stimulace m-%e byt aplikovana t°emi r-znymi zp-soby (viz obr. 2.2).
P°imé spojeni zahrnuje p°ipojeni elektrod ke tkani, aby byla dodavana elektricka
stimulace. Af£koli je tato metoda nejefektivn¥j2i, £asto trpi 2patnou biokompatibi-
litou. Kapacitni spojeni pou®iva dv¥ elektrody na opa£nych koncich a kultivaEni
médium jako vodif£ k poskytovani rovhom¥rného elektrického pole p°es kultivaEni
komoru. | kdy° tato metoda je biologicky bezpe£n¥j2i, neefektivhost kapalného me-
dia jako vodi£e m-°e vy®adovat vy22i nap¥ti, co® m-°e vést k zvy2eni teploty a tvorb¥
toxin- na elektrodach. Nakonec induk£ni spojeni pou®iva vodivou civku k obaleni
bun¥£né kultivaEni komory a vytvo°eni pulzniho elektromagnetického pole. Tato me-
toda je pom¥rn¥ neobvykla kv:li pot°ebnému specializovanému vybaveni a odbor-
nosti a vysoké spot°eb¥ zdroj- [31].

Obr. 2.2: Metodologie elektrické stimulace in vitro , (A) p°ima vazba, (B) kapacitni
vazba a (C) indukEni vazba, p°evzato z [31].
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