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Streszczenie

Stosowana w badaniach neurofizjologicznych woltametria wywodzi się 
bezpośrednio z analitycznych metod elektrochemicznych i jest zbliżona do 
polarografii. Metoda ta, w odróżnieniu od chromatografii czy mikrodializy nie 
wymaga pobierania i przygotowywania próbek do późniejszych badań. Cała 
analiza odbywa się w miejscu, gdzie dany proces zachodzi (w określonej 
strukturze ośrodkowego układu nerwowego, gdzie ma miejsce uwalnianie 
neurotransmiterów), a co najważniejsze, pomiar odbywa się w czasie 
rzeczywistym [20].

Współcześnie stosowane urządzenia pozwalają dokonywać analizy pracy 
systemów neurotransmisyjnych mózgu w sposób telemetryczny — nie 
ograniczając tym samym możliwości poruszania się zwierzęcia w kamerze 
doświadczalnej. Taką procedurę można stosować do, połączonych 
z behawiorem, obserwacji zmian neurochemicznych i bioelektrycznych mózgu 

[ 1].

Historia rozwoju woltametrii

Stosowane na gruncie badań neurofizjologicznych metody 
woltametryczne, wywodzą się bezpośrednio z polarografii -  jednej z metod 
analitycznych elektrochemii [21]. Pierwsze informacje o zastosowaniu tej 
metody w neurofizjologii zostały opublikowane w 1973 roku [10]. Stosowana 
aparatura wymagała stałego połączenia elektrod zaimplantowanych do mózgu 
zwierzęcia z potencjostatem polarografu i urządzeniem rejestrującym (Schemat 
1). Istotny posęp w rozwoju tej metody dokonał się w roku 1978 [7], kiedy 
Gonon wprowadzi! elektrodę roboczą z włókna węglowego (Schemat 2). 
Elektroda ta, w odróżnieniu od uprzednio stosowanej przez Kissingera elektrody 
z pasty węglowej [10], dawała zdecydowanie lepszą powtarzalność i tym samym 
wiarygodność uzyskiwanych rezultatów.
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Schem at 1. Zestaw  do  woltametrii.

Kolejny, milowy krok w rozwoju woltametrii to zastosowanie w 1979 
roku przez Armstrong-James’a oraz M illar’a elektrody z włókna węglowego[2], 
znacznie krótszej niż ta, którą wprowadził Gonona [7]. Roboczy koniec tej 
elektrody miał długość od 10 do 50 |j,m. W przypadku elektrody zastosowanej 
przez Gonona roboczy koniec miał długość 500 pm, a tym samym sygnał 
woltametryczny był uzyskiwany ze stosunkowo dużej objętości tkanki, a nie 
z pojedynczych komórek nerwowych.

Późniejsze badania zespołu Armstrong-James’a [2, 3] wykazały, że można 
rejestrować wydzielane katecholamin oraz serotoniny zarówno w metodach 
in vivo jak i in vitro. Następnie, zarejestrowane zostało uwalnianie dopaminy 
w obrębie prążkowia w odpowiedzi na stymulacje elektryczną dróg 
dopaminergicznych biegnących w obrębie pęczka przyśrodkowego 
przodomózgowia [13].

Pierwsze systemy stosowane w badaniach woltametrycznych pozwalały 
na jednoczesny pomiar aktywności jedynie pojedynczych systemów 
neurotransmisyjnych, zwykle w obrębie jednej struktury mózgu [14]. Rozwój 
elektroniki i tym samym ciągłe udoskonalanie poszczególnych elementów 
aparatury do woltametrii (potencjostaty, czy urządzenia odbierające i filtrujące 
sygnał z zaimplantowanych elektrod), dały możliwość pomiaru, w tym samym 
czasie, aktywności dwóch systemów neurotransmisyjnych, choćby 
dopaminergicznego i serotoninergicznego [5].

Obecny kierunek rozwoju tej metody badawczej to miniaturyzacja 
potencjostatów i tym samym możliwość wprowadzenia metod woltametrii 
bezprzewodowej (Ryc. 1), które pracują bądź to w oparciu o sygnał radiowy 
[15], bądź to wykorzystujące transmisję sygnałów w podczerwieni [4]. Tym
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Schem at 2. Schemat konstrukcji elektrody roboczej z włókna węglowego (A) oraz  fotografia 

elek trody  z włókna węglowego (B).

samym, możliwe się stało obserwowanie aktywności określonego systemu 
neurotransmisyjnego mózgu u nieuśpionych i niczym nie skrępowanych, 
swobodnie poruszających się zwierząt. Daje to możliwość korelowania zmian 
neurochemicznych mózgu, zachodzących w czasie rzeczywistym, ze zmianami 
zachowania się zwierzęcia w trakcie eksperymentu lub pomieszczeniu 
hodowlanym, jeśli tego wymagają założenia doświadczenia.



Ryc. 1. W spółczesny  zestaw do woltametrii bezprzewodowej (1. Szczur z zamontow anym  na 
głow ie potencjostatem ; 2, 3, 4. Elementy potencjostatu).

