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1. INTRODUZIONE
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1.1. Malattia di Parkinson
La malattia di Parkinson (MP) €& una malattia neagasherativa ad
andamento progressivo con sintomi prevalentemepterime caratteristici
e deve il suo nome al medico inglese James Parkicbe nel 1917 scrisse
un trattato sulla paralisi agitante. Questa malagticaratterizzata da una
triade di segni clinici: rigidita muscolare, treraa bradicinesia. La rigidita
muscolare deriva dalla resistenza al movimentoiyashe € presente sia
nei muscoli flessori che in quelli estensori. Brirore e di tipo statico in
guanto si manifesta a riposo, si esalta negli statinsia e si riduce o
scompare del tutto durante I'esecuzione del movimerdurante il sonno.
La bradicinesia e caratterizzata dalla difficolthimiziare o terminare un
particolare movimento. Le sindromi parkinsonian@cs caratterizzate da
una somiglianza clinica con 'MP, ma se ne distomyu per I'eterogeneita
eziologica e per i criteri clinico-patologici nesas per la diagnosi.
Esistono differenti tipi di parkinsonismi atipici:
a) iatrogeni, indotti da neurolettici o da antagtirdella dopamina (DA);
b) neurotossici (come quelli indotti da 1-metilehil-1,2,3,6-
tetraidropiridina, MPTP);
c) genetici (PARK1 e PARK2);
d) quelli che comprendono la Paralisi Sopranucld2nagressiva (PSP),
I’Atrofia Sistemica Multipla (ASM) e la demenza cooorpi di Lewy.
A livello epidemiologico, l'incidenza della MP e Nblte maggiore di
quella dei parkinsonismi atipici. La MP €& un dismrdell'eta media o
avanzata con un’incidenza maggiore negli uoming chria da 4,5 a 21
2
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casi I'anno per 100.000 (interessa circa il 10%stejgetti al di sopra dei
65 anni), con una progressione graduale e un deqguodungato (Olanow
et al., 1999), con un conseguente impatto sociabdtomelevato per
morbilita e mortalita.

La malattia € causata dalla progressiva perditanderoni dopaminergici
della zona compatta dell&ubstantia Nigra pars compac{®Npc), un
nucleo dei gangli della base situato nel mesercelatsale e di altri nuclei
pigmentati del tronco encefalico, come Libcus CoereleugLC) e si
manifesta quando la perdita neuronale ha interessiite 1'80% della
popolazione cellulare. Una diagnosi accurata € ilpiesssosservando in
analisipost-mortem corpi di Lewy, inclusioni citoplasmatiche neurdina
che rappresenta uno dei punti cruciali nello studicquesta patologia.
Questi sono costituiti da aggregati proteici, quinebsinofili che
contengona-sinucleina (Spillantini et al., 1997) e da proeoorrelate al
sistema ubiquitina-proteasoma (UP) quali ubiquijtiparkina, ubiquitina-
C-idrolasi-L1 (Uch-L1) ( Liu et al., 2002).

Da un punto di vista biochimico, a livello della &N di soggetti
parkinsoniani sono state accertate una riduzioria dpiantita di DA
(Hornykiewicz et al., 1986), una perdita della pegitazione caratteristica
(minor concentrazione di neuromelanina), una riolei dell’attivita del
complesso | della catena respiratoria mitocondréalena minore attivita
dell’ a-chetoglutarato deidrogenasi.

Inoltre, la presenza di elevati livelli di ioni fesi e ferrici non legati alla
ferritina insieme ad una consistente riduzioneadgllantita di glutatione in
forma ridotta (GSH) senza un aumento di concertrezdella sua forma
ossidata (GSSG) indicano un’intensa situazione tdess ossidativo
(Olanow et al., 1999).
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Sebbene l'eziologia della MP sia ancora sconosciutarmai accettata
l'ipotesi di un’origine multifattoriale che caratieza questa malattia e in
cui interagiscono sia componenti ambientali cheegiehe (Semchuk et al.,
1993; Taylor et al., 1999). Nel corso degli arome stati proposti diversi
fattori eziologici: ereditarieta (Gowers, 1888)sitai cerebrali (Patrick et
al., 1922), infezioni (Poskanzer et al., 1963),rotassine endogene (Davis
et al., 1979; Langston et al., 1983), fattori amtaé (Calne et al., 1983) e

alterate espressioni geniche (Duvoisin et al., 1995
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Fig. 1. Schema rappresentativo dei nuclei che costituscgangli della base compresi
la pars compacta della substantia nigra (SNpc)il adcleo caudato, che costituisce,
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assieme ad altri nucleo il corpo striato, sedeedeitminazioni dopaminegiche della via

nigro-striatale.

