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Streszczenie

Stosowana w badaniach neurofizjologicznych woltametria wywodzi si¢
bezposrednio z analitycznych metod elektrochemicznych i jest zblizona do
polarografii. Metoda ta, w odréznieniu od chromatografii czy mikrodializy nie
wymaga pobierania i przygotowywania probek do pozniejszych badan. Cata
analiza odbywa si¢ w miejscu, gdzie dany proces zachodzi (w okreslonej
strukturze oérodkowego ukladu nerwowego, gdzie ma miejsce uwalnianie
neurotransmiteréw), a co najwazniejsze, pomiar odbywa si¢ w czasie
rzeczywistym [20].

Wspolczesnie stosowane urzadzenia pozwalaja dokonywa¢ analizy pracy
systeméw neurotransmisyjnych moézgu w spos6b telemetryczny — nie
ograniczajac tym samym mozliwosci poruszania si¢ zwierzecia w kamerze
do$wiadczalnej. Taka procedure mozna stosowa¢ do, polaczonych
z behawiorem, obserwacji zmian neurochemicznych i bioelektrycznych mézgu

[1].

Historia rozwoju woltametrii

Stosowane na  gruncie badain  neurofizjologicznych  metody
woltametryczne, wywodza si¢ bezposrednio z polarografii — jednej z metod
analitycznych elektrochemii [21]. Pierwsze informacje o zastosowaniu tej
metody w neurofizjologii zostaly opublikowane w 1973 roku [10]. Stosowana
aparatura wymagala statego polaczenia elektrod zaimplantowanych do mézgu
zwierzecia z potencjostatem polarografu i urzadzeniem rejestrujacym (Schemat
1). Istotny posep w rozwoju tej metody dokonal si¢ w roku 1978 [7], kiedy
Gonon wprowadzil elektrodg robocza z widkna weglowego (Schemat 2).
Elektroda ta, w odréznieniu od uprzednio stosowanej przez Kissingera elektrody
z pasty weglowej [10], dawala zdecydowanie lepsza powtarzalnos¢ i tym samym
wiarygodnos¢ uzyskiwanych rezultatow.
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Schemat 1. Zestaw do woltametrii.

Kolejny, milowy krok w rozwoju woltametrii to zastosowanie w 1979
roku przez Armstrong-James’a oraz Millar’a elektrody z wldkna weglowego[2],
znacznie krotszej niz ta, ktora wprowadzit Gonona [7]. Roboczy koniec tej
elektrody miat dtugos¢ od 10 do 50 pm. W przypadku elektrody zastosowanej
przez Gonona roboczy koniec mial dlugos¢ 500 pum, a tym samym sygnat
woltametryczny byl uzyskiwany ze stosunkowo duzej objetosci tkanki, a nie
z pojedynczych komérek nerwowych.

Pézniejsze badania zespolu Armstrong-James’a [2, 3] wykazaly, ze mozna
rejestrowa¢ wydzielane katecholamin oraz serotoniny zarowno w metodach
in vivo jak i in vitro. Nastgpnie, zarejestrowane zostalo uwalnianie dopaminy
w obrgbie prazkowia w odpowiedzi na stymulacje elektryczng drog
dopaminergicznych  biegnacych w  obrgbie peczka  przysrodkowego
przodomézgowia [ 13].

Pierwsze systemy stosowane w badaniach woltametrycznych pozwalaty
na jednoczesny pomiar aktywnosci jedynie pojedynczych systemow
neurotransmisyjnych, zwykle w obrgbie jednej struktury mézgu [14]. Rozwdj
elektroniki i tym samym ciagle udoskonalanie poszczegélnych elementow
aparatury do woltametrii (potencjostaty, czy urzadzenia odbierajace i filtrujace
sygnal z zaimplantowanych elektrod), daty mozliwo$¢ pomiaru, w tym samym
czasie, aktywno$ci dwoch  systemOw  neurotransmisyjnych, chocby
dopaminergicznego i serotoninergicznego [5].