Podstawowe zasady woltametrii

Podobnie jak w przypadku polarografii w elektrochemii, tak również 
w przypadku woltametrii w neurofizjologii, kluczowym warunkiem powodzenia 
pomiaru jest zdolność analizowanych związków do utleniania/redukcji 
i możliwości przemieszczania się w polu elektrycznym (Rys. 2), to znaczy 
odłączania elektronów z utlenianego związku, po tym jak zostanie on 
zaabsorbowany na powierzchni elektrody roboczej, a następnie przenoszenia ich 
poprzez powierzchnię rozdziału faz. W przypadku pojawienia się różnicy 
potencjałów cząsteczki neurotransmiterów nabywają zdolność do 
przemieszczania się w kierunku elektrody roboczej, a podczas dalszego 
zwiększania różnicy potencjałów cząsteczki, które znajdują się w warstwie 
granicznej elektrody, mogą być również utleniane/redukowane [11]. 
W ykorzystując te właściwości i stosując odpowiedni układ elektrod 
pomiarowych (elektroda robocza -  utleniająca, elektroda odniesienia i elektroda 
pomocnicza - wykorzystuje się ją  jedynie w przypadku szybkiego skanowania 
dla „odprowadzenia” silnego prądu, który nie jest związany z utlenianiem) 
dokonuje się w układzie in vivo lub in vitro  utleniania analizowanego związku 
i równocześnie rejestruje liczbę uwolnionych z cząsteczek elektronów 
(generowanych zmian prądu) w czasie tego procesu. Prąd oksydacyjny, 
generowany w czasie utleniania związku jest proporcjonalny do stężenia



związku w przestrzeni graniczącej znajdującej się przy powierzchni elektrody, 
na której przebiega reakcja [I I ,  21]. Związki neurotransmisyjne (aminy 
biogenne czy aminokwasy) mają charakterystyczne dla siebie potencjały, przy 
których następuje ich maksymalne utlenianie w polu elektrycznym. 
Wykorzystując tę ich właściwość, metody woltametryczne pozwalają na takie 
dostosowanie urządzeń pomiarowych, aby można było obserwować aktywność 
określonego/określonych systemów neurotransmisyjnych mózgu [4].

Reakcja utleniania dopaminy
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Reakcja utleniania noradrenaliny
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Ryc. 2. Reakcje u tlenian ia  dopaminy, noradrenaliny i serotoniny.

System bioczujników (biosensorów) w woltametrii

W metodach woltametrycznych, stosowanych w badaniach 
neurofizjologicznych, polarograf połączony jest z systemem trzech elektrod 
(Schemat 1): elektrodą roboczą, elektrodą odniesienia i elektrodą pomocniczą. 
Elektroda pomocnicza wykonana jest z drutu platynowego. Elektroda 
odniesienia z drutu srebrnego, pokryta została chlorkiem srebra [21]. Natomiast 
elektroda robocza, utleniająca, w początkowym okresie stosowania woltametrii 
w neurofizjologii, była budowana z metalu szlachetnego: złota lub platyny [21]. 
Elektrody robocze wykonane z metalu nie dawały możliwości pomiaru stężeń 
neurotransmiterów zbliżonych do ich wartości fizjologicznych w mózgu.



N astępną generacją były elektrody wykonane z pasty węglowej. 
Powierzchnia adsorpcyjna tych elektrod jest znacznie większa niż metalowych 
i tym samym, znacznie wzrasta liczba cząsteczek, które w jednostce czasu mogą 
się utleniać. Duża powierzchnia tych elektrod znacznie zwiększyła ich czułość 
w kierunku niezbędnej dla możliwości pomiarów fizjologicznych stężeń 
neurotransmiterów w mózgu. Nowoczesne elektrody robocze wykonywane są 
z włókna węglowego, którego cechą jest wysoka powierzchnia właściwa, 
a łącznie z tym wysoka liczba porów transportujących (przepływowych) oraz 
mikroporów. Obecnie najczęściej stosuje się elektrodę roboczą (Schemat 2) 
zbudowaną z włókna węglowego [22]. Elektrody odniesienia i pomocnicza mają 
zwykle średnicę 150 ц т  [4], natomiast elektroda robocza z włókna węglowego 
ma średnicę 30 ц т ,  a jej końcówka aktywna, długość od 200 do 500 ц т  [22], 
(Ryc. 3).

Hme{s)

Ryc. 3. Przykład chronoam perometrcznego zapisu, w czasie rzeczywistym, uw alnian ia 
noradrenaliny. R ejestracja od jednego  szczura za pom ocą e lek trody z  w łókna węglowego 
znajdującej się w  obręb ie form acji hipokampalnej. M ikroiniekcje C R F i glutam inianu wykonano 
do m iejsca sinawego (100  nL, 1 /tg /l/iL ).



Zastosowanie woltametrii we współczesnych badaniach  
neurofizjologicznych

Od czasu opublikowania przez Kissingera i jego zespól [10] pracy 
przedstawiającej wykorzystanie metod woltametrycznych w neurofizjologii do 
chwili obecnej ukazało się blisko 1800 publikacji naukowych, 
przedstawiających dane doświadczalne uzyskane przy wykorzystaniu tej metody 
(wg. Science Direct).