1.1.1. Eziologia

Studi epidemiologici indicano che alcuni fattoril@ientali e occupazionali
possono aumentare il rischio d’insorgenza dellaattial Questi includono
'esposizione a tossine esogene quali pesticidira@at, Rotenone),
metalli (Al, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Zn), altri xenob® (es. il monossido di
carbonio) e prodotti chimici industriali (MPTP, gehti organici), stile di
vita (dieta e fumo), luogo di residenza (ambientgale) e attivita

professionale (lavoro agricolo) (Lai et al., 2002).

Diversi studi mostrano una correlazione positivalé MP e I'esposizione
sia acuta che cronica a pesticidi (Jiménez-Jiméhet 1992; Gorell et al.,
1998,). L'esposizione a erbicidi, insetticidi e fucidi avviene attraverso
I'assunzione di acqua e cibo contaminato, per ¢tuntaitaneo o attraverso
inalazione diretta. | pesticidi esplicano la loasdicita attraverso diversi
meccanismi: disfunzione mitocondriale per inibizaodel complesso |
(Gassner et al., 1997; Greenmyre et al., 1999)uhaatne di enzimi quali

citocromo P450 e glutatione transferasi (Hodgsaal.efl996; Di llio et al.,

1996), tossicita attraverso un meccanismo siner@itaruchelvam et al.,

2000).

- Rotenone

Il rotenone & un pesticida usato in agricoltura ehigisce il complesso |

mitocondriale. Questo pesticida permette di riproglde caratteristiche

della MP in animali trattati che sviluppano unaides dopaminergica

nigrostriatale e presentano una riduzione del mewbm una postura flessa

e in alcuni casi rigidita; inoltre si osserva aelle citoplasmatico dei
5
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neuroni nigrali la presenza di inclusioni contenensinucleina (Betarbet
et al., 2000).

Tuttavia il rotenone puo determinare un'azioneitasanche sui neuroni
GABAergici, infatti, la concentrazione di rotenoeel grado di inibizione
del complesso | risultano uniformi in tutte le amsrebrali. Vi sono dati
che indicano come la maggiore degenerazione deinsasdopaminergico
sia dovuta alla particolare sensibilita di questiuroni al blocco del
complesso | mitocondriale (Greenamyre et al., 2008 modello del

rotenone si ha inoltre un’ aumentata espressionesiiucleina che puo
diventare insolubile e dar luogo ad inclusi citgpiatici. Tramite

inibizione della catena respiratoria mitocondrialle,rotenone produce
un'inibizione del sistema UP (Hoglinger et al., 2001l modello del

rotenone é stato il primo modello sperimentale toasall’ esposizione ad
un agente ambientale in grado di determinare ladarone di inclusioni in
associazione con la comparsa di danno a livelllmdaroni dopaminergici
nigrostriatali. Questo modello trova attualmenteimmpiego diffuso nello

studio delle basi molecolari della formazione dilusi e del loro legame

con i processi di morte cellulare.
- MPTP

L'MPTP é un derivato della Meperidina, una sostanza siratedit effetto
analgesico-narcotico (detta anche "eroina sintjtiQuesta neurotossina
ha contribuito notevolmente a chiarire alcuni mecai della MP in
guanto causa una patologia che mima i suoi sintogoirologici, quali
tremori, rigidita, lentezza dei movimenti, instailposturale. Nel 1979 fu
descritto il primo caso di parkinsonismo dovuto as$unzione di questa

sostanza sintetizzata artigianalmente.
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Questa molecola si lega con elevata affinita afifule dopaminergiche
della SNpc distruggendole e la sua tossicita etdegédla conversione

endogena nel metabolita MPH ale conversione avviene in due fasi:

1. Conversione dellMPTP in un metabolita intermeditraverso l'azione

degli enzimi monoaminoossidasi-B (MAO-B)

2. Conversione spontanea del metabolita intermediMPP. Affinché
I'MPP" svolga la sua azione tossica € necessario che veaspgortato

all'interno della cellula tramite il sistema digp@rto della DA (re-uptake).