Obecny kierunek rozwoju tej metody badawczej to miniaturyzacja
potencjostatdéw i tym samym mozliwos¢ wprowadzenia metod woltametrii
bezprzewodowej (Ryc. 1), ktore pracuja badz to w oparciu o sygnat radiowy
[15], badz to wykorzystujace transmisj¢ sygnatdéw w podczerwieni [4]. Tym
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1 Drut miedziany

~_ Pasta grafitowa epoxy
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Elekirochemiczne sensory dia
neurotransmiteréow:

A — mikroelekivoda z wlokna weglowego
B - elekiroda odniesienia Ag/AgCl

Schemat 2. Schemat konstrukcji elektrody roboczej z wiokna weglowego (A) oraz fotografia
elektrody z widkna weglowego (B).

samym, mozliwe si¢ stalo obserwowanie aktywnosci okreslonego systemu
neurotransmisyjnego moézgu u nieugpionych i niczym nie skrgpowanych,
swobodnie poruszajacych si¢ zwierzat. Daje to mozliwosé korelowania zmian
neurochemicznych mézgu, zachodzacych w czasie rzeczywistym, ze zmianami
zachowania sie zwierzecia w trakcie eksperymentu lub pomieszczeniu
hodowlanym, jesli tego wymagaja zalozenia do$wiadczenia.
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Ryc. 1. Wspolczesny zestaw do woltametrii bezprzewodowej (1. Szczur z zamontowanym na
glowie potencjostatem; 2, 3, 4. Elementy potencjostatu).

Podstawowe zasady woltametrii

Podobnie jak w przypadku polarografii w elektrochemii, tak réwniez
w przypadku woltametrii w neurofizjologii, kluczowym warunkiem powodzenia
pomiaru jest zdolno$¢ analizowanych zwiazkéw do utleniania/redukeji
i mozliwosci przemieszczania si¢ w polu elektrycznym (Rys. 2), to znaczy
odlaczania elektronéw z utlenianego zwiazku, po tym jak zostanie on
zaabsorbowany na powierzchni elektrody roboczej, a nastgpnie przenoszenia ich
poprzez powierzchni¢ rozdziatu faz. W przypadku pojawienia si¢ roéznicy
potencjatéw  czasteczki  neurotransmiterow  nabywaja  zdolnos¢  do
przemieszczania si¢ w kierunku elektrody roboczej, a podczas dalszego
zwigkszania réznicy potencjalow czasteczki, ktére znajduja si¢ w warstwie
granicznej elektrody, moga by¢ rowniez utleniane/redukowane [11].
Wykorzystujac te wlasciwosci i stosujac odpowiedni uklad elektrod
pomiarowych (elektroda robocza — utleniajaca, elektroda odniesienia i elektroda
pomocnicza - wykorzystuje si¢ jg jedynie w przypadku szybkiego skanowania
dla ,,odprowadzenia” silnego pradu, ktéry nie jest zwigzany z utlenianiem)
dokonuje si¢ w ukfadzie in vivo lub in vitro utleniania analizowanego zwiazku
i rownoczesnie rejestruje liczbe uwolnionych z czasteczek elektrondw
(generowanych zmian pradu) w czasie tego procesu. Prad oksydacyjny,
generowany w czasie utleniania zwiazku jest proporcjonalny do stezenia
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zwigzku w przestrzeni graniczacej znajdujacej si¢ przy powierzchni elektrody,
na ktérej przebiega reakcja [11, 21]. Zwiazki neurotransmisyjne (aminy
biogenne czy aminokwasy) majg charakterystyczne dla siebie potencjaty, przy
ktérych nastgpuje ich maksymalne utlenianie w polu elektrycznym.
Wykorzystujac te ich wilasciwos¢é, metody woltametryczne pozwalaja na takie
dostosowanie urzadzefi pomiarowych, aby mozna bylo obserwowaé aktywnosé
okreslonego/okre$lonych systeméw neurotransmisyjnych mézgu [4].
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Ryc. 2. Reakcje utleniania dopaminy, noradrenaliny i serotoniny.
System bioczujnikow (biosensoréw) w woltametrii

W  metodach  woltametrycznych, stosowanych ~w  badaniach
neurofizjologicznych, polarograf polaczony jest z systemem trzech elektrod
(Schemat 1): elektroda robocza, elektroda odniesienia i elektroda pomocnicza.
Elektroda pomocnicza wykonana jest z drutu platynowego. Elektroda
odniesienia z drutu srebrnego, pokryta zostata chlorkiem srebra [21]. Natomiast
elektroda robocza, utleniajaca, w poczatkowym okresie stosowania woltametrii
w neurofizjologii, byta budowana z metalu szlachetnego: zfota lub platyny [21].
Elektrody robocze wykonane z metalu nie dawaly mozliwosci pomiaru stezen
neurotransmiteréw zblizonych do ich wartosci fizjologicznych w mo6zgu.
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Nastepng generacja byly elektrody wykonane z pasty weglowe).
Powierzchnia adsorpcyjna tych elektrod jest znacznie wigksza niz metalowych
i tym samym, znacznie wzrasta liczba czasteczek, ktére w jednostce czasu moga
si¢ utlenia¢. Duza powierzchnia tych elektrod znacznie zwigkszyla ich czutosé
w kierunku niezbgdnej dla mozliwosci pomiaréw fizjologicznych stezen
neurotransmiteréw w moézgu. Nowoczesne elektrody robocze wykonywane sg
z widkna weglowego, ktérego cechg jest wysoka powierzchnia wiasciwa,
a facznie z tym wysoka liczba poréw transportujacych (przeptywowych) oraz
mikroporéw. Obecnie najczgsciej stosuje si¢ elektrode robocza (Schemat 2)
zbudowang z wldkna weglowego [22]. Elektrody odniesienia i pomocnicza maja
zwykle srednicg 150 um [4], natomiast elektroda robocza z wiékna weglowego
ma $rednice 30 pm, a jej koncowka aktywna, dhugos¢ od 200 do 500 pm [22],
(Ryc. 3).
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Ryc. 3. Przyklad chronoamperometrcznego zapisu, w czasie rzeczywistym, uwalniania
noradrenaliny. Rejestracja od jednego szczura za pomocy clektrody z wildkna weglowego
znajdujacej si¢ w obrebie formacji hipokampalnej. Mikroiniekcje CRF i glutaminianu wykonano
do miejsca sinawego (100 nL, 1pg/1pL).
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Zastosowanie woltametrii we wspélczesnych badaniach
neurofizjologicznych

Od czasu opublikowania przez Kissingera i jego zesp6t [10] pracy
przedstawiajacej wykorzystanie metod woltametrycznych w neurofizjologii do
chwili obecnej ukazalo si¢ blisko 1800 publikacji naukowych,
przedstawiajacych dane do$wiadczalne uzyskane przy wykorzystaniu tej metody
(wg. Science Direct).

Woltametrie,  jako  metod¢e  oceny  aktywnosci  systeméw
neurotransmisyjnych  moézgu, mozna stosowaé w szeregu réznych
eksperymentach, zar6wno metodach in vitro jak i in vivo. Metoda ta czgsto jest
wykorzystywana do oceny aktywnosci ukladow monoaminergicznych mozgu w
badaniach nad neurochemicznym podiozem zaburzeri emocjonalnych [18, 19],
uzaleznieniami od lekéw [12] - amfetaminy czy kokainy, a takze w badaniach
nad depresja [9].

Woltametri¢ bezprzewodowa stosuje si¢ do ilosciowych obserwacji zmian
neurochemicznych w polaczeniu z réwnolegla rejestracja zmian behawioralnych
u szczura (Ryc. 4). Na Ryc. 4A i 4B pokazano mozliwos¢ rejestracji odpowiedzi
dopaminergicznej w ukladzie efekt — dawka. Ryc. 4D przedstawia nastgpujace
dopaminy czasie obnizenie st¢zenia uwalnianej dopaminy w obrgbie prazkowia.
Zmiany te nastgpuja po wczesniejszym uwolnieniu dopaminy wywotanym
dootrzewnowym wstrzyknigciem D-amfetaminy (2 mg/kg) przy uprzednio
. zablokowanym wychwycie zwrotnym tego neurotransmitera (wstrzyknigcie
dootrzewonowe 15 mg/kg kokainy). Obserwowane zmiany st¢zenia dopaminy
pokazuja, ze proces uwalniania tego neurotransmitera przebiega znacznie
wolniej, niz wtedy, gdy wychwyt zwrotny nie jest blokowany (Ryc. 4B). Jedynie
wysoka czasowa rozdzielczo$¢ metody woltametrycznej data mozliwos¢
obserwowania kinetyki tego typu proces6w synaptycznych [15].

Perspektywy rozwoju woltametrii

Woltametria, mimo jej niewatpliwego rozwoju od czasu, kiedy zostala po
raz pierwszy wprowadzone do neurofizjologii, podobnie jak kazda metoda
analityczna nie wyjasnia wszystkich probleméw zwiazanych z aktywnoscia
systemow neurotransmisyjnych. Mimo jej niewatpliwej zalety, ze pozwala
obserwowaé niezwykle szybko zachodzace zjawiska, jakimi jest wydzielanie
neurotransmiteréw do przestrzeni synaptycznej [6], to jednak nie wszystkie
stosowane obecnie techniki woltametryczne odpowiadajg na te same pytania. Na
przyklad chronoamperometria daje mozliwosci najlepszego rozdzialu czasowego



ue SPZOUE (QV WN

(@) Aurweiopue- 3y/8uw g sruddseu e “Aureyoy 3y/8uw g1 (D) Aureyoy 3y/Bw oz (g) Autwrejajure-q 3y/8w g () Aumrelsjue-q
3y/8w | nwepod od Aururedop niuazdis m Aueruyz “eimoyzeid 21g31qo m Autwredop eruszdys ueiwz Asidez duzoAnowelomI[RL, b Ay

82

U “sBI)) U ‘SRz
me. g m
L0 z :
, by 4
& )
= o

-

a b i
- v g B
R 2

wmi ‘SRz M ‘Sez))
e & m
(L »
_ z . g
8 i &
,, ., , h o m. A w
o '_ 1 - e ..W .; »
3 & — L e m
g ¥ e - =




83

zachodzacych zjawisk synaptycznych, jednak niestety stabg strona tej techniki
jest jej srednia mozliwo$¢ rozroznienia  poszczegdlnych  zwiazkow
neurotransmisyjnych. Z drugiej strony, woltametria cykliczna oferuje zaréwno
dobry rozdzial czasowy jak i chemiczny badanych zjawisk synaptycznych.
Natomiast szybka chronoamperometria daje dobry rozdzial czasowy i $redniej
Jakosci rozdzial chemiczny obserwowanych zjawisk [6].

Obecnie pojawiajg si¢ szerokie perspektywy zastosowania (i tym samym
polaczenia) woltametrii z innymi metodami eksperymentalnymi, na przykiad
metodami rejestracji czynnosci bioelektrycznej moézgu. Przykltadem moze byé
zastosowanie woltametrii do obserwacji zmian uwalniania noradrenaliny
w obszarze pél projekcyjnych z miejsca sinawego (LC), w odpowiedzi na
pojedyncze wstrzyknigcia (dokomorowe czy dozylne) morfiny u szczuréw.
Badania elektrofizjologiczne wykazaly, ze pojedyncze dawki morfiny powoduja
nie tylko proste obnizenie aktywno$ci bioelektrycznej neuronéw
noradrenergicznych miejsca sinawego, ale réwniez indukuja synchroniczne
wyladowania oscylacyjne w obrgbie LC. Wykorzystujac chronoamperometrig,
stwierdzono zwigkszenie uwalniania noradrenaliny w obrgbie zakretu zgbatego
formacji hipokampalnej zsynchronizowane z aktywnoscia neuronéw LC [8].

Innym z kolei zastosowaniem tej metody jest jej wykorzystanie do
pomiaru aktywnosci uktadu glutaminergicznego w mézgu. Pomimo tego, ze ten
pobudzeniowy  system neurotransmisyjny jest w mdzgu  szeroko
rozpowszechniony, to obserwacja jego aktywno$ci w czasie rzeczywistym jest
niezwykle trudna. Rozwiazaniem tego problemu jest wykorzystanie woltametrii
w polaczeniu ze specjalnie skonstruowang elektroda enzymatyczna [16, 17].

Wymienione wyzej zastosowania i perspektywy rozwoju woltametrii sq
jedynie wybranymi przez autoréw niniejszego opracowania przykladami
wykorzystywania tej metody we wspélczesnych badaniach
neurofizjologicznych. Pelna analiza wszystkich zastosowan tej metody
eksperymentalnej w znacznym stopniu przekracza cel niniejszego opracowania.
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