W oltametrię, jako metodę oceny aktywności systemów 
neurotransmisyjnych mózgu, można stosować w szeregu różnych 
eksperymentach, zarówno metodach in vitro jak i in vivo. Metoda ta często jest 
wykorzystywana do oceny aktywności układów monoaminergicznych mózgu w 
badaniach nad neurochemicznym podłożem zaburzeń emocjonalnych [18, 19], 
uzależnieniami od leków [12] - amfetaminy czy kokainy, a także w badaniach 
nad depresją [9].

W oltametrię bezprzewodową stosuje się do ilościowych obserwacji zmian 
neurochemicznych w połączeniu z równoległą rejestracją zmian behawioralnych 
u szczura (Ryc. 4). Na Ryc. 4A i 4B pokazano możliwość rejestracji odpowiedzi 
dopaminergicznej w układzie efekt -  dawka. Ryc. 4D przedstawia następujące 
dopaminy czasie obniżenie stężenia uwalnianej dopaminy w obrębie prążkowia. 
Zmiany te następują po wcześniejszym uwolnieniu dopaminy wywołanym 
dootrzewnowym wstrzyknięciem D-amfetaminy (2 mg/kg) przy uprzednio 
zablokowanym wychwycie zwrotnym tego neurotransmitera (wstrzyknięcie 
dootrzewonowe 15 mg/kg kokainy). Obserwowane zmiany stężenia dopaminy 
pokazują, że proces uwalniania tego neurotransmitera przebiega znacznie 
wolniej, niż wtedy, gdy wychwyt zwrotny nie jest blokowany (Ryc. 4B). Jedynie 
wysoka czasowa rozdzielczość metody woltametrycznej dała możliwość 
obserwowania kinetyki tego typu procesów synaptycznych [15].

Perspektywy rozwoju woltametrii

Woltametria, mimo jej niewątpliwego rozwoju od czasu, kiedy została po 
raz pierwszy wprowadzone do neurofizjologii, podobnie jak każda metoda 
analityczna nie wyjaśnia wszystkich problemów związanych z aktywnością 
systemów neurotransmisyjnych. Mimo jej niewątpliwej zalety, że pozwala 
obserwować niezwykle szybko zachodzące zjawiska, jakimi jest wydzielanie 
neurotransmiterów do przestrzeni synaptycznej [6], to jednak nie wszystkie 
stosowane obecnie techniki woltametryczne odpowiadają na te same pytania. Na 
przykład chronoamperometria daje możliwości najlepszego rozdziału czasowego
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zachodzących zjawisk synaptycznych, jednak niestety słabą stroną tej techniki 
jest je j średnia możliwość rozróżnienia poszczególnych związków 
neurotransmisyjnych. Z drugiej strony, woltametria cykliczna oferuje zarówno 
dobry rozdział czasowy jak i chemiczny badanych zjawisk synaptycznych. 
Natomiast szybka chronoamperometria daje dobry rozdział czasowy i średniej 
jakości rozdział chemiczny obserwowanych zjawisk [6].

Obecnie pojawiają się szerokie perspektywy zastosowania (i tym samym 
połączenia) woltametrii z innymi metodami eksperymentalnymi, na przykład 
metodami rejestracji czynności bioelektrycznej mózgu. Przykładem może być 
zastosowanie woltametrii do obserwacji zmian uwalniania noradrenaliny 
w obszarze pól projekcyjnych z miejsca sinawego (LC), w odpowiedzi na 
pojedyncze wstrzyknięcia (dokomorowe czy dożylne) morfiny u szczurów. 
Badania elektrofizjologiczne wykazały, że pojedyncze dawki morfiny powodują 
nie tylko proste obniżenie aktywności bioelektrycznej neuronów 
noradrenergicznych miejsca sinawego, ale również indukują synchroniczne 
wyładowania oscylacyjne w obrębie LC. Wykorzystując chronoamperometrię, 
stwierdzono zwiększenie uwalniania noradrenaliny w obrębie zakrętu zębatego 
formacji hipokampalnej zsynchronizowane z aktywnością neuronów LC [8].

Innym z kolei zastosowaniem tej metody jest jej wykorzystanie do 
pomiaru aktywności układu glutaminergicznego w mózgu. Pomimo tego, że ten 
pobudzeniowy system neurotransmisyjny jest w mózgu szeroko 
rozpowszechniony, to obserwacja jego aktywności w czasie rzeczywistym jest 
niezwykle trudna. Rozwiązaniem tego problemu jest wykorzystanie woltametrii 
w połączeniu ze specjalnie skonstruowaną elektrodą enzymatyczną [16, 17].

Wymienione wyżej zastosowania i perspektywy rozwoju woltametrii są 
jedynie wybranymi przez autorów niniejszego opracowania przykładami 
wykorzystywania tej metody we współczesnych badaniach 
neurofizjologicznych. Pełna analiza wszystkich zastosowań tej metody 
eksperymentalnej w znacznym stopniu przekracza cel niniejszego opracowania.
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