Questa neurotossina causa un blocco a livétlta catena respiratoria del
complesso | mitocondriale, determinando nell'uomoegli altri primati

una sindrome irreversibile.

Con questa neurotossina si ottiene una perdita ivaasdi fibre

dopaminergiche nigrostriatali insieme a una deplezidi DA ed alla
comparsa di una sintomatologia sovrapponibile dl@wsservata nel corso
della MP. L'uso di questo modello ha permesso dividuare importanti
alterazioni nel metabolismo cellulare correlate teess ossidativo o a

disfunzioni mitocondriali.

L'MPTP somministrato in acuto non e tuttavia indgrali determinare la
formazione di corpi di Lewy e la perdita neuroniaé LC tipica della MP
(Forno et al., 1986; Forno et. al., 1993).

Un recente studio (Fornai et al., 2005) ha evideoziche gli animali
trattati in maniera continua, diversamente da qussttoposti ad una
somministrazione sporadica, presentano una sindpariéensoniana dose-
dipendente con formazione di inclusioni contenentsinucleina e

riduzione dell'attivita del sistema UP.
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Inoltre l'infusione continua di MPTP determina uffietto degenerativo
anche a livello del LC dove i neuroni noradrenargopravvissuti

presentano inclusioni neuronali contenersinucleina e ubiquitina.

Questi risultati dimostrano che linibizione coni@n del complesso |
mitocondriale incrementa il danno ossidativo e isub la funzione del
sistema UP, la quale rappresenta la via finale cemella patogenesi delle
sindromi parkinsoniane (Chung et al., 2001; Foetail., 2003; Hoglinger
et al., 2003; Greenamyre e Hastings, 2004).

- Metalli

L’associazione fra Mn e Cu per soggetti con pi@ianni di esposizione
occupazionale sembra essere significativa (Gortelale1999). Inoltre,
esposizioni croniche a combinazioni di Fe e Cu, ePICu, Pb e Fe
costituiscono un rischio maggiore di sviluppare MP che non
I'esposizione al singolo metallo (Gorell et #999b.). Inoltre I'esposizione
occupazionale a Cu, Fe o Pb incrementa il rischisaggetti con storia
familiare positiva (Rybicki et al. 1999). Un recerdtudio ha dimostrato
che la contemporanea presenza di specifici pesticichetalli, come |l
dietilditiocarbammato e AP*, & in grado di indurre un cambiamento
conformazionale delii-sinucleina e accelerare il fenomeno di aggreg&zion
in fibrille che porta alla formazione dei corpi dewy (Uversky et al.
2002).

- Nicotina

Studi epidemiologici dimostrano un’associazioneensa tra il fumo di
sigaretta e I'insorgenza della MP (Gorell et a@99c; Grandinetti et al.,
1996), infatti sembra che il fumo diminuisca dicainl 50% il rischio per il
Parkinson (Quik, 2004).
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A tal riguardo, sono stati evidenziati diversi megismi con cui la nicotina
potrebbe avere un ruolo protettivo: stimolare lhgcio di DA (Janson et
al., 1992,), stimolare direttamente i recettoriotiimici presinaptici, inibire
enzimi come la monoammino-ossidasi (MAQO) e pregervianeuroni
nigrali da metaboliti tossici prodotti enzimaticamte (Baron, 1986).
1.1.2.Fattori genetici

Circa il 5-10% dei pazienti colpiti da MP soffrodo una forma familiare
della malattia e mostrano un modello di ereditaraitosomico dominante.
| fattori genetici giocano un ruolo fondamentaldmsviluppo della MP.
Sulla base di questi dati sono stati sviluppatiumlenodelli sperimentali sia
in vivo, tramite l'utilizzo di animali transgenici, che vitro su colture
cellulari transfettate, che hanno permesso di armplle conoscenze sul
MP.

- Alfa-sinucleina

L'a-sinucleina € una proteina neuronale coinvoltajrsitorma nativa che
mutata, in diverse patologie neurodegenerative initef per questo
sinucleinopatie (Dev et al., 2003). Alcune mutazipantiformi (A53T,
A30P e E46K) nel gene che codifica perdinucleina sono correlate alla
comparsa di una rara forma giovanile autosomica imme di MP
(Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al.,, 1988rranz et al., 2004)
mentre la sovraespressione dahsinucleina nativa, determinata da una
triplicazione genica, causa una MP familiare sey8mgleton et al., 2003;
Farrer et al., 2004).

La sovraespressione di-sinucleina nativa o l'espressione in quantita
normali di una forma alterata puo quindi essereacapdi determinare
morte cellulare a livello dei neuroni dopaminerggaili causare disturbi del

movimento.
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Vari modelli genetici basati sulla sovraespressigine sinucleina normale
o mutata nel topo, nell®rosophila e cellulari confermano che questa
proteina gioca un ruolo chiave nella formazionandiusioni analoghe ai
corpi di Lewy (Masliah et al., 2000; van der Putttnal., 2000; Feany e
Bender, 2000; Stefanis et al., 2001).

- Parkina

Il prodotto del gene Parkin (Parkina) € un enziroa attivita ubiquitin-
ligasica che sembra agire come ligasi per la pratebiquitina E3 che
appartiene al sistema UP. Il suo mancato funzionémnedovuto a
mutazioni nel gene Parkin porta a un malfunzionamelella via UP che
non e piu in grado di identificare proteine anon&ldi permettere cosi al
sistema di degradarle. La conseguenza € un accuinploteine anomale
con effetto tossico sulla cellula (Shimura et2000; Chung et al., 2001).
Una compromissione del sistema di riconoscimentdi @rocessazione
delle proteine alterate € quindi la causa delltuppio di questa forma di
Parkinson.

Un modello animale di topo knock-out per la parkimacentemente
sviluppato ha evidenziato da un lato l'assenzandiusioni neuronali
dall'altro, in contrasto con i precedenti studastenza di alterazioni a
livello nigrostriatale, del sistema noradrenergicoeficit cognitivi (Perez e
Palmiter, 2005).

Ci sono anche evidenze scientifiche che maggieeiliidi parkina abbiano
un effetto neuroprottettivo riuscendo a soppriméedfetto tossico di
proteine anomale (Imai et al., 2000).

-DJ-1

Nei pazienti con MP sono state osservate due nwtiazel gene DJ-1, una
delezione di alcuni esoni che previene la sintesdiadproteina, una

10
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mutazione puntiforme (Leul66Pro) che rende la prateneno stabile e
promuove la sua degradazione per merito del sistégbhgBonifati et al.,
2003).L'uso di topi incapaci sintetizzare la DJ-1 ha evidenziato come,
sebbene i livelli di dopamina nello striato e ihmero di neuroni nella SNpc
siano normali, questi animali presentino ridottabitid se trattati con
anfetamina e, se sottoposti a MPTP, abbiano unagioragerdita di
neuroni ed una maggior denervazione a livello tstiea

| neuroni di embrioni di topi DJ-1 sono maggiornesensibili agli stress
ossidativi. Questi dati sono confortati dal fattzecse tramite un vettore
adenovirale si riporta a livelli normali la sintedi DJ-1 gli effetti
neurodegenerativi si annullano. Anche in animah nwtati si osserva che
se, sempre tramite un vettore virale, aumentiain@lli di DJ-1 le cellule
subiscono minori danni neuronali indotti da MPTP nine la
sovraesperssione di DJ#lvitro determina una maggior resistenza a stress
ossidativi (Kim et al., 2005), confermando il rusleuroprotettivo del DJ-1
nei confronti dello stress ossidativi e che unadp&rdi DJ-1 possa

concorrere alla patogenesi della MP.

1.1.3. Patogenesi

| neuroni dopaminergici sono particolarmente vuhbdr allo stress
ossidativo perché la dopamina € metabolizzata nossedo di idrogeno
(H,O,) e altre specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Malll et al., 1985;
Olanow, 1990) quali il radicale superossidg (Qil perossido di idrogeno
(H,0,), il radicale ossidrile (OBl e I'ossigeno singolettd®,) (Ebadi et al.,
2001) che possono portare all’alterazione di undeta di molecole
biologiche (DNA, proteine e lipidi). Nei neuroni IBA puO essere

metabolizzata sia dalle MAO in 3,4- diidrossifendgaldeide (3,4-DHPA)
11
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e ammoniaca (1) che, per auto-ossidazione non atizem in radicale
semichinone (SQ(2).

DA + O, + H,0O — 3,4 DHPA + NH + H,0O; (1)

DA+0O,— SO+ O,"+H+DA + O, + 2H — SJ + H0; (2)

L'H,O, e I'O,” sono normalmente eliminati da reazioni enzimatiche
coinvolgenti le superossido dismutasi (SOD), latgjlune perossidasi
(GPO) e le catalasi. Una concentrazione costanit@i accompagnata da
un aumento significativo di Fepud portare alla reazione di Fenton con
formazione del radicale OHE stato dimostrato che la neuromelanina
(NM), accumulo-riduzione del ferro nella SNpuo incrementare la
produzione del radicale ossidrile, legare i metime il Fe, promuoverne
la riduzione e generare, quindi, lo stato di vatéentle per la reazione di
Fenton (Ben Shachar et al., 1991) o la reazionklatier-Weiss. Questi
processi catalitici possono richiedere linterverdo specie endogene
riducenti, quali altri metalli di transizione (Cu &In) oltre alla
neuromelanina (Zecca et al. 2000).
| mitocondri sono una notevole sorgente di ROS,cacirl'1-2%
dell'ossigeno metabolizzato viene convertito in ‘Oda diversi siti nella
catena respiratoria e nella matrice mitocondridltte vie metaboliche
specifiche inoltre portano alla formazione di speceattive dell’azoto
(Reactive Nitrogen SpeciesRNS), direttamente implicate nella
neurodegenerazione. Infatti, bOpuo reagire con il radicale ossido nitrico
(NO) formando agenti ossidanti altamente reattivi, pgrossinitrito
(ONOO-) e il radicale idrossido (OH Tali specie, oltre a causare danno
12
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ossidativo, inibiscono la funzione mitocondrialelusendo il rilascio di
aminoacidi eccitatori come il glutammato e I'asp#ot i quali, a loro volta,
provocano un aumento del €dibero nel citosol, portando ad una serie di
eventi che scatenano una degenerazione neurotraleato:

1. attivazione dell’ossido nitrico sintetasi (NitrOxide Syntethase, NOS)
che genera NQlall’arginina;

2. attivazione della proteasi che converte la xantieidrogenasi in xantina
ossidasi, la quale a sua volta catalizza I'ossatezidella xantina in acido
uricoe G ;

3. attivazione della fosfolipasi (PLA2) che rilasacido arachidonico, il
quale si decompone formando $Q

Il punto cruciale € il danno provocato dalla NOSunomale; infatti la
formazione del radicale ossido nitrico (N@etermina:

1. alterazione della funzione mitocondriale;

2. alterazione dell’lomeostasi cellulare;

3. danno al DNA e ai lipidi;

4. aumento della concentrazione di Fe libero resgoife del danno
ossidativo. Il NO é assente nella SN, mentre nello striato si rriovuna
popolazione specifica di neuroni con elevata danki& degenerazione dei
neuroni della SNpc e quindi causata da un fattpexiico neurotossico
dello striato (Sancesario et al.,, 2000). L'ossidtriap puo facilmente
diffondere attraverso le membrane cellulari maiffereénza dei piu comuni
neurotrasmettitori € neuropeptidi, non puo essaredgazzinato e riciclato
da meccanismi di recupero nei terminali sinapfcstato supposto, percio,
che il NOe possa agire senza il bisogno di mecaainisormalmente
associati con il rilascio e il recupero degli atteaurotrasmettitori e senza il
bisogno di connessioni sinaptiche convenzionalrif@eaite, 1991).
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Per questo, e stata avanzata l'ipotesi che i néwontenenti la NOS
abbiano caratteristiche morfologiche distintivei@ne in grado di creare
connessioni sinapitche con altri neuroni. Tecnidh@nmunocitochimica
Sui neuroni nitrinergici hanno evidenziato un meds@o retrogrado
secondo cui la NOS funziona da sinapsi terminake dn terminale
eccitatorio glutammanergico e una spina dendritigast-sinaptica
dopaminergica, connettendo entrambi i complessmodo da modulare

I'effetto del terminale eccitatorio sulla spina pemaptica.

Per valutare lo stato ossidativo dell’organismgpgd valutare il danno
cellulare tramite misura dei radicali (ROS e RNS)nwdiante la
determinazione dei metaboliti che si formano dwantprocessi cui
partecipano i radicali; oppure si puo verificarecégacita di difesa contro
gli agenti ossidanti per mezzo della misura degliogsidanti naturali
(vitamine, acido urico), degli enzimi (GPO, SOD &tatasi) e dei loro
substrati (GSH e GSSG).

| radicali causano danno a diversi tipi di molecblelogiche: proteine,
lipidi e DNA. Una conseguenza dell’'eccessiva praohe dei ROS nel
cervello € la perossidazione dei fosfolipidi e agihssi polinsaturi liberi.
Il danno provoca un’alterazione della strutturaiezione del doppio strato
fosfolipidico delle membrane plasmatiche e degfjamelli citoplasmatici.
Un modo per misurare lindice di perossidazionddiga nella SNpc
consiste nel valutare i livelli dei prodotti di cpte processo. La
perossidazione lipidica dell’acido arachidonico dig alle membrane
rilascia una serie di aldeidi tra cui la malondeadtt (MDA) e il 4-idrossi-
2-nonenale (HNE). Gli elevati livelli di questi naébliti, riscontrati nella
SNpc dei pazienti parkinsoniani, confermano laazgtone di intenso stress
ossidativo. Inoltre il loro incremento, fino a quatvolte, riscontrato anche
14
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nel fluido cerebrospinale suggerisce un parallakramento nel cervello
(Dexter et al., 1989; Selley, 2001). E stato antin@ostrato che il HNE e
la MDA sono composti elettrofili in grado di reagicon i residui di His,
Lys e Cys provocando, nelle proteine solubili delli) I'introduzione di

gruppi carbonilici (CO) utili per la valutazionesmdativa (Dalle-Donne et
al., 2003). L'elevata produzione di radicali inifBsanche l'attivita dei
meccanismi di riparo del DNA dei neuroni nigrogtiladopaminergici. In
tal caso e stato osservato che i radicali sonorauay di idrossilare in
posizione C-8 i residui guanosinici del DNA, prodndo la 8-idrossi-
deossiguanosina: ne € stato evidenziato I'increonenanalisipost-mortem

di pazienti parkinsoniani (Sanchez-Ramos et aP4)1.9

1.2. Voltammetria

La voltammetriaé una tecnica di analisi basata sulla misura aelieente
che passa attraverso un elettrodo immerso in uh&isne contenente
specie chimiche elettroattive (che si possono @esidare o ridurre),
quando esso é sottoposto ad una variazione di paten L’elettrodo,
chiamato elettrodo di lavoro, pud essere costitdanateriali di vario tipo
e possiede generalmente una superficie molto @iceet poter assumere

velocemente il potenziale imposto in modo accurato.

Questa tecnica € molto versatile e, in ambito derda, consente di
effettuare studi su molteplici aspetti delle reazielettrochimiche, quelle
cioe che avvengono con scambi di elettroni tra eeige prodotti. Per
queste reazioni e possibile studiare le leggi anemano la dipendenza
della corrente elettrica dal potenziale impost@gttrodo.
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L’'applicazione delle diverse tecniche voltammeteich alla base quindi
della comprensione delle leggi che regolano varofeeni elettrochimici e

ha una ricaduta di grande importanza in vari casymologici.

Una delle applicazioni piu importanti e diffuse ldeioltammetria &

comunque la determinazione quantitativa e qualaatii specie chimiche
in soluzione che abbiano la possibilita di essesgdate o ridotte.

Per comprendere il meccanismo su cui si basa tamabetria supponiamo
che un elettrodo di lavoro sia immerso in una sohz contenente una
specie elettroattiva 4 in grado di ridursi (ovvero di acquisire elettron

dall’elettrodo) in base alla reazione (3):

AOX + ne Ared (3)

e che all'elettrodo venga imposto un potenzial¢anetnte piu riducente
(ovvero piu negativo) del potenziale di riduzioredla specie in oggetto.
Affinché avvenga il passaggio di corrente attraved&lettrodo é
necessario che 4 partendo dalla soluzione in cui si trova, raggan
I'elettrodo e che accetti elettroni da quest’ultimQuesto processo €
governato da due fattori cinetici: la velocita @amla specie chimica arriva
all'elettrodo (y)e la velocita di scambio degli elettroni tra efmtio e
soluzione (V).

| processi che consentono ad una specie chimicenudiversiin una
soluzione sono la convezione, la migrazione effasione.

- Convezione

E’ un fenomeno indipendente dal processo di scarisarealizza quando

e

una soluzione é sottoposta ad agitazione, oppuBndiju in essa Si
verificano delle disomogeneita, come ad esempio guadiente di
16
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temperatura o di densita. In questo caso le madedel solvente e degli
analiti si muovono con un moto piu 0 meno turbaderttie diventa sempre
piu laminare, man mano che ci si avvicina alla sfigie dell’elettrodo. Lo
strato di soluzione a stretto contatto con la digerdell’elettrodo € invece
praticamente stazionario.

- Migrazione

Movimento causato dalla forza di attrazione del pamlettrico generato
dall’elettrodo nei confronti di ogni ione di caricapposta e dalla
contemporanea forza di repulsione da parte di ogme con la stessa
carica.

- Diffusione

Movimento spontaneo che si genera in una soluzdmearte di quelle
specie chimiche sottoposte ad un gradiente di ecaragone.Durante |l
processo di scarica la parte di soluzione a stitdatto con I'elettrodo
diventa sempre piu povera diA rispetto al resto della soluzione. Il
gradiente di concentrazione che scaturisce richirspecie elettroattiva
dalla soluzione lontana verso l'elettrodo. La vébocdi diffusione é
direttamente proporzionale al gradiente di coneamtne e quindi alla
concentrazione della specie elettroattiva.

Dei tre fenomeni descritti in precedenza, solo iffusione é correlabile
alla concentrazione della specie elettroattiva shecarica, detta anche
depolarizzante.

Corrente faradica e corrente capacitiva

La corrente elettrica che attraversa I'elettrodo chee componenti: la

corrente faradica (che obbedisce alle leggi di dyaed € dovuta alla

scarica della specie elettroattiva e la correntpaciéiva (dovuta alla

formazione di un doppio strato elettriquer la presenza in soluzione
17
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dell’elettrolita di supporto). Tale doppio straiccemporta da condensatore
con capacita molto elevata e la corrente capacitiva ne consegue si
somma alla corrente faradica.
La corrente capacitiva costituisce un’interferedeéondo aspecifica della
corrente faradica e, a volte, puo risultare supergoquest’ultima quando il
depolarizzante € in concentrazioni molto basse.
Considerando gli aspetti cinetici, quando una speelettroattiva €
sottoposta ad una scansione di potenziali, si jpuidicare:
1. uno scambio di elettroni tra elettrodo e sologigiu veloce della
variazione di potenziale e quindi della velocitaddiusione (¥ > vg). In
guesto modo il potenziale dell’elettrodo corrispema ogni istante a quello
previsto dalla legge di Nernst: si € in presenze @i una coppia redox
rapida o reversibile o, comunque, che non preseataatensioni e il
processo di scarica all’elettrodo é legato unicamatia diffusione.
2. una velocita di trasferimento degli elettronnare della velocita di
diffusione (vs < vd). Il sistema redox, in questasac é detto lento o
irreversibile o é caratterizzato da forti fenomenisovratensione: il suo
potenziale € infatti “in ritardo” rispetto a quelfwrevisto dalla legge di
Nernst.
3. le due velocita sono simili. La coppia redoxchaatteristiche intermedie
e il processo di scarica é regolato sia dalla siiffae che dalla velocita di
trasferimento degli elettroni.
| costituenti principali di un moderno strumento & misurazioni
voltammetriche sono:
- la cella di misura
- il circuito potenziostatico
- il PC corredato di un software adatto
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- Cella elettrochimica

E costituita da un contenitore di vetro nel qualacsimmersi 3 elettrodi:
I'elettrodo di lavoro yorking electrode WE) costituito da un capillare
collegato a un elettrodo solido; l'elettrodo dienfmento (eference
electrode RE), normalmente & un elettrodo di Ag/AgCl, K€dturo;
I'elettrodo contatore o elettrodo ausiliariaugiliary elecrode AUX-CE),
costituito da un filo di platino inserito in unicitiro di teflon. L'agitazione
é realizzata mediante un agitatore magnetico enontatta magnetica.

- Potenziostato

Permette di imporre la scansione di potenziale narognhata tra WE e RE
mentre viene misurata la corrente circolante resli, tra WE e AUX-CE.
Il sistema di gestione é costituito da un softwareiato in un PC
interfacciato tramite una linea seriale al sisteinanisura. Questo software
ha il compito di inviare al sistema di misura i g@@etri di una scansione, di
controllarne I'esecuzione e gestire i dati di coteee potenziale ricevuti.

In questo studio e stata utilizzata come tecnicadtaronetrica

'amperometria potenziale costant®$tant potential amperomefrg@PA).

1.3. Microdialisi

La microdialisi € una tecnica che permette di recage 0 somministrare
sostanze a basso peso molecolare nell'interstizarghni o tessuti senza
modificarne il  volume, monitorando dinamicamente anbiente

extracellulare ed eventuali modificazioni in rispp a stimoli esterni
(Benveniste et al., 1989). Questa tecrscdasasulla separazione di due
compartimenti fluidi da parte di una membrana tad permeabile a

specie chimiche con un basso peso molecolaresbnaa di una pressione
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osmotica e di un potenziale elettrico il movimemte soluti fra i due
compartimenti € dovuto esclusivamente alla diffasisecondo il gradiente
di concentrazionela tecnica della microdialisi consente il monitayeg
dei neurotrasmettitori e altre molecole nellamigerextracellulare ed e
utilizzabile non solan vivo ma anchean vitro. Questo metodo ha subito
numerose modifiche ed & ora largamente utilizzatalpcampionamento e
la quantificazione di neurotrasmettitori, neurdplie ormoni nel cervello

e nei tessuti periferici.

La microdialisi si effettua tramite I'impianto dine sonda microdilitica
nell’area del cervello (o di altro tessuto) chenggnde monitorare; la sonda
e normalmente costituita da una membrana dialiezasdnnessa ad un
inlet ed un outlet, costantemente perfusa da ugerimel lato interno
mentre quello esterno e in diretto contatto cdiguido extracellulare. La
sonda puo essere considerata come un vaso sanguigiteale nel quale
specie chimiche a basso peso molecolare diffond@uondo il proprio
gradiente di concentrazione. Le molecole di intsgegngono recuperate
ed analizzate. Diversi farmaci possono essere soistmaiti attraverso lo
stesso principio. Esistono vari modelli di sonde m&rodialisi che
differiscono per forme e complessita, tuttaviaasgono suddividere in due
tipologie strutturali: sonde seriali (transcerelypabbes) e sonde parallele
(U shaped, side by side, concentric probekg sonde microdialitiche
vengono comunemente utilizzate su animali anegtdtip freely-moving.
Una variante di queste é il capillare microdiatitiatilizzato negli studin
vitro. La concentrazione delle molecole recuperate euizibne di un

concetto chiamato recovery.

Il recovery e il rapporto fra la concentrazionelelslostanze dializzate e la
concentrazione delle stesse in un medium di rifentm in cui viene
20
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posizionata la sonda ed € influenzato da divetgirisquali: il flusso di per

fusione, il tempo di campionamento, I'area e il-offt della membrana

dializzante, la forma, le dimensioni e il coefficie di diffusione delle

molecole, interazioni delle molecole con la memhbraninfine il fattore di

tortuositai (discostamento della diffusione delle molecoleutea linea

retta).

Per questi motivi il recovery fornisce una sottosti delle real

concentrazioni delle sostanze presamtvivo. Si possono distinguere un
recovery assoluto e un recovery relativo. Il priecnéa quantita assoluta di
sostanza recuperata per unita di tempo, quest@gannente proporzionale
al flusso, normalmente e espresso in grammi. lovery relativo é

inversamente proporzionale al flusso per unita edndo, generalmente

espresso come percentuale (fig. 2).
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Fig. 2. Rapporto tra recovery assoluto e recovery relativo.

La tecnica della microdialisi presenta diversi e@gji, infatti permette un
monitoraggioin situ, € un sistema altamente specifico e consente di
valutare dinamicamente le risposte agli stimolii §&lantaggi di questa
tecnica sono dovuti sia alla sua invasivita che dapauperamento
dellambiente fisiologico. Inoltre i tempi di recem dei campioni sono

piuttosto lunghi.

14. PC12

La linea cellulare PC12 deriva da un feocromocitoed € stata
originariamente isolata dalