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Editoriale

Gicsensoni costituiscoene un capitele impantante della Medicina e stanne
spragressivamente estendendo le bone applicazieni in maniera silenzicsa ma
inawestabile. Va subite precisate che con il texmine di biosensare si intende un
complesse costituite da une strate “sensone” capace di interagite con un particelare
campasto ed un elemente che funge da trasduttere di segnale e registra queste
Jl texmine “bic” della parela bicsensore, fa rifexmente al sensone e non
allanalita: questo costituisce un cencette di netevale impontanza poiché significa che
le applicazieni di guesti non é vistietta al campe bioclegice (di cui la biomedicina
castituisce un aspette particolare) ma anche ad altri campi quali il meniteraggio
ambientale e il controllo dei processi.

Iniziamme ad intetessanci ai bicsenseri tanti anni fa e stabilimma i primi contatti,
diventati paei amicizia, can il Prof. Palleschi, allora rientrate da una importante
espevienza a New Onleans can il Prof. Quillault.

Sebbene intuissima le potenzialita del sistema non pensavame, come giwstamente
sottalinea Cautare di questa prezissa menagrafia, che ba diffusione cammenciale
aueblie naggiunte una dimensione cosi significativa in un cosi breve tempo.

€ non bisogna essere dei profeti per intuire che siame sole all’esondie di una nuova
exa in cui vedremo diffondere in maniera massiccia la tecnologia dei bicsensori per
sispondere in maniena puntuale a due esigenze fondamentali ivinunciabili pex tutti gli
esami di babioratorio: Cecenamicita e la siduziene del tempo globiale che intexcovte tua il
mamenteo in cui si procede al prelieve del campione e quelle in cui il visultate é
materialmente disponibiile per il clinico che deve prendere una decisione sia diagnostica
chie texapeutica, il turnareund time (TAT ) degli anglosasseni. Nel leggere questa
maenegrafia si pessonc cogliete tutti i genmi che saranne il future di questa tecnologia
e chie gli autati hanne petcense sin dalle exnigini con cantribiuti scientifici originali

Giuseppe Palleschi, professore stracrdinatie di Chimica nalitica presse la
Facelta di Scienze Matematiche Fisiche e Naturali e Direttore del Dipantimente di
Scienze e Tecnolagie Chimiche dell Universita di Roma Ter Vergata, si eccupa di
biasensani elettrochimici da oltre 20 anni ed ha pubiblicate tantissimi anticeli e evisioni
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sull'argemente. Lowreate in Chimica presse U'Univensita di Rema ""La Sapienza’, in
seguite ha maturate una notevale esperienza a livello internazienale lavorande per
cinea tre anni negli Stati Uniti a fiance del Prof. Guilbault, quindi "visiting scientist"
in Giappone presse il Frnaf. Kavubie ed a Cranfield in Inghilterra presse il Prof.
Junner. Ha tenuto e tiene canferenze in Jtalia ed all'estero su queste argomento., é
state "invited speaker' in malti cangressi intennazionali ed invitate a tenere seminari
sulle applicazioni dei biosensari in Medicina presse ba Face Univensity di NMew Yonk,
le Univensita di New Onleans, Oxford, Manchester, Mewcastle, Cranfield, il centro
CBE in Gevmania e presse il Tefye Institute of Technalogy. Fa pate del guppo
eurapec dei biasensani, é caandinatare di un progette eurapee sulle sviluppa di
immunosensari per le tossine e pantner di un altwe progetto ewrapeo. che riguarda lo
sviluppo di biosensari per il contrallo della qualita degli alimenti. I& Prof. FPalleschi
fa incltre paste di un pragramma eurapee ""Tempus-Fare' e di una "European
Concented Uction" per bo suiluppe di biosensari per U'ambiente. Infine nell'ambito. del
progetto finalizzate CAR "Beni Culturali” sta sviluppande ultramicroelettrodi per
la prevenzione ed il contrallo. "on line'' del degrada di manufatti axtistici.

JE Datt. Compagnene é attualmente ricevcatare presse il Dipartimento. di Scienze e
Jecnalagie Chimiche dellUnivensita di Rema "Tor Vergata". Lawteatasi in Scienze
Biclagiche nel Luglic 1987 presse il Dipartimento di Biclogia dell'Universita di
Rama ""Tern Vergata", ha successivamente conseguite it titolo di Dettore di Ricerca in
"Enzimologia applicata alle Scienze Mediche" presse il Dipartimento di Scienze e
TJecnologie Biomediche dell"Universita dell'Uquila degli Qburzzi (Giugno 1992) ed
il Ph.D in Bictecnolagie presse il Biotechnalogy Centre del Cranfield Institute of
TJechinelogy, Inghilteva (Aprile 1993). IL Dott. Compagnone ha svolte attivita di

sicenca come bansista e ""senion nesearchen' presse divensi centrni a Chieti, New

Oleans, ed a Conk, EIRE.

La datt.ssa Danila Mascene, sicercatrice pressa il Dipartimento di Scienze e
Jecnologie Chimiche dell'Univewsita Ter Vergata di Rema, é laweata in Chimica, e
da eltre 15 anni ba sua attivitd scientifica fa riguardate la realizzaziene e
caratterizzazione analitica di elettrodi ad enzima di varia natura. Nel 1985 ha date
congiunzione con il Lancreas ntificiale; fa in sequito portate avanti differenti linee di
sicenca inexenti ba misura di metabioliti dinettamente in vive in settocute. Questo. tipo di
sicenca fa richiesto €' acquisiziane di cancscenze in divense discipline came la
biccampatibilita, la bicingegneria, le tecnologie di membrana, per approfondive le
quali ba dett.ssa Mascene si é wecata presse. il prof. . M. Vadgama dell’ Universita
di Manchester (U.K.), pressa il praf. U. Ungenstedt del Harolinska Institutet di
Staccolma (Svezia). Nel 1994 é stata aspite per circa un anne del guppe di ticewca
del praof. §. Korf pressa E'Univensita di Guoningen ((landa), dove ha approfendite it
probilema del campionamenta in vive utilizzande una nucva tecnica, 'ultrafiltrazione.

Sergio Rassu
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Introduzione

Quando nel 1989 venne pubblicato il volume “Biosensori in Medicina”, e-
dito dalla Medical System / Caleidoscopio, Volume 42, Maggio 1989, nella
parte finale (pp. 53-55) riportai alcuni sviluppi, applicazioni e prospettive fu-
ture dei biosensori, accennando a dei dispositivi monouso per la misura del
glucosio su una goccia di sangue intero, in modo semplice, estremamente
rapido e poco costoso. Allora non immaginavo che le previsioni riportate
fossero meno ottimistiche di quanto si & verificato in questi ultimi anni.

La strumentazione clinica utilizzante i biosensori si & sviluppata notevol-
mente sia nel settore degli strumenti da banco per laboratorio, sia nell’'uso di
strumenti trasportabili “pocket size” utilizzanti biosensori monouso.

Attualmente le ditte che vendono dispositivi monouso basati su trasdut-
tori di segnale elettrochimico sono riportate nella Tabella 1, mentre la
Tabella 2 riporta gli analizzatori clinici basati sull’'uso di elettrodi ad enzima.

Modello Industria Analita Intervallo di misura
ExacTech MediSense (U.S.) Glucose 1.1-33.3 mM
Satelite G Glucose 2.0-33.3mM
Glucometer Elite  Bayer Diagnostic (Germany) Glucose
i-STAT PCA i-STAT Corp. Princeton (U.S.) Glucose 2.9-23.6 mM
Urea 1.0-43.0 mM
Mediasensor 2001 MedTest Systems (U.S.) Glucose
Uric acid
BSE ORION Anal. Technol. Inc. (U.S.) Glucose 1.6-16.0 mM
/ DOSIVIT (France) Sucrose 1.6-16.0 mM
Lactose 1.6-16.0 mM

Tabella 1. Elettrodi ad enzima basati su dispositivi monouso.
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Industria, Modello Analita Intervallo Frequenza Precisione Stabilita
Paese di linearita  di campionamento CV (%)
(mmol/l) (h'h)

Yellow 23A glucosio 1-45 40 <2 300 campioni
Springs 23L lattato 0-15 40
Instrument 27 etanolo 0-60 20 <2
Co., USA lattosio 0-55 20 2

galattosio 0-55 20 2

saccarosio 0-55 20 2
Zentrum fir Glukometer glucosio 0.5-50 60-90 15 >1000 campioni
Wissenschaftlic GKM acido urico 0.1-1.2 40 2 10 giorni
hen Gerétebau,
GDR
Fuiji Electric, GLUCO 20 glucosio 0-27 80-90 17 500 campioni
Japan a-amilasi 30 4-5
Daiichi, AUtoSTAT glucosio 1-40 60-120 3
Japan GA-1120
Radelkis, OP-GL- glucosio 1.7-20 40 5-10 240 giorni
Hungary 7110S
USSR ExAnN glucosio 2.5-30 20 >3
La Roche, LA 640 lattato 0-8.3 <5 40 giorni
Switzerland
Omron Tateisi, HER-100 lattato 0-8.3 <5 >10 giorni
Japan
Seres, Francia Enzymat glucosio 0.3-22 60

colina 1.0-29 60

L-lisina 0.1-2 60

D-lattato 0.5-20 60
Tacussel, Gluco- glucosio 0.05-5 90 <2 >2000 campioni
Francia processeur
Prifgerate- ADM 300 glucosio 1-100 80 <2 >2000 campioni
Werk
Medingen, (ESAT glucosio 120-130 <15 10 giorni
GDR 6660) lattato 120 <2 14 giorni
(Eppendorf, acido urico 80 <2 10 giorni
FRG)

Tabella 2. Analizzatori che utilizzano elettrodi ad enzima.
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Questo volume ¢ stato scritto per aggiornare i lettori sull’evoluzione dei
biosensori elettrochimici nel settore chimico-clinico dalla fine degli anni 80
sino ai giorni nostri.

Pertanto per una conoscenza piu approfondita dei concetti di base e ap-
plicazioni dei biosensori si rimanda il lettore al Volume Caleidoscopio n® 42
“Biosensori in Medicina” e a testi piu specialistici riportati nella bibliografia.

In questo volume affronteremo alcuni argomenti che sono all’avan-
guardia nello sviluppo ed applicazione dei biosensori elettrochimici nel
settore medico.

A) Analisi chimico-cliniche tradizionali utilizzanti biosensori
elettrochimici;

B) Elettrodi ad ago per misure “in vivo”;

C) Microdialisi e biosensori;

D) Biosensori non invasivi, misure nella saliva e nel sudore.
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Biosensori in chimica clinica: applica-
zioni recenti

Introduzione

Recentemente lo sviluppo e I’'applicazione dei biosensori nel settore me-
dico, ambientale ed alimentare ha suscitato un notevole interesse sia dal
punto di vista accademico che industriale. Un numero sempre maggiore di
congressi internazionali riserva spazio ai biosensori, tra cui uno biennale
specificamente dedicato al tema; parallelamente é in continuo aumento il
numero di riviste scientifiche che si occupano di questo argomento mentre
appaiono sempre piu spesso articoli riguardanti le applicazioni dei
biosensori soprattutto nel settore medico su organi di informazione quali
guotidiani e settimanali. Recentemente sono stati finanziati progetti CEE
riguardanti biosensori nel settore clinico, ambientale ed alimentare, e nel
1989 si e costituita una “European Concerted Action” finanziata dalla CEE
per il tema “Chemical Sensors for in Vivo Monitoring”.

Un biosensore € definito come un dispositivo analitico contenente un si-
stema biologico reattivo in intimo contatto con un trasduttore di segnale. |
sistemi biologici utilizzati possono essere enzimi, anticorpi, membrane biolo-
giche, batteri, cellule, tessuti animali o vegetali; questi interagiscono diretta-
mente o indirettamente con il metabolita da determinare e sono responsabili
della specificita del sensore. In base al tipo di reazione il trasduttore di
segnale puo essere di tipo elettrochimico, ottico, calorimetro od acustico.

Allo stato attuale i biosensori maggiormente utilizzati sono quelli di tipo
elettrochimico per la versatilita, il basso costo della strumentazione e rea-
genti, sensibilita e rapidita di misura. Nel nostro laboratorio di ricerca sono
stati sviluppati e caratterizzati analiticamente biosensori elettrochimici per la
determinazione delle transaminasi, della lattico deidrogenasi, del salicilato,
dell’alanina, del glutatione.

I. Ladeterminazione dell’attivita della aspartato aminotransferasi (AST) nel
siero € indice di fondamentale importanza nella diagnosi di patologie
epatiche. | metodi colorimetrici e di assorbimento nell’UV utilizzati nella
routine rappresentano spesso un compromesso tra praticita e accuratezza
dell’analisi a causa di reazioni spurie che possono produrre variazioni di
assorbanza alla lunghezza d’onda di misura. L’elettrodo a glutammato
da noi sviluppato per la determinazione di AST e ALT ¢ stato assemblato
in modo da eliminare le interferenze dovute alla matrice permettendo
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una determinazione veloce e riproducibile dell’attivita transaminasica. A
causa del basso costo e delle caratteristiche analitiche il metodo proposto
si presenta come una buona alternativa al dosaggio spettrofotometrico di
AST e ALT.
Il. La lattico deidrogenasi umana (LDH) & una proteina tetramerica che da
origine a cinque forme isoenzimatiche presenti in quantita e rapporto
differenti in organi quali cuore, rene, encefalo, fegato e nel tessuto
muscolare scheletrico. L’attivita enzimatica nel siero risulta notevolmente
aumentata durante I'infarto miocardico con valore massimo raggiunto
dopo 48 ore. Un aumento dell’attivita é stato inoltre osservato in altre
condizioni patologiche, in particolare patologie epatiche ed anemia per-
niciosa. L’elettrodo a NADH realizzato per le misure di LDH ¢ stato as-
semblato con la stessa configurazione di membrana utilizzata per I'AST e
I’ALT, e presenta quindi caratteristiche simili di riproducibilita e rapidita
di misura. Inoltre, I’enzima immobilizzato (NADH ossidasi da Thermus
Agquaticus) consente di misurare in un intervallo di pH molto ampio (4.5 -
9.5) senza variazione di sensibilita.
.1 salicilati sono largamente usati come agenti terapeutici; nella forma piu
comune come acetilsalicilati che vengono rapidamente idrolizzati in cir-
colo. Le concentrazioni terapeutiche effettive sono prossime a quelle tos-
siche per cui in alcuni casi &€ necessario un monitoraggio frequente o con-
tinuo del farmaco. Le tecniche di dosaggio di routine sono di tipo spettro-
fotometrico o in HPLC; le prime possono essere soggette ad interferenze
mentre le seconde non si prestano ad analisi d’urgenza o continue. Il
biosensore per il dosaggio del salicilato utilizza un elettrodo ad ossigeno
di Clark in una cella a flusso permettendo la misura di salicilato in tempo
reale e senza alcun tipo di interferenze da parte della matrice.
IV.L’alanina € un analita molto importante nel metabolismo del glucosio
poiché ¢ uno dei maggiori precursori gluconeogenetici. E’ stato riportato
in letteratura che la concentrazione di alanina in pazienti con diabete
mellito insulino-dipendente € inferiore rispetto a soggetti normali
probabilmente per un maggior utilizzo del metabolita nel processo
gluconeogenetico.
Il trattamento con insulina riporta i valori alla normalita. Al contrario in
soggetti non insulino-dipendenti é stata trovata una concentrazione piu
alta del normale. La determinazione di alanina viene effettuata con
metodiche fluorimetriche o in HPLC; recentemente sono stati sviluppati
anche sensori ottici ed elettrochimici per la determinazione in continuo
del metabolita. Il biosensore messo a punto dal nostro gruppo presenta il
vantaggio di una maggiore semplicita in quanto le reazioni enzimatiche
coinvolte nella misura sono due ed inoltre necessita di un solo cofattore
in aggiunta al tampone di lavoro: I’a-chetoglutarato.
V. Il glutatione (GSH) & un tripeptide coinvolto in molte funzioni cellulari.

10
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La sua funzione principale negli eritrociti € quella di agente antiossidante
e detossificante. Variazioni del livello eritrocitario di GSH sono state
osservate in caso di deficienze enzimatiche (g glutamiltransferasi, GSH
sintetasi, G6PD) e di disordini ematologici. Inoltre la somministrazione di
un notevole numero di farmaci puo alterare il contenuto di GSH eritro-
citario a causa di un suo ruolo nella escrezione di composti esogeni come
derivati dell’acido mercapturico. Le metodiche per la determinazione del
GSH vengono divise in tre gruppi: chimiche, enzimatiche e in HPLC.
Ognuna di queste richiede pretrattamento del campione o lunghi tempi
di analisi che sono particolarmente problematici in quanto il GSH tende
facilmente ad ossidarsi a GSSG. La determinazione del GSH da noi pro-
posta presenta il vantaggio di tempi di misura molto rapidi (2 min) e non
richiede alcun pretrattamento del campione; inoltre nel tampone di
lavoro non & necessaria I’aggiunta di alcun cofattore.

Determinazione di AST e di ALT

Il dosaggio prevede le seguenti reazioni:

1. aspartato + a-chetoglutarato ® glutammato + ossalacetato
2. alanina + a-chetoglutarato ® glutammato + piruvato
3. glutammato + O, + H,O ® a-chetoglutarato + NH3; + H,O;

La prima reazione é catalizzata dalla AST, la seconda dalla ALT, la terza
dalla glutammato ossidasi. L’acqua ossigenata prodotta dalla glutammato
ossidasi, immobilizzata covalentemente su una membrana Immobilon AV,
viene rilevata da un elettrodo di platino polarizzato a +650 mV vs. Ag/AgCl
producendo una corrente proporzionale all’attivita dell’enzima in soluzione.
Il biosensore é stato assemblato ponendo una membrana di acetato di cellu-
losa di taglio molecolare 100 D sulla superficie elettrodica; su questa é stata
posta la membrana enzimatica e una membrana esterna di policarbonato
(con pori di diametro 0.03 nm) a protezione dell’enzima da proteasi e attac-
chi batterici (Fig. 1).

Le curve di calibrazione per I'AST e I’ALT ottenute a 25, 30 e 37°C sono
mostrate nelle Figure 2 e 3. L’attivita enzimatica é stata calcolata immergen-
do il sensore in 2 ml di tampone fisiologico Dulbecco contenente i substrati
(20 mmol/L di aspartato + 10 mmol/L di a-chetoglutarato per il dosaggio
dell’AST, 400 mmol/L di alanina + 10 mmol/L di a- chetoglutarato per il
dosaggio dell’ALT) e lasciato equilibrare per 30 secondi. Sono state quindi
aggiunte soluzioni standard di enzima ed ¢ stata registrata la variazione di
corrente per 3 minuti.

11
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— — Catodo di Ag/AgCl
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Figura 1. Assemblaggio di un biosensore basato su un elettrodo ad H;O,.
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Figura 2. Calibrazione di AST con I'elettrodo a glutammato a 25 ([J), 30 (4A)
e 37 °C (o).
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Figura 3. Calibrazione di ALT con I'elettrodo a glutammato a 25 (), 30 (A)
e37°C (e).

Il limite di rilevabilita (definito come il valore 5 volte maggiore del
rumore di fondo) é di 0.2 U/L per entrambi gli enzimi. La deviazione
standard relativa (CV) calcolata su 10 prove effettuate ad una concentrazione
di 2 U/L é stata del 6% per I’AST e del 7% per I'ALT.

Al fine di mostrare I'influenza della matrice sierica sulla misura sono stati
effettuati degli studi di recupero in siero diluito 1:12 nel tampone. | valori
ottenuti (Tab. 3) indicano buoni valori di recupero per il glutammato, e per
entrambi gli enzimi; il basso valore ottenuto dopo I'aggiunta di 10 nmol/L
di glutammato (91%) € comprensibile poiché dopo la diluizione 1:12 si
ottiene un aumento di glutammato inferiore a 1 nmol/L che rappresenta il
limite di rilevabilita del sensore.

La misura di AST e ALT con questo biosensore non presenta interferenze
da parte di composti presenti nel siero.

Infatti, i principali interferenti dal punto di vista elettrochimico, I'acido
ascorbico e I'acido urico, sono schermati dalla presenza della membrana di
acetato di cellulosa posta sull’elettrodo di platino.
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Quantita aggiunta Valore misurato Valore atteso  Recupero
%
Glutammato 0 1.2.10° - -
mol/L 1.0.10° 2.0.10°% 2.2.10°% 91
1.0.10* 1.1.10* 1.12.10* 98
1.0.10°3 1.0.10°8 1.01. 103 99
AST, U/L 0 12 - -
20 34 32 106
40 48 52 92
80 90 92 98
ALT, U/L 0 20 - -
20 42 40 105
40 63 60 105
80 101 100 101

Tabella 3. Studio di recupero di glutammato, AST e ALT in siero diluito 1:12.

L’unico potenziale agente interferente che deve essere controllato e
I’acetaminofene presente in medicinali analgesici e antipiretici; I’analisi
quindi puo essere effettuata solo 24 ore dopo la somministrazione di tali
medicinali.

I valori ottenuti con il biosensore su 80 campioni di siero sono stati
confrontati con quelli ottenuti utilizzando il kit della Boehringer Mannheim
per il dosaggio spettrofotometrico (Fig. 4 € 5). Le equazioni derivate dalla
analisi di regressione sonoy = 0.968x + 1.651 (r = 0.993) per I’'AST ey =
0.996x + 0.078 (r = 0.994) per I’'ALT, dove y = metodo amperometrico e X =
metodo spettrofotometrico.

Determinazione di LDH

Lo schema di reazione ¢ il seguente:

1. NADH + H*+ O, ® NAD* + H,0,

2. Piruvato + NADH + H*® Lattato + NAD*

L’enzima NADH ossidasi, che catalizza la prima reazione, é stato purifi-
cato da Thermus Aquaticus ed immobilizzato covalentemente su membrana
Immobilon AV utilizzando BSA (siero alboumina bovina) e glutaraldeide. La
seconda reazione ¢ catalizzata dalla lattico deidrogenasi. Il biosensore é stato
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Figura 4. Dosaggio di AST spettrofotometrico e con il biosensore su 80
campioni di siero.
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Figura 5. Dosaggio di ALT spettrofotometrico e con il biosensore su 80
campioni di siero.
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assemblato in maniera analoga a quello per I’AST e I’ALT.

La curva di calibrazione per I'LDH (a 25°C) e riportata in Fig. 6. Dopo
stabilizzazione della corrente di fondo in presenza di LDH (standard o
campione), NADH é stato aggiunto in soluzione (concentrazione finale 0.02
mmol/L) e la risposta registrata fino alla formazione dello stato stazionario
(2 minuti). Il piruvato (concentrazione finale 0.6 mmol/L) e stato utilizzato
come starter della reazione e la diminuizione di corrente nei primi 2.5 min,
dovuta al consumo di NADH da parte della lattico deidrogenasi, messa in
relazione all’attivita. Il limite di rilevabilita nelle condizioni sperimentali
utilizzate é risultato essere di 2 U/L, con un CV del 6% (50 U/L).

Gli studi di recupero in siero diluito 1:20 hanno dato valori compresi tra
il 94 ed il 107%, sia per il NADH che per 'LDH (Tabella 4).

Il dosaggio dell’LDH di tre campioni di siero e di due sieri di controllo
effettuato con il biosensore é risultato comparabile a quello effettuato con un
kit spettrofotometrico (SIGMA) con errore relativo variabile dall’l al 6%
(Tabella 5).

300 |-

200
g
i3
3
2
=
&
5 100
@)

0 | ! | | |
0 200 400 600 800 1000
LDH (U/L)

Figura 6. Calibrazione di LDH con il biosensore a NADH a 25 °C.
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Valore iniziale Quantita aggiunta Valore atteso Valore trovato Recupero
(%)
NADH (mol/L)
- 1.10°% 1.10°6 1.05. 10 105
- 5.10° 5.10° 4.80.10° 96
- 1.10°% 1.10% 0.98. 10% 98
- 2.10° 2.10°% 2.03.10°% 101
LDH (U/L)
145 50 195 184 94
145 100 245 240 98
145 200 345 367 106
145 300 445 476 107
145 400 545 526 96

Tabella 4. Recupero per NADH e LDH in siero diluito 1:20.

Campione Spettrofotometrico ~ Amperometrico Errore relativo
urm U (%)

Accutrol 240 231 4

Nortrol 135 133 1

1 110 104 6

2 172 180 5

3 143 148 3

Tabella 5. Determinazione di LDH in siero effettuata con il biosensore e con
una metodica spettrofotometrica
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Determinazione del salicilato

L’enzima salicilato idrossilasi catalizza la seguente reazione:

salicilato + NADPH + H* + O, ® catecolo + NADP+ + H,0 + CO;

La reazione é dipendente dalla concentrazione di NADPH e di O; in
soluzione, che devono essere presenti in eccesso nel tampone di misura. Il
biosensore per il salicilato é stato assemblato ponendo la membrana
enzimatica e una membrana di policarbonato su un elettrodo di Clark; la
determinazione ¢ stata effettuata in un sistema a flusso continuo (Fig. 7) in
tampone fosfato 0.065 mmol/L pH 6.8 contenente NADPH 1 mmol/L.

La risposta del sensore con I’enzima immobilizzato su rete di nylon e su
membrana Immobilon AV é lineare nell’intervallo 10-200 nmol/L di
salicilato (Fig. 8). Oltre questo valore la non-linearita € dovuta alla
concentrazione di O presente (la solubilita dell’O; in tampone fosfato a 25°C
ead 1 atm. e 2.6 x 10 mol/L).

L’optimum di pH per I'enzima immobilizzato covalentemente € intorno a
6.8. L’analisi é stata effettuata a 25°C poiché a temperature superiori € stata
osservata una diminuizione del rapporto segnale/rumore di fondo dovuta
alla variazione del coefficiente di diffusione della membrana gas permeabile
dell’elettrodo di Clark. La velocita di flusso selezionata per la misura € 0.2
ml/min; a questo flusso il biosensore presenta un tempo di risposta di 2 min.

I Registratore

| gg [ = o ] coE=——a

Elettrodo P 0o oo °

\;H ompa [°° o o o0
Amperometro

Scarico

Campione

Figura 7. Sistema a flusso per la determinazione di salicilato.
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Figura 8. Curva di calibrazione per il salicilato.

Studi di recupero effettuati su 15 campioni di siero aggiungendo ad
ognuno 205 e 410 mg/L di salicilato hanno dato valori tra il 93 e il 102%
(Tab. 6) dimostrando che il metodo appare adatto per la misura in siero.

Il confronto tra i valori ottenuti con il biosensore precedentemente
calibrato con sieri di controllo diluiti 1:30 e quelli ottenuti con il metodo
TDx(R) (immunofluorescenza) della Abbott per 15 sieri umani che pre-

sentavano valori bassi, normali e alti di salicilato € mostrato in Tabella 7 (y =
0.998x - 1.075; r = 0.9992).
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Siero Aggiunta Valore Valore % Aggiunta Valore Valore %
(mg/L) atteso misurato Recupero (mg/L) atteso misurato Recupero
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 0 220 - 0 215 -
205 425 413 97 410 625 581 93

2 0 230 - 0 230 -
205 435 423 97 410 640 596 93

3 0 215 - 0 210 -
205 420 396 94 410 620 633 102

4 0 204 - 0 205 -
205 409 401 98 410 615 583 95

5 0 226 - 0 220 -
205 431 415 96 410 630 614 97

6 0 224 - 0 220 -
205 429 432 99 410 630 613 97

7 0 208 - 0 210 -
205 413 401 97 410 620 615 99

8 0 215 - 0 215 -
205 420 405 96 410 625 602 96

9 0 227 - 0 225 -
205 432 418 97 410 635 642 101

10 0 232 - 0 230 -
205 438 415 95 410 640 617 96

11 0 205 - 0 203 -
205 410 418 102 410 613 595 97

12 0 215 - 0 218 -
205 420 420 100 410 628 582 93

13 0 220 - 0 220 -
205 425 410 96 410 630 605 96

14 0 218 - 0 216 -
205 423 415 98 410 626 630 99

15 0 222 - 0 225 -
205 427 430 99 410 635 613 97

Tabella 6. Recupero di salicilato in 15 campioni di siero.
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Salicilato mg/L
Siero Metodo di riferimento Metodo amperometrico E%

ne

1 54 52 3
2 51 51 2
3 52 50 4
4 205 207 1
5 224 214 4
6 215 217 1
7 223 218 2
8 227 224 1
9 230 237 3
10 215 218 1
11 215 213 1
12 226 220 3
13 435 440 1
14 458 457 0
15 423 412 3

Tabella 7. Confronto tra i valori di salicilato per 15 campioni di siero ot -
tenuti con il biosensore e con il metodo di riferimento.

Determinazione dell’alanina

La determinazione dell’alanina ¢ stata effettuata sulla base delle seguenti
reazioni:

alanina + a- chetoglutarato ® piruvato + glutammato

glutammato + O, + H,O ® a- chetoglutarato + NHz; + H,0,

La prima reazione é catalizzata dalla ALT, la seconda dalla glutammato
ossidasi. Entrambi gli enzimi sono stati immobilizzati su una membrana di
policarbonato utilizzando la glutaraldeide come agente bifunzionale per la
formazione di legami crociati tra i gruppi amminici proteici liberi. Il
biosensore ¢ stato assemblato ponendo questa membrana enzimatica su un
elettrodo ad H,0..

21



Palleschi G., Moscone D., Compagnone D. Biosensori elettrochimici in Biomedicina

Se nel tampone di misura (Dulbecco) & presente una concentrazione
costante di a-chetoglutarato la variazione di corrente registrata
dall’elettrodo ad acqua ossigenata & proporzionale alla concentrazione di
alanina in soluzione.

In Figura 9 € mostrata la curva di calibrazione per I'alanina dopo I’ot-
timizzazione di parametri quali pH (7.4), temperatura (25°C) e con-
centrazione di a-chetoglutarato (1 mmol/L). Il limite di rilevabilita e di 2 x
10 mol/L con una linearita di risposta fino a 10 mol/L. Il Coefficiente di
Variazione (CV) é intorno al 10% con un tempo di risposta intorno ad 1
minuto. Se utilizzato in modo continuo il biosensore perde il 50% della
sensibilita dopo 15 giorni, questo a causa della inattivazione della ALT
immobilizzata. La risposta al glutammato invece, rimane pressoché costante
durante questo periodo.

La selettivita del sensore e stata valutata misurando la risposta a diversi
composti come mostrato in Tabella 8.

15 -+

Corrente (nA)

0.0 T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

Alanina mmol/L

Figura 9. Curva di calibrazione per I'alanina.

22



Palleschi G., Moscone D., Compagnone D. Biosensori elettrochimici in Biomedicina

Composto Attivita relativa (%)

Alanina 100
Glutammato 722
Aspartato 11
Asparagina 12
Glutammina
Cisteina*
Ornitina
Triptofano
Leucina
Isoleucina
Arginina
Prolina
Metionina
Lattato

Urea
Piruvato

N
(o]

eNeoNeNelolNelNolNoNo NNl

* Questo segnale é dovuto alla ossidazione diretta della cisteina sull’elettrodo di platino.

Tabella 8. Studio delle interferenze per il biosensore ad alanina.

I principali interferenti per la misura nel siero sono il glutammato e la
glutammina presenti nel sangue a concentrazioni intorno a 4 x 10%e 5 x 10*
mol/L, rispettivamente. Per eliminare I'interferenza della glutammina e
stato deciso di effettuare le misure in un tampone di lavoro in cui fosse
presente glutammina ad una concentrazione superiore a 2 x 10 mol/L; a
guesto valore, infatti, la risposta del biosensore a variazioni di glutammina e
nulla poiché é stata raggiunta la saturazione.

L’interferenza dovuta alla presenza di glutammato é stata invece elimi-
nata ponendo sul sensore una seconda membrana enzimatica sulla quale
sono stati immobilizzati gli enzimi glutammato ossidasi e catalasi. In questo
modo il glutammato che arriva alla superficie del sensore reagisce con la
glutammato ossidasi presente sulla membrana esterna al contrario dell’a-
lanina che la attraversa per essere processata a livello della seconda mem-
brana. L’'H,0; prodotta esternamente viene eliminata dalla catalasi presente
anch’essa sulla membrana esterna.

La determinazione di alanina é stata quindi effettuata su 3 campioni di
siero (Tab. 9) e confrontata con quella ottenuta utilizzando una metodica in
HPLC; i risultati ottenuti sono in buon accordo e mostrano come sia
possibile misurare I’alanina nel siero con questo biosensore.
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Siero Biosensore CV% HPLC E%
(mol/L - 10-4) (biosensore) (mol/L - 10-4)

1 4.4 45 4.3 2.3
2 5.2 2.3 5.2 0.0
3 55 4.0 5.3 3.8

Tabella 9. Determinazione di alanina in siero effettuata con il biosensore e
con una metodica in HPLC.

Determinazione del glutatione

La misura del glutatione nella sua forma ridotta (GSH) e stata ottenuta
utilizzando I’enzima GSH ossidasi immobilizzato covalentemente su sup-
porti polimerici e posto su un elettrodo ad O; o, alternativamente, ad H>O..

Una membrana di policarbonato é stata posta esternamente a protezione
dell’enzima come nei biosensori descritti precedentemente. L’enzima
catalizza la seguente reazione:

2GSH + 0O, ® GSSG + H20;

La concentrazione di GSH puo essere quindi messa in relazione alla
diminuzione di O; o alla produzione H;0..

La procedura di immobilizzazione su Immobilon AV e risultata essere la
migliore per sensibilita di risposta e quantita di enzima immobilizzato
rispetto alle altre tecniche di immobilizzazione testate (Fig. 10). L’optimum
di pH per I’enzima immobilizzato ¢ a pH 6.5, in tampone fosfato 0.1 mol/L;
il tempo di risposta € intorno ai 2 min. Utilizzando I'elettrodo ad H,0; la
risposta al GSH ¢ lineare nell’intervallo 5 x 10/10° mol/L.

Studi di selettivita mostrano come gli unici agenti interferenti siano il 2-
mercaptoetanolo e il ditiotreitolo (Tab. 10) che non sono presenti in matrici
biologiche.

Studi di recupero su eritrociti emolizzati hanno mostrato valori molto
bassi per I'elettrodo ad H,0,. Questo fenomeno puod essere spiegato con la
presenza di catalasi negli eritrociti, infatti I’aggiunta di questo enzima nel
tampone di lavoro abbassa la risposta del sensore al GSH.

La misura con I'elettrodo ad O, presenta un intervallo di linearita inferio-
re (10°/2 x 10 mol/L ad un flusso di 1 ml/min (Fig. 11); ma non viene in-
fluenzata dalla presenza di catalasi. La determinazione del GSH eritrocitario
di 20 campioni di eritrociti umani é stata quindi effettuata utilizzando I'elet-
trodo ad O; e confrontata con quella ottenuta con il metodo spettrofotome-
trico di Griffith (Fig. 12).

24



Palleschi G., Moscone D., Compagnone D.

Biosensori elettrochimici in Biomedicina

10.00 |
Immobilon
I Immobilon
(BSA/GLUT)
1.00 |
g r Policarbonato
o) L (BSA/GLUT)
=i
% 010 | Rete di nylon
v F
0.01 |-
i L 1 II!llll 1 1 i\{lll[ 1 r\llll] 1 H |
0.001 0.010 1.000

[GSH ] (mmol/L)

Figura 10. Curve di calibrazione di GSH (elettrodo ad H,0;) ottenute
tramite immobilizzazione di GSH ossidasi su diversi supporti polimerici.

Attivita relativa (%)
Enzima immobilizzato Enzima in soluzione
pH 6.5 pH7.4

Glutatione 100 100
L-cisteina 10.1 59.1
D-cisteina 6.2 7.2
L-cisteina etilestere 8.4 9.6
N-acetil L-cisteina 2.3 8.3
D-penicilamina 0 0

Ditiotreitolo 378.1 22.8
2-mercaptoetanolo 19.1 29
Coenzima A 0 0

Tabella 10. Studio delle interferenze per il biosensore a glutatione.
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Figura 11. Calibrazione di GSH con elettrodo ad O..
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Figura 12. Dosaggio di GSH spettrofotometrico e con il biosensore su 20
campioni di eritrociti umani (mmol/L emolisato).
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Gli eritrociti sono stati lavati con soluzione fisiologica, emolizzati in H,O
e diluiti 1:100 nel tampone di lavoro. La retta ottenuta dall’analisi di
regressione é y = 0.91x + 0.24 (r = 0.975).

Conclusioni

Sono stati assemblati e caratterizzati analiticamente biosensori
elettrochimici per la misura di metaboliti di interesse chimico clinico quali
transaminasi, LDH, salicilato, alanina e glutatione. Misure di AST, ALT,
LDH e salicilato in siero e di glutatione in eritrociti hanno mostrato la
versatilita di questi biosensori per la determinazione in laboratorio in tempo
reale. Il biosensore sviluppato per la determinazione dell’alanina ha invece
mostrato caratteristiche appropriate per la misura in flusso continuo nel
sangue per studi di variazioni metaboliche dell’aminoacido in diabetologia.
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Biosensori invasivi

Elettrodi ad ago per misure “in vivo”

Uno dei maggiori motivi di interesse nei riguardi dei biosensori ¢ la loro
capacita di misurare in continuo specifici metaboliti o sostanze terapeutiche
che anche direttamente “in vivo”, senza la necessita di aggiungere reagenti o
prelevare campioni per la misura.

Perché un biosensore possa essere usato “in vivo”, esso dovra avere alcu-
ni requisiti addizionali rispetto a quelli necessari alla misura “ex vivo”, sia
pure in liquidi biologici, come ad esempio:

= essere biocompatibile;

= mostrare stabilita di risposta per tutto il tempo della misura (che puo
essere anche 24 ore o piu);

= misurare in un range di concentrazione pari al range fisiologico sia in
condizioni normali che soprattutto patologiche;

= essere miniaturizzabile, in modo che la sua inserzione “in vivo” e la
sua permanenza non siano dolorose;

= non risentire della presenza di sostanze interferenti presenti nei fluidi
biologici, che non possono essere eliminate.

La maggior parte della misure “ex vivo” di metaboliti viene effettuata sul
sangue; nel momento in cui si pensa di effettuare queste stesse misure “in
vivo”, il compartimento intravascolare anche se puo essere considerato il
sito pit ovvio di impianto per un sensore, si rivela essere anche il piu
pericoloso. Sensori posti direttamente in vena possono causare alti rischi di
infezioni vascolari e trombosi, rischi che aumentano per la presenza sulla
punta di questi sensori di strutture complesse quali enzimi e membrane, e
per le turbolenze generate nel flusso sanguigno in vicinanza del sensore.

Il tessuto sottocutaneo o quello intraperitoneale rappresentano invece dei
siti di inserzione meno pericolosi e di piu facile accesso, anche se la
concentrazione di alcuni metaboliti nel sottocute pud non essere esattamente
la stessa di quella nel sangue.

Misure del glucosio “in vivo”

Misure di glucosio “in vivo”, che allo stato attuale sono, insieme alle
misure di neurotrasmettitori cerebrali, quelle a livello pit avanzato, danno
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ad esempio stime controverse del livello sottocutaneo di questo metabolita.
Alcuni autori riportano in letteratura, ad esempio, che il glucosio
interstiziale appare identico a quello nel sangue in esperimenti su animali da
laboratorio (7, 8); altri autori riportano invece valori compresi tra il 44 ed il
46% (9); oppure valori tra il 72 ed il 78% di quello ematico (10).

Tuttavia, anche se la misura del valore “vero” di glucosio sottocutaneo &
ancora dibattuta, vi € sicuramente proporzionalita diretta tra le variazioni di
glucosio nel sangue e quelle riscontrate nel fluido sottocutaneo.

La larga diffusione del diabete nella popolazione ha portato molti studio-
si ad indirizzare le loro ricerche alla misura del glucosio in questi pazienti,
ed i risultati hanno poi dato loro ragione, poiché proprio in questi ultimi an-
ni le conclusioni di uno largo studio effettuato negli Stati Uniti e durato 10
anni, hanno dimostrato come lo stretto mantenimento di questo metabolita
entro i limiti normali riesca a ridurre grandemente le complicanze a lungo
termine legate a questa malattia (fino al 70% delle retinopatie diabetiche, ad
esempio).

Si puo quindi intuire come una misura in continuo ed “in vivo” di gluco-
sio possa essere di grande aiuto in questa direzione e per primi i ricercatori
giapponesi hanno realizzato negli anni ottanta (11) i primi biosensori im-
piantabili per il glucosio, con le dimensioni di un ago da insulina. La ricerca
ha in seguito coinvolto altri gruppi nel mondo (12, 13) e qui di seguito
riportiamo i risultati ottenuti nel nostro laboratorio nella realizzazione ed
applicazione di questi particolari biosensori.

I primi microelettrodi realizzati nel nostro laboratorio erano ottenuti inse-
rendo un filo di Pt del diametro di 50-100 mm e ricoperto da una sottile
guaina isolante di Teflon, nel lume di un ago ipodermico, che veniva poi
riempito di resina epossidica. Il filo di Pt veniva in seguito saldato al filo
centrale di un cavo coassiale, mentre I’'avvolgimento esterno del medesimo
cavo veniva saldato all’acciaio dell’ago in modo che esso potesse servire da
elettrodo di riferimento. Per ottenere la selettivita necessaria verso le sostan-
ze interferenti presenti nei fluidi biologici (essenzialmente acido ascorbico ed
urico), un primo strato di acetato di cellulosa veniva depositato sulla punta
del sensore ad ago mediante immersione dell’ago nella relativa soluzione e
successiva asciugatura. Con la stessa procedura un secondo strato di enzima
glucosio ossidasi veniva depositato sulla punta dell’ago; tuttavia per ottene-
re la linearita necessaria a misurare il glucosio “in vivo” nel range normale e
patologico, e stato necessario depositare un terzo strato di membrane che
riuscivano a ridurre I’accesso di glucosio allo strato enzimatico senza pero ri-
durre il passaggio dell’ossigeno necessario allo svolgimento della reazione
enzimatica.

Questa membrana esterna é stata realizzata sia attraverso la deposizione
di uno strato di poliuretano, sia fissando sulla punta dell’elettrodo un pez-
zetto di membrana di policarbonato reperibile commercialmente ma oppor-
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tunamente silanizzata per aumentarne la biocompatibilita e la linearita della
risposta.

In Fig. 13 si pud vedere un esempio del primo tipo di biosensore ad ago
da noi realizzato. Con questo tipo di geometria del sensore, i risultati pit af-
fidabili sono stati ottenuti usando come terzo strato la membrana di
policarbonato; con questa configurazione sono stati effettuati esperimenti
“in vivo” su animali di laboratorio.

Il procedimento di inserzione del biosensore ad ago era il seguente: un
ago catetere di Teflon veniva inserito sottocute sul dorso di un coniglio per
alcuni centimetri, poi I’ago di acciaio interno veniva rimosso e sostituito con
il biosensore preparato con lunghezza tale che la punta sporgesse di 1-2 mm
dall’ago di Teflon. | due aghi venivano bloccati insieme tramite I’attacco a
baionetta presente sui due, poi fissato sul dorso dell’animale con un pezzo di
cerotto adesivo. Il biosensore veniva poi collegato allo strumento di misura e
la corrente, prodotta dall’ossidazione del glucosio sottocutaneo in prossimita
della membrana enzimatica dell’elettrodo, misurata e registrata.

In Fig. 14 viene riportato il risultato di uno di questi esperimenti effettua-
to per un periodo di tempo di 4 ore su un coniglio non anestetizzato: si pud
notare come all’inizio il sensore misuri la concentrazione basale del glucosio

Figura 13. Riproduzione di un microbiosensore ad ago per il glucosio.
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Figura 14. Esperimento in vivo su un coniglio non anestetizzato: ai punti
marcati come A e D sul coniglio ¢ stato effettuato un carico di glucosio per
via orale; dopo circa 30 minuti si raggiunge nel tessuto sottocutaneo un
massimo (punti B e E, pari ad una concentrazione di circa 12,5 e 7,8 mM). |
punti indicati come C ed F rappresentano valori di glucosio basale pari a
circa 4,2 mM.

sottocutaneo del coniglio e come essa non venga depleta dallo svolgersi del-
la reazione enzimatica. Al tempo marcato come A e D nella figura al coniglio
veniva somministrato un carico orale di glucosio, seguito dopo alcuni minuti
da un corrispondente aumento del glucosio sottocutaneo misurato dal sen-
sore (14).

Nel tentativo di migliorarne le caratteristiche, nel nostro laboratorio ¢ sta-
to in seguito realizzato un secondo tipo di biosensore ad ago, questa volta
flessibile, e di conseguenza piu biocompatibile e meno doloroso. Esso era
realizzato intrecciando tra loro tre fili isolati di cui due di Pt, rispettivamente
I'elettrodo di lavoro e I'elettrodo ausiliario, ed uno di Ag clorurato, I'elettrodo
di riferimento; la dimensione finale del biosensore era all’incirca di 300 mm.

Sulla punta del sensore sono stati deposti i tre strati di membrane, ne-
cessari alla misura del glucosio “in vivo” e, al contrario dei sensori realizzati
precedentemente, sono stati ottenuti risultati riproducibili anche usando il
poliuretano come strato esterno limitante I’accesso di glucosio al sensore.
Prove di laboratorio mostravano un’ottima stabilita del biosensore durante
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24 ore di misura continua di glucosio standard per cui, per valutarne le
caratteristiche in presenza di fluidi biologici, sono state effettuate misure di
glucosio in sieri umani ricostituiti.

Come riportato internazionalmente da tutti gli autori che effettuano
ricerche sullo stesso argomento (10, 12), in presenza di fluidi biologici, questi
biosensori mostrano una diminuzione di sensibilita rispetto alla misura in
soluzione standard, che nel nostro caso si é rivelata essere pari al 50% nei
sieri diluiti 1:1 e all’80% nel caso di sieri non diluiti.

Questa diminuzione di sensibilita era in ogni caso reversibile, cioé rica-
librando il sensore in tampone fisiologico dopo la misura in siero, esso
recuperava integralmente la iniziale sensibilita.

Una possibile spiegazione di questo comportamento potrebbe essere
I’adesione allo strato esterno del sensore da parte delle proteine presenti nei
fluidi biologici.

In ogni caso, anche se ridotta, la sensibilita del microbiosensore era anco-
ra sufficiente per permettere misure “in vivo”, per cui esso e stato usato in
esperimenti di misura del glucosio sottocutaneo in ratti anestetizzati.

Il procedimento di inserzione sottocute é simile al precedente con la mo-
difica che in questo caso solo il sensore rimane sottocute poiché anche la can-
nula guida di Teflon viene rimossa dopo I'inserzione. Il risultato di uno di
questi esperimenti € mostrato nella Fig. 15: dopo circa 30 minuti, necessari a
che il sensore raggiunga un segnale stabile, il ratto é stato sottoposto ad un
carico endovenoso di glucosio infuso lentamente per una durata di 5 minuti.
Dopo un solo minuto dall’inizio del carico endovenoso si pud notare come
anche il glucosio sottocutaneo si innalza, come mostrato dal biosensore, e
raggiunge il picco massimo dopo circa 9 minuti.

Per avere delle misure di controllo, ogni 15 minuti aliquote di sangue ve-
nivano prelevate dalla coda del ratto e misurate con un sistema di riferimen-
to e i relativi valori sono riportati come punti nella figura. Il primo valore di
glucosio ematico misurato col sistema di riferimento é stato imposto uguale
al valore di glucosio sottocutaneo misurato con il microbiosensore, dopo di
che si e assunta una relazione lineare tra la corrente misurata dal sensore e la
concentrazione di glucosio nell’intervallo di misura (calibrazione ad un
punto).

Si pud notare come le variazioni di glucosio nel sangue e quelle nel sotto-
cute nel ratto siano in accordo con i due procedimenti. Questi risultati mo-
strano quindi come ci siano buone possibilita per questi dispositivi per la
misura in continuo ed “in vivo” del glucosio (15).
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Figura 15. Misura del glucosio sottocutaneo di un ratto anestetizzato
tramite un microbiosensore di seconda generazione. Le frecce rappresentano
una infusione endovenosa di glucosio, la linea continua la misura
sottocutanea, i punti rappresentano i corrispondenti valori di glucosio
ematico misurati con il sistema di riferimento.
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Microdialisi e Biosensori

Introduzione

La ricerca clinica e largamente basata su misure di varie sostanze nel
sangue. Da queste misure si traggono informazioni, ad esempio, su velocita
di produzione ed eliminazione di particolari sostanze, sulla cinetica e sulle
relazioni dose-effetto di farmaci destinati a particolari organi.

Queste misure, sebbene indispensabili, possono a volte soffrire di partico-
lari problemi: ad esempio, un certo numero di sostanze ed ormoni sono lega-
te nel sangue a larghe proteine di trasporto, mentre solo la forma libera rie-
sce a passare attraverso la parete venosa nello spazio extracellulare.

Anche se esiste un equilibrio di ripartizione in condizioni stazionarie,
questa distribuzione a livello di organo puo essere influenzata dalle pro-
prieta della sostanza stessa come la sua lipofilicita, la sua carica elettrica, ecc.

Lo spazio extracellulare invece & un interessante compartimento del cor-
po umano, crocevia di nutrienti, metaboliti, prodotti di eliminazione, tra-
smettitori, ormoni, farmaci e tossine che viaggiano tra le cellule.

Sebbene ci sia sempre stata la necessita di un metodo rapido ed attendi-
bile per misurare concentrazioni di sostanze attive nello spazio extracellu-
lare, la capacita di farlo & sempre stata limitata dalla impossibilita di prele-
vare campioni da questo compartimento.

Negli ultimi anni & stato sviluppato un metodo, la microdialisi, che apre
la possibilita di prelevare sostanze chimiche dal fluido extracellulare di ogni
tessuto del corpo, compreso il sangue, senza prelevare alcuna aliquota di
liquido; allo stesso modo permette di introdurre sostanze senza iniettare al-
cun liquido. Essa fu introdotta prima da Delgado nel 1972 (16), poi svilup-
pata soprattutto da Ungersted (17) e, fino a pochi anni or sono, applicata
essenzialmente a studi neurologici su cervello di ratti (18-20).

Negli ultimi anni pero questa tecnica é stata adattata a studi sull'uomo,
usando il tessuto sottocutaneo perché facilmente accessibile (21); tuttavia in
animali da laboratorio possono essere studiati la maggior parte dei tessuti e
degli organi.
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Principio di funzionamento della microdialisi

La microdialisi € una tecnica di campionamento in vivo basata sullo
stesso principio della dialisi: in un tubo da dialisi, perfuso con un liquido, le
sostanze chimiche diffondono in direzione della concentrazione piu bassa
sotto la spinta del gradiente di concentrazione. Se il tubo da dialisi € un
microtubo di 100-200 nm di diametro e se il flusso &€ molto basso, pochi n al
minuto, si pud pensare di non alterare la concentrazione del fluido extra-
cellulare da analizzare.

Il cuore del sistema & la sonda microdializzatrice, realizzata in diverse
geometrie usando sempre pochi millimetri (2-20) di una singola fibra cava
da dialisi, simile a quelle usate nella dialisi renale.

Una sonda reperibile commercialmente dalla CMA-Microdialysis (Stoc-
colma, Svezia) é stata realizzata coprendo con un pezzetto di questo micro-
tubo da dialisi la punta di una cannula a doppio lume. Molto piu sempli-
cemente, ma altrettanto utilmente, una sonda microdializzatrice puo essere
costruita in laboratorio incollando un pezzetto di microfibra di cellulosa
rigenerato o di policarbonato, di definita lunghezza e di porosita controllata,
tra due tubi di nylon che funzionano rispettivamente da ingresso e da uscita
del liquido di perfusione (fig. 16).

Biosensori elettrochimici in Biomedicina
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Figura 16. Schema della sonda da microdialisi e principio di funzionamento.
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In sintesi un liquido di composizione fisiologica viene pompato a velocita
costante nella sonda da microdialisi inserita sottocute o in altro sito; essa mi-
ma le funzioni di una vena: sostanze a basso peso molecolare non presenti
nel liquido fisiologico riescono a passare attraverso i pori della fibra e ven-
gono raccolte con il liquido in uscita. Poiché la porosita delle fibre da micro-
dialisi é tale da avere un taglio di esclusione molecolare intorno a 20.000
daltons o piu basso (fino a 2.000), si ottiene un campione decisamente
"pulito”, privo cioé di proteine e di sostanze ad alto peso molecolare che
potrebbero interferire con le successive analisi. Per queste ultime, la tecnica
analitica piu usata € la cromatografia liquida, ma la spettrometria di massa,
la luminometria, I'immunoassay e I'elettrochimica sono altre tecniche usate.

Molte di queste tecniche pero richiedono apparecchi particolarmente
costosi 0 non sono adatte ad essere collegate "on line" con il sistema di
microdialisi. | biosensori elettrochimici invece si sono rivelati in questo caso
particolarmente idonei.

Essi infatti sono specifici e selettivi, capaci cioé di sentire I'analita di inte-
resse 0 anche piu analiti, se usati in serie; hanno una risposta rapidissima,
essenziale per misure in tempo reale o per seguire variazioni rapide di
eventi metabolici o farmacologici che si intende studiare; sono duttili, capaci
cioe di essere costruiti in varie forme e dimensioni anche piccolissime, e di
essere alloggiati in celle a flusso continuo suscettibili di essere miniatu-
rizzate; sono riusabili, di lunga durata e di basso costo.

Applicazioni

Glucosio

Nel nostro laboratorio abbiamo accoppiato la microdialisi con una
microcella a flusso contenente un biosensore elettrochimico per il glucosio,
realizzando cosi un dispositivo per seguire "in vivo" ed in continuo questo
metabolita sia su animali che su pazienti diabetici (22-23).

Lo schema in fig. 17 ne riassume il principio di funzionamento: la sonda
microdializzatrice viene inserita sottocute sul dorso di un coniglio, o nel
braccio di una persona, ed il tampone fisiologico, pompato ad un flusso di
10-30 m/min, si arricchisce delle sostanze presenti nel fluido interstiziale
sottocutaneo prima di passare nella cella a flusso dove ¢ alloggiato il bio-
sensore che ne misura in continuo il contenuto di glucosio.

La fig. 18 mostra il risultato di un esperimento compiuto su un coniglio
sul cui dorso era stata inserita una sonda della lunghezza di 2 cm: dopo la
prima ora, durante la quale e stato registrato un segnale costante dovuto al
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Figura 17. Schema del sistema di misura.
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Figura 18. Risultato di un esperimento di carico endovenoso di glucosio in
un coniglio non anestetizzato (vedi testo).
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glucosio basale del coniglio (linea continua sul grafico), ¢ stato sommi-
nistrato all'animale un carico di glucosio per via endovenosa nella vena
dell'orecchio per una durata di 8 minuti. Dopo 2 o 3 minuti dall'inizio del-
I'infusione si notava un aumento del glucosio sottocutaneo del coniglio
rivelato dal sistema microdialisi-biosensore; tale aumento raggiungeva il
massimo dopo 15 min per poi iniziare a scendere verso il valore basale che
veniva raggiunto dopo circa un'ora.

Durante questo periodo, ad intervalli prestabiliti, venivano prelevati dal-
I'orecchio del coniglio aliquote di sangue, su cui venivano effettuate analisi
di controllo con i normali metodi di routine (punti discontinui sul grafico).

Sul lato destro del diagramma sono riportati i valori di glucosio in con-
centrazione, ottenuti imponendo che il valore costante di corrente misurata
dal biosensore prima del carico di glucosio coincidesse con il valore di
glucosio misurato nel sangue. In tal modo si assumeva che la relazione tra la
misura di corrente del biosensore e la concentrazione di glucosio fosse
lineare (calibrazione ad un punto).

Si pud notare come tale sistema di calibrazione segua con accuratezza le
variazioni di concentrazione di glucosio nel sangue (coeff. di correlazione r =
0,993).

Confortati da questi risultati, il sistema é stato esteso alla misura di
glucosio in pazienti, diabetici e non, sottoposti alla prova da carico di glu-
cosio: contemporaneamente alle normali misure cliniche su campioni di
sangue prelevati ogni 30 minuti, veniva inserito sottocute nel braccio del
paziente circa 1 cm di fibra microdializzatrice debitamente sterilizzata, e
collegata con sottili tubi di nylon al sistema di misura. Tramite il sistema
fibra-biosensore si riusciva in questo modo a seguire in continuo la
variazione di glucosio nel sottocute del paziente sottoposto alla prova da
carico di glucosio per una durata di circa 3 ore. In questo modo sono state
effettuate 15 prove su altrettanti pazienti volontari, diabetici e non, e nella
fig. 19 € mostrato il risultato di alcune di queste prove: anche in questo caso
la linea continua rappresenta il valore di glucosio ottenuto con il sistema
sonda microdializzatrice-biosensore, mentre le palline rappresentano i valori
delle prove su sangue eseguite con i normali metodi di routine di la-
boratorio. Per correlare i due valori anche questa volta & stato applicato il
metodo della calibrazione ad un punto descritta precedentemente.

In questi esperimenti di somministrazione di glucosio per via orale si so-
no ottenuti risultati differenti: infatti mentre nella maggior parte dei casi il
valore di glucosio sottocutaneo segue bene quello venoso (esp. n. 4), in alcu-
ni (3 su 15) si nota un andamento leggermente diverso: il glucosio sottocuta-
neo tende ad essere leggermente piu basso e a mantenersi su valori piu alti
un po’ pit a lungo di quanto non faccia quello venoso (esp. n. 12). In altri 3
casi si € potuto notare un ritardo, calcolabile in circa 30 minuti, dell'anda-
mento del glucosio sottocutaneo rispetto a quello venoso (esp. n. 2 e 2a).
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Figura 19. Esperimenti di carico di glucosio su pazienti volontari: al punto
segnato dalla freccia il paziente assumeva 75 g di glucosio per via orale
(OGL); nell* esperimento della fig. 2a i valori di glucosio nel sangue sono
stati ritardati di 30 minuti rispetto alla figura 2, ottenendo cosi una
migliore correlazione.

Ulteriori esperimenti sono in corso per cercare di caratterizzare meglio
questo sistema di misura: ad esempio nei nostri esperimenti la sonda
microdializzatrice é stata collocata nell'avambraccio o nel braccio del pa-
ziente, ma altri siti, come ad es. I'addome, potrebbero rivelarsi piu adatti ad
ottenere una migliore correlazione tra il valore di glucosio sottocutaneo e
quello venoso. Un altro lato della ricerca che si sta affrontando & quello della
miniaturizzazione del sistema di misura in modo da avere un apparecchio di
piccole dimensioni che possa essere facilmente portato dal paziente in una
tasca e che sia in grado di seguire le variazioni di glucosio nell'arco delle 24
ore, divenendo cosi un utile strumento per il medico nello scoprire anomalie
del metabolismo del glucosio che potrebbero non rivelarsi con le normali
procedure di indagine, o per seguire la risposta del paziente ad una deter-
minata terapia per il diabete e cosi via.

La prospettiva piu affascinante di questo accoppiamento microdialisi-
biosensore ¢ pero quella che, semplicemente cambiando enzima, e possibile
analizzare un gran numero di altri metaboliti, il lattato ad esempio, o il
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piruvato o la colina e acetilcolina, o il glutatione, solo per citare alcuni di
quelli importanti in chimica clinica.

Lattato

Usando I'enzima lattato ossidasi al posto della glucosio ossidasi nella
cella di misura precedentemente descritta sono state infatti realizzate misure
di lattato sia su animali da laboratorio che su volontari.

Il lattato & un altro importante metabolita coinvolto nella glicolisi anaero-
bica ed e importante misurarlo tempestivamente in pazienti ricoverati in u-
nita intensive per disturbi cardiaci (24); di grande interesse & anche nella me-
dicina sportiva, poiché aiuta gli atleti a migliorare il loro allenamento (25, 26).

Esperimenti in vivo sono stati da noi effettuati anche in questo caso dap-
prima su un coniglio da laboratorio, il cui lattato basale é stato seguito per
circa quattro ore tramite una fibra da microdialisi inserita sul suo dorso (27).
Il risultato di questo esperimento € mostrato in fig. 20: la linea continua di
base corrisponde alla misura del lattato sottocutaneo del coniglio, mentre i
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Figura 20. Misura del lattato sottocutaneo in un coniglio non
anestetizzato. La linea continua rappresenta la misura del lattato basale
del tessuto sottocutaneo, i picchi rappresentano iniezioni di soluzioni
standard di lattato effettuati tramite una valvola campionatrice posta a
valle della sonda microdializzatrice, per controllare la stabilita di misura
del biosensore nella cella durante la misura "in vivo™.
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picchi sovrapposti a questa misura provengono da iniezioni di lattato stan-
dard inviato alla cella di misura tramite una valvola campionatrice posta a
valle della sonda da microdialisi. In questo modo si riusciva contemporanea-
mente a misurare il lattato sottocutaneo del coniglio e a verificare la sen-
sibilita e stabilita del biosensore che potrebbe essere disturbata da sostanze
provenienti dal sottocute. Come si pu0 notare, il biosensore mostra, anche
durante misure continue in vivo, una buona sensibilita e stabilita del se-
gnale. Dopo di cio la misura del lattato sottocutaneo é stata effettuata su
volontari con un protocollo leggermente diverso: ai soggetti volontari é stato
richiesto di effettuare alcuni tipi di esercizi fisici, e in tutti i casi si € potuto
misurare un aumento del lattato sottocutaneo, in relazione all'intensita e alla
durata dell'esercizio fisico effettuato. Questi risultati sono chiaramente
visibili nelle figure 21 e 22, dove i tempi marcati dalle frecce corrispondono
all'inizio di altrettanti esercizi fisici: si pud notare come quasi immedia-
tamente il lattato sottocutaneo aumenti notevolmente per poi ritornare ai
valori iniziali nel giro di circa 30 minuti una volta terminato I'esercizio fisico.
I punti discontinui presenti in figura rappresentano i valori di lattato
misurato nel sangue dei volontari con metodo spettrofotometrico di routine.
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Figura 21. Profilo del lattato sottocutaneo in un soggetto volontario al
guale ¢é stato richiesto di effettuare esercizi di differente durata ed intensita
ai tempi marcati dalle lettere.
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Figura 22. Misura "in vivo" del lattato sottocutaneo confrontato con
misure spettrofotometriche di controllo su sangue, indicate in figura con i
punti.

Come si pud notare, un progressivo aumento di intensita e durata dell'eser-
cizio fisico si traduce in un parallelo aumento di lattato sia nel sangue che
nel sottocute, che si presta cosi ad essere un sito di misura alternativo alle
misure su sangue, con l'ulteriore vantaggio di permettere un monitoraggio
continuo di questo metabolita.
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Biosensori non invasivi, misure nella
saliva e nel sudore

Le analisi non invasive stanno diventando sempre piu importanti perché
possono risolvere problemi di pazienti che giornalmente devono controllare
parametri come la glicemia e I'azotemia ed in generale possono aiutare
persone con problemi quali il prelievo di sangue, specialmente emofiliaci,
neonati ed anziani.

La misura non invasiva di metaboliti di interesse clinico puo essere effet-
tuata in molte parti del corpo umano ma in passato gran parte dei siti utiliz-
zati sono stati la saliva, il sudore, il liquido lacrimale ed anche I'epidermide
stessa.

| biosensori elettrochimici d'altro canto sono risultati essere selettivi, e
facilmente usabili per la determinazione di composti di interesse clinico,
alimentare ed ambientale (28).

Il vantaggio di usare biosensori é legato al fatto che in molti casi il cam-
pione puo essere analizzato rapidamente dopo il prelievo, richiede una mi-
nima, o non richiede affatto, preparazione, ed il tempo di risposta & com-
preso tra pochi secondi e qualche minuto.

Inoltre la specificita degli enzimi, che vengono usati di solito immo-
bilizzati, accoppiata alla selettivita del trasduttore di segnale, fanno di questi
"probes" dei sistemi altamente affidabili per analisi di fluidi biologici (29).

Le alte prestazioni di questi biosensori hanno consentito quindi di
investigare la possibilita di misurare I'alcool in saliva, il glucosio in saliva, e
nella mucosa buccale, ed il lattato nella saliva e nel sudore.

La saliva umana, come riportato in letteratura (30), € una complessa
miscela di diverse secrezioni ghiandolari mescolate con batteri, leucociti,
cellule epiteliali e fluido crevicolare.

La concentrazione di molti costituenti salivari dipende dalla velocita del
flusso salivare, di conseguenza la raccolta della saliva € un parametro che
deve essere standardizzato.

Ad esempio, come risultato della azione batterica, la composizione della
saliva cambia rapidamente, quindi i metaboliti presenti nella saliva devono
essere analizzati il piu rapidamente possibile e i biosensori sono adatti
perfettamente allo scopo.

Studi precedenti hanno dimostrato che molti agenti terapeutici vengono
trasferiti rapidamente dal plasma alla saliva e piu recentemente é stato
dimostrato che la concentrazione di alcuni metaboliti in saliva € proporzio-
nale alla concentrazione dello stesso metabolita nel sangue.
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Il fatto che per alcuni metaboliti le concentrazioni salivari riflettono
quelle nel plasma é ora universalmente accettato (31).

Analisi dell'alcool nella saliva

L'importanza della misura del contenuto di alcool negli esseri umani é
principalmente dovuta all'aumento degli incidenti causati dal traffico auto-
mobilistico.

La perdita della capacita di guida inizia quando la concentrazione di
alcool é intorno ai 50 mg di etanolo per 100 ml di sangue (32). L'analisi
dell'alcool € inoltre importante nell'industria alimentare, nei processi di
fermentazione ed in laboratori clinici.

Attualmente la misura dell'etanolo nel sangue é eseguita con metodi gas-
cromatografici, enzimatici, spettrofotometrici o con analizzatori dell'alito.

Questi metodi non sono molto accurati (vedi analizzatori dell'alito), inol-
tre spesso richiedono I'uso di strumentazione complessa e costosa e un largo
uso di reagenti.

Jones ha studiato il rapporto Alcool salivaZAlcool sangue ed i risultati
hanno mostrato un valore medio di 1.077 (n=336) con un intervallo di confi-
denza 95% con valori compresi tra 1.065 e 1.088. Questa ricerca ha gettato
quindi le basi per la realizzazione di un test non invasivo in saliva del conte-
nuto di alcool nel sangue. In seguito molti lavori apparsi in letteratura hanno
confermato questa correlazione tra I'alcool in saliva e I'alcool nel sangue.

Il nostro studio ha riguardato la costruzione di una sonda non invasiva
ed indolore per la misura dell'alcool nella saliva costituita da un elettrodo ad
H20; e da membrane a gas ed enzimatiche.

Sonde ad etanolo

La misura di etanolo in saliva richiede I'uso di un sensore specifico,
sensibile ed affidabile. Gli elettrodi pit appropriati per queste misure sono
risultati essere il sensore ad ossigeno e quello ad acqua ossigenata.

Quando questi sensori vengono accoppiati con I'enzima alcool ossidasi si
osserva la seguente reazione:

Alcool ossidasi
Alcool + O, > H,0, + Acetaldeide

La misura dell'alcool si pud eseguire misurando con i due elettrodi sia
I'ossigeno consumato che I'acqua ossigenata prodotta dalla reazione. Con
entrambi i sensori si pudo misurare il contenuto di etanolo in 10 secondi
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registrando la variazione iniziale di corrente nel tempo oppure si puo
misurare un nuovo stato stazionario di corrente che si raggiunge in 1-2
minuti dopo che il campione e posto in contatto con il sensore.

Poiché esiste una potenziale differenza tra il livello di O, dell'atmosfera e
qguello delle matrici da analizzare, il sensore ad H,O, dovrebbe essere piu
affidabile di quello a O, tuttavia entrambi i sensori sono stati studiati per la
misura dell'alcool. In effetti il sensore a O, é esente da interferenze di natura
elettrochimica in quanto basato su una misura di diffusione di O, attraverso
una membrana a gas, mentre il sensore ad H,0, potrebbe avere seri pro-
blemi in presenza di matrici quali saliva, sangue, urine a causa della
presenza di interferenti elettrochimici quali acido ascorbico, urico, ecc.

Misure in saliva

La risposta del sensore ad alcool nelle misure in saliva é stata valutata
utilizzando sia il metodo della variazione della corrente nel tempo che della
misura del nuovo stato stazionario di corrente. Il sensore usato era un
elettrodo ad H,0, ed il potenziale applicato per I'ossidazione dell' H,O; era
di +650 mV. L'elettrodo di riferimento era di Ag/AgCl. Il biosensore ad
alcool é stato assemblato utilizzando I'enzima alcool ossidasi immobilizzato
direttamente sulla punta di platino dell'elettrodo. L'enzima veniva quindi
ricoperto di una speciale membrana gassosa che faceva passare I'etanolo ma
impediva agli altri metaboliti di raggiungere la membrana enzimatica.

L'elettrodo, lavato con acqua distillata, veniva posto in 10 ml di tampone
fosfato sino al raggiungimento di una linea di base costante.

L'elettrodo veniva quindi rimosso dalla soluzione e il tampone in eccesso
rimasto sulla superficie del sensore veniva eliminato con carta da filtro.
Un'aliquota corrispondente a 30 il di campione in esame era posto sulla
punta di un disco rigido di teflon formando una goccia. L'elettrodo veniva
accostato alla goccia in modo tale che la punta toccasse la goccia stessa. In tal
modo la reazione aveva inizio e si registrava sia la variazione della corrente
nel tempo sotto forma di altezza del picco calcolato con il metodo della
derivata prima, oppure la corrente del nuovo stato stazionario che si rag-
giungeva in 1-2 minuti.

Sono state quindi calcolate e riportate nella figura 23 e 24 le concen-
trazioni di etanolo in saliva di due soggetti dopo aver ingerito una bevanda
alcolica.

I risultati sono in ottimo accordo con quelli ottenuti da molti ricercatori
nella misura del contenuto di alcool nel sangue (33) e cioé un aumento della
concentrazione di alcool nei fluidi corporei dopo ingestione, un picco mas-
simo seguito da una diminuzione che denota I'eliminazione di alcool dai
fluidi corporei.
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Figura 23. Curva del metabolismo dell'etanolo per un soggetto A tramite
misura del contenuto di alcool nella saliva.

Analisi del lattato nella saliva

Il successo ottenuto con la misura dell'alcool in saliva ha indirizzato la
ricerca a studiare nuovi metaboliti ed in particolare I'acido lattico.

Ricerche bibliografiche sulla determinazione dell'acido lattico in saliva
hanno dato scarsi risultati. Tuttavia nei manuali di biologia e medicina &
riportata una concentrazione di acido lattico intorno ai 2.10* mol/L. Il lattato
€ un metabolita che deve essere determinato rapidamente specialmente nella
prevenzione di attacchi cardiaci.

Sensori a lattato sono stati usati nel controllo del diabete, e nella medicina
dello sport (34, 35). Inoltre € stato dimostrato che il lattato nel sangue
aumenta dopo i pasti e durante I'esercizio fisico.

Un sensore elettrochimico per la misura dell'acido lattico funziona
secondo la seguente reazione:
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Figura 24. Curva del metabolismo dell'etanolo per un soggetto B tramite
misura del contenuto di alcool nella saliva.

Lattato + O, + H,O > Piruvato + H;0O,

Questa reazione é catalizzata dall'enzima lattato ossidasi. L'acqua ossi-
genata prodotta viene misurata a + 650 mV utilizzando un sensore di platino
e un riferimento Ag/ZAgCl. La variazione di corrente dovuta alla ossidazione
dell'H;0 ¢ proporzionale alla concentrazione di lattato nel campione.

Il sensore utilizzato in questo studio consiste di due elettrodi di platino
ed un riferimento di Ag/AgCl comune. Dei due elettrodi di platino uno
viene assemblato in modo da essere attivo al lattato, mentre I'altro viene
assemblato alla stessa maniera ma con I'enzima disattivato.

In questo modo possono essere valutate ed eliminate variazioni della
linea di base della corrente dovute alle variazioni del pH, temperatura e
forza ionica. Inoltre possono essere controllati tutti i composti elettrochimici
che interferiscono nella misura.
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Il sensore a lattato per la misura della saliva é stato preparato nel modo
seguente (fig. 25): i due sensori di platino ed il sensore di argento venivano
completamente coperti da una membrana di acetato di cellulosa di circa 100
Dalton. La membrana su cui era immobilizzato I'enzima, veniva tagliata in
due parti. Una parte era posta sulla punta di uno dei sensori di platino,
I'altra veniva prima bollita in H,O distillata per 1 minuto, poi messa sul-
I'altro elettrodo di platino. Entrambi gli elettrodi di platino ed il riferimento
venivano poi totalmente coperti con una membrana di policarbonato di
porosita 0.03 nm tenuta ferma saldamente con un O-ring.

Per le misure in saliva, il sensore veniva equilibrato in 4 ml di tampone
fosfato sotto costante agitazione, veniva quindi aggiunto 1 ml di saliva
appena prelevata e registrata la corrente prodotta da entrambi gli elettrodi.
E' stata effettuata I'analisi dell'acido lattico con un metodo di riferimento
spettrofotometrico a 340 nm (procedura Sigma N 826-UV).

I campioni di saliva sono stati raccolti tra colleghi e studenti che lavorano
presso il laboratorio. La risposta del sensore al lattato presente in campioni
di saliva raccolti a digiuno ha dato un valore di corrente di 1.8 nA che é stato
calcolato sottraendo la risposta del sensore inattivo da quella del sensore atti-
vo. Questa corrente corrispondeva ad una concentrazione di acido lattico di
0.21 mmol/L che era in ottimo accordo con quella riportata in letteratura (31).

A

Figura 25. Schema ed assemblaggio di un doppio elettrodo a lattato Ae B =
elettrodi di platino; C = elettrodo ad Ag/AgCl; D = Plexiglass; 1 =
membrana di acetato di cellulosa (100 m.w.c.0.) 2= membrana con l'enzima
immobilizzato, 3 = membrana di policarbonato.
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Sono state studiate le maggiori interferenze elettrochimiche presenti in
saliva per valutarne I'effetto sulla corrente di fondo.

L'acido ascorbico ed urico non hanno mostrato alcuna risposta quando
sono stati aggiunti nella soluzione di misura a concentrazioni 10 volte
maggiori di quelle presenti in saliva. Ulteriori studi sono stati dedicati
all'osservazione di possibili variazioni di lattato in saliva in 8 soggetti a
digiuno e dopo i pasti. | risultati sono riportati nella Tabella 11. 1l livello di
lattato in saliva e risultato abbastanza variabile in tutti i soggetti, tuttavia
dopo i pasti si € osservato un generale aumento dell'acido lattico in saliva.

Per valutare I'accuratezza del metodo i campioni di saliva sono stati
misurati con il metodo amperometrico e quello spettrofotometrico. La
raccolta di campioni e stata effettuata nel modo seguente: 5 campioni sono
stati raccolti da soggetti a digiuno mentre 3 campioni sono stati raccolti 30
minuti dopo che i soggetti avevano consumato il pasto.

Il lattato é stato misurato immediatamente dopo la raccolta con entrambi
i metodi. | risultati sono riportati in Tabella 12. | campioni raccolti dopo il
pasto mostrano l'errore piu grande mentre i campioni raccolti a digiuno
hanno mostrato un buon accordo con i risultati ottenuti con la procedura
spettrofotometrica.

Un altro studio eseguito con questo sensore é stato la determinazione del
lattato in saliva di un soggetto a digiuno, prima e dopo esercizio fisico.
Questo esperimento e stato programmato tenendo presente il ben conosciuto
andamento dell'acido lattico nel sangue durante esercizi fisici specie quando
il soggetto & in anaerobiosi (36).

La misura non invasiva del lattato potrebbe essere un modo pit semplice
per migliorare le prestazioni di atleti coinvolti in competizioni sportive.

Lattato (mmol/Lx1-1)
Soggetto No. Digiuno Dopo il pasto
1 0.20 0.56
2 0.34 0.50
3 0.70 0.76
4 0.06 0.50
5 0.50 1.20
6 0.40 0.44
7 0.32 0.56
8 0.36 0.40

Tabella 11. Misure del lattato in saliva su otto soggetti prima e dopo il
pasto.
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Concentrazione di lattato (mmol/L)

Campione No.2 Spettrofotometrico Amperometrico
1 1.20 0.85
2 0.12 0.09
3 0.76 0.88
4 0.60 0.64
5 0.75 0.84
6 2.50 1.50
7 1.00 0.48
8 0.60 0.42

3] campioni 1,6 e 7 sono rilevati dopo il pasto.
bl campioni 6 e 7 nella rilevazione hanno dato un colore marrone e giallo,
rispettivamente.

Tabella 12. Confronto tra i livelli di lattato in saliva misurati con il metodo
spettrofotometrico e amperometrico.

Il lattato & stato misurato in un soggetto a riposo per 3 volte (Figura 26)
per avere un segnale stabile di corrente. Quindi é stato chiesto al soggetto di
correre seguendo un protocollo gia usato per la misura del lattato nel sangue
(35). Dopo 15 minuti di corsa il soggetto ha raggiunto la soglia anaerobica,
qguindi gli é stato chiesto di fermarsi. Il campione di saliva é stato quindi
raccolto prima dell'esercizio, subito dopo che il soggetto si & fermato, e 15,
30, 45 minuti dopo l'esercizio. | risultati sono mostrati nella Figura 26 dove si
evidenzia il valore piu alto di lattato quando il soggetto era in anaerobiosi
seguito da un ritorno a livelli basali dopo 30-45 minuti. Questo andamento ¢
simile a quello frequentemente ottenuto durante la misura in continuo del
lattato nel sangue (35, 36).

Misura di ammonio ed urea in saliva

L'ammonio e l'urea giocano un ruolo fondamentale nella chimica clinica
essendo legati a molti processi biochimici come I'analisi del sangue e nelle
urine (azotemia), nel controllo della funzionalita renale e del rene artificiale
(38, 39).

Inoltre é stato dimostrato che gli ioni ammonio aumentano conside-
revolmente negli atleti sottoposti a sforzi prolungati durante allenamenti per
gare di lunga durata. La determinazione dell'urea e dell'ammonio riveste
inoltre particolare importanza nell'analisi alimentare e farmaceutica (40).

Le procedure analitiche per la determinazione di questi due metaboliti si
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Figura 26. Profilo dell'acido lattico in saliva misurato: A con il soggetto a
riposo; B, C, D ed E lattato misurato immediatamente, 15, 30, 45 e 60 minuti

rispettivamente dopo esercizio fisico.

basano su misure spettrofotometriche o potenziometriche che spesso sono
soggette ad interferenze o a scarsa sensibilita.

Il metodo proposto recentemente da Bertocchi et al.(41) si basa su una mi-
sura dell'ammonio ed urea amperometrica utilizzando un elettrodo di pla-
tino preparato immobilizzando sulla sua superficie gli enzimi specifici per la
determinazione di NH4* ed urea secondo lo schema seguente

1.NAD (P)H ----=========--===--- » NAD(P)* + H* + 2e
2. NHs* + NAD (P)H + aKG -------- » L-glutammato + NAD(P)*
3.Urea+3H20 ----------ccncmmmo- » 2NH; "+ HCO3z + OH"

La reazione 1. si riferisce alla ossidazione elettrochimica del cofattore
NAD(P)H all'elettrodo di platino gia studiato da Palleschi e riportato in

letteratura (42)
La reazione 2. ¢ catalizzata dall'enzima glutammato deidrogenasi.
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In questa reazione gli ioni NH4s* competono con I'elettrodo di platino per
il cofattore NAD(P)H in presenza di a-Ketoglutarato (aKG). Quindi quando
NH.* & introdotto in soluzione si verifica una diminuzione di cofattore
NAD(P)H sotto la superficie dell'elettrodo con conseguente diminuzione di
corrente che sara proporzionale alla concentrazione di ioni ammonio pre-
senti in soluzione. Poiché gli ioni NH4* sono il prodotto dell'idrolisi dell'urea
catalizzata dall'enzima ureasi (reazione 3.) l'uso dell'ureasi in soluzione o
immobilizzato insieme alla glutammato deidrogenasi consente I'analisi
dell'urea.

Questa procedura analitica € stata ottimizzata studiando gli effetti del
pH, tampone, temperatura, substrato ed enzima immobilizzato e poi ap-
plicata alle misure di ammonio ed urea nella saliva umana.

Infatti & stato dimostrato che esiste una buona correlazione tra l'urea in
saliva e quella presente nel sangue, (43) per cui il sensore ¢ stato provato in
diversi campioni di saliva raccolti tra soggetti sani del nostro Dipartimento.

La Tabella 13 mostra gli studi di recupero di ammonio effettuati su 30
campioni di saliva.

Si & trovato che la concentrazione di ioni ammonio cade nell'intervallo 1-9
mmol/L ed i recuperi hanno dato risultati nell'intervallo 83-116%.

Nella Tabella 14 sono riportati i risultati della misura di urea effettuati su
8 campioni. In questo caso il recupero percentuale cadeva nell'intervallo 94-
109%.

I risultati indicano che il sensore ad ammonio/urea ha un‘accuratezza
soddisfacente, infatti solo in pochissimi casi si ha un recupero piu alto o piu
basso del 10%.

Questo metodo € stato quindi confrontato con una procedura spettrofo-
tometrica standard e i risultati sono riportati in Tabella 15. Dai risultati
ottenuti si evince una buona correlazione tra i due metodi per la misura
dello ione ammonio. L'analisi dell'urea ha mostrato un errore piu alto. Que-
sto puo essere dovuto alla misura dell'urea in presenza di alte concentra-
zioni di NHJ*, le cui variazioni influiscono sulla precisione della misura
dell'urea. Tuttavia poiché I'ammonio proveniente dalla saliva é principal-
mente dovuto alla degradazione dell'urea, la misura totale di NH4* piu urea
puo essere vista come l'urea proveniente dalla saliva che é correlata con
I'urea presente nel sangue.

Misura del lattato nel sudore
L'uso del sudore come campione analitico risale a circa 20 anni fa.

L'analisi degli elettroliti nel sudore ¢ il parametro piu importante nella
diagnosi della fibrosi cistica (37).
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Poiché la concentrazione di lattato nel sudore € molto elevata (100 volte
maggiore della saliva) € necessaria una forte diluizione del campione. Il
sensore utilizzato per la saliva ha una linearita sino a 5.10* mol/L di lattato
quindi non e l'ideale per misure di lattato nel sudore.

E' stato quindi messo a punto un sensore che utilizza sempre lI'enzima
lattato ossidasi ma immobilizzato su un nuovo elettrodo per H;O; e protetto
con una membrana di policarbonato 0.015mche conferisce al sensore una
estensione della linearita della misura del lattato consentendo analisi di
quest'ultimo subito dopo la raccolta senza ulteriori diluizioni.

Hanno preso parte a questo studio 3 maschi di 24, 25 2 36 anni che
praticavano attivita sportiva moderata.

I campioni di sudore (1-2 ml) erano raccolti in provette da 5 ml, chiuse e
immediatamente analizzate per il contenuto di lattato o tenute a 0°C sino
alla misura.

Durante ogni esperimento i campioni venivano raccolti dalle parti supe-
riori delle braccia e delle gambe inclusi i glutei e i bicipiti. Prima degli eserci-

No. campioni  Trovati  Aggiunti Attesi Trovati % Recupero
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
1 1.0 25 35 3.6 103
2 3.2 5.0 8.2 7.7 94
3 1.2 2.5 3.7 3.9 105
4 1.2 25 3.7 3.7 100
5 2.3 25 4.8 4.9 102
6 2.6 2.5 5.1 5.4 106
7 0.1 25 2.6 2.6 100
8 2.9 25 5.4 5.9 109

Tabella 13. Studio del recupero dell'urea in saliva umana.

Amperometrico Spettrofotometrico Errore %
Ammonio Urea Ammonio Urea Ammonio Urea
2.3 - 2.2 - 4.5 -
7.7 - 7.5 - 2.7 -
10 - 9.3 - 7.5 -
9.8 2.6 9.1 2.22 7.7 17.1
4.5 23 4.25 2,51 5.4 7.6
6.9 1.2 6.35 1.02 8.7 17.6
7.0 14 6.02 1.27 16.2 10.2

Tabella 14. Misura di ammonio ed urea in saliva umana. Confronto tra i
risultati ottenuti con il sensore e quelli ottenuti con procedura spettro -
fotometrica.
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zi, per stabilire una linea di base, sono stati raccolti almeno 3 campioni di su-
dore con il soggetto a riposo. In seguito il soggetto é stato sottoposto ad
esercizio fisico chiedendogli di correre ad una velocita di 6 e 9 km per ora
per 30 minuti. | campioni di sudore sono stati raccolti immediatamente
prima e subito dopo I'esercizio fisico e ad intervalli di 5 minuti sino a quan-
do I'acido lattico non & tornato a livelli normali.

Il biosensore é stato calibrato prima dell'analisi e sono stati effettuati con-
trolli di acido lattico durante I'esercizio. La misura ¢ stata eseguita aggiun-
gendo 100 i di ogni campione in 5 ml di tampone fosfato dove il sensore era
lasciato equilibrare. Si & misurata la corrente al nuovo stato stazionario in 2
minuti e la variazione di corrente nel tempo in meno di 10 secondi.

Una curva tipica della variazione del lattato nel sudore nel tempo e
mostrata nella Figura 27. | soggetti studiati hanno mostrato un consistente

A Fine dell’esercizio
\;\\\, -
3000 p=

L-Lattato (mg/dl)

1000 |
w Inizio dell’esercizio
0 5 1 1
0 20 60

Tempo (min)

Figura 27. Curva del metabolismo dell'acido lattico misurato nel sudore
umano. | campioni sono stati raccolti dalle gambe ((0) e dalle braccia (e)
prima e dopo un esercizio fisico.
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aumento dell'acido lattico nel sudore dopo esercizio fisico ed una diminu-
zione durante il periodo di riposo.

Un punto molto importante da sottolineare é la definizione del sito dove
viene effettuato il prelievo ed anche il tipo di esercizio che si & eseguito. Nel
caso della corsa i tre soggetti hanno mostrato una maggior concentrazione di
lattato nei campioni prelevati dalle gambe allo stesso campionamento effet-
tuato sulle braccia, ma I'andamento della curva latticidemica é risultato lo
stesso per entrambi i campioni prelevati

No. campioni Trovati Aggiunti Attesi Trovati % Recupero
(mmol/L)  (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
1 5.6 5 11.6 11.6 100
2 5.0 10 15.0 15.7 105
3 6.2 5 11.2 11.2 100
4 6.2 10 16.2 15.5 96
5 2.5 5 75 6.5 87
6 25 10 125 10.9 87
7 3.4 5 8.4 8.0 95
8 34 10 134 12.2 91
9 8.9 5 13.9 125 90
10 8.9 10 18.9 15.6 83
11 8.2 5 13.2 11.6 88
12 1.0 5 6.0 6.8 113
13 3.0 5 8.0 9.2 115
14 1.0 10 11.0 11.3 103
15 3.0 10 13.0 13.3 102
16 3.0 10 13.0 134 103
17 5.0 10 15.0 15.0 100
18 4.0 5 9.0 8.6 96
19 6.0 5 11.0 10.0 91
20 4.0 5 9.0 8.0 89
21 21 25 4.6 4.8 104
22 2.5 2.5 5 4.7 94
23 5.0 5 10 85 85
24 25 25 5 5.5 110
25 2.6 25 51 51 100
26 25 25 5 4.9 98
27 2.5 2.5 5 5.8 116
28 2.7 25 5.2 5.8 112
29 25 25 5 55 110
30 2.2 25 4.7 4.7 100

Tabella 15. Studio del recupero dell'ammonio in saliva umana.
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Misura del glucosio nella saliva

E' stato precedentemente detto che la saliva & una matrice eccellente per
la determinazione di molti substrati e che il numero di analiti misurabili in
saliva é in continuo aumento.

In questo studio si & investigata la possibilita di utilizzare la saliva come
matrice per la determinazione di glucosio nel sangue.

Il biosensore usato si basava su un nuovo elettrodo ad H,O, molto stabile
e riproducibile e praticamente esente da interferenze.

Per questo studio sono stati utilizzati 4 volontari tre di sesso maschile e
uno di sesso femminile. | soggetti maschi erano sani mentre il soggetto di
sesso femminile era diabetico. | tre soggetti maschi sono stati sottoposti alla
prova di glucosio tramite ingestione orale di appropriate quantita di solu-
zione zuccherina secondo il protocollo del test di tolleranza al glucosio men-
tre alla paziente diabetica ¢ stato chiesto di produrre solo campioni di saliva
prima e dopo il trattamento insulinico.

I campioni di saliva sono stati raccolti in contenitori di plastica monouso
e analizzati immediatamente senza alcuna diluizione. Campioni di sangue
dei soggetti sono stati raccolti dalla punta del dito indice 0 medio e analiz-
zati con I'Ames Glucometer. Non é stata osservata alcuna correlazione tra il
contenuto di glucosio in saliva e quello presente nel sangue in tutti e tre i
soggetti non diabetici analizzati. Questo potrebbe essere dovuto all'effetto
dell'insulina che rilasciata nel flusso sanguigno per normalizzare I'aumento
del glucosio, potrebbe bloccare il glucosio che passa dal flusso ematico alla
saliva.

Questa ipotesi é stata quindi studiata con l'aiuto del paziente diabetico.

E' stato chiesto al paziente di raccogliere saliva prima della iniezione di
insulina quando il valore di glucosio del sangue era al massimo valore, e do-
po, quando il valore di glucosio era diminuito per la presenza di insulina.

I campioni di saliva sono stati analizzati con il biosensore e confrontati i
valori di glucosio nel sangue.

In assenza di insulina si &€ osservato un marcato aumento di glucosio in
saliva quando cioé il livello di glucosio nel sangue era massimo.

Dopo l'iniezione di insulina il contenuto di glucosio in saliva & diminuito
considerevolmente ed era confrontabile con quello ottenuto dai tre soggetti
sani.

Sebbene non sia stata osservata alcuna correlazione tra il glucosio in
saliva e nel sangue in soggetti sani, lo studio nel paziente diabetico e
incoraggiante e suggerisce che la misura del glucosio in saliva potrebbe
essere utile per pazienti iperglicemici.
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Misura del glucosio nella mucosa boccale

Il fluido che esce dalla mucosa boccale (interno della guancia) & comple-
tamente diverso dalla saliva essendo un ultrafiltrato del sangue contenente,
sembrerebbe, concentrazioni minime di metaboliti presenti nel sangue.

Studi effettuati negli U.S.A. misurando la diffusione del glucosio
attraverso la mucosa boccale hanno dimostrato che esiste una relazione tra il
glucosio nel sangue e quello proveniente dalla mucosa boccale (44).

Un sensore a glucosio simile in costruzione e preparazione a quello usato
per il lattato in saliva é stato utilizzato per la misura del glucosio nella mu-
cosa boccale. Come si puo vedere dalla Figura 28 c'e una correlazione diretta
tra la risposta del sensore (misura della variazione della corrente nel tempo,
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Figura 28. Studio di correlazione tramite il biosensore per I'analisi del
glucosio nella mucosa boccale e I'analisi del glucosio nel sangue intero.

A = metodo della misura della corrente nel tempo con il biosensore; B =
controllo del glucosio; C = misura della corrente allo stato stazionario con
il biosensore; D = misura della corrente allo stato stazionario utilizzando il
biosensore con I'enzima disattivato; G = misura del glucosio nel sangue
intero con il GlucometerTM della Ames.
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curva A) con i risultati ottenuti dall'analisi del glucosio nel sangue intero
(curva G) usando il kit della Ames.

L'elettrodo inattivo non mostra risposta (curva D), la curva C mostra le
variazioni di corrente dovute alla variazione dello stato stazionario ma la
curva non e cosi pronunciata come per la variazione di corrente nel tempo.

Questo biosensore ¢ stato provato su altri 100 pazienti della Pharmacon-
trol Inc. ed ha mostrato una buona correlazione tra il glucosio nel sangue e
quello della mucosa buccale in oltre il 50% dei pazienti.

Tuttavia questa tecnica non invasiva ha mostrato troppa variazione nei
restanti pazienti affinché potesse essere giudicata affidabile per la commer-
cializzazione.

Conclusioni

Sono stati sviluppati ed analiticamente valutati biosensori amperometrici
ad alcool, lattato, ammonio, urea e glucosio per misure non invasive in sali-
va, sudore e mucosa buccale.

Questi sensori hanno mostrato un alto grado di selettivita ed una buona
stabilita.

Il tempo di risposta da pochi secondi a due minuti da la possibilita di ef-
fettuare misure in tempo reale in pazienti diabetici, emofiliaci, neonati ed
anziani.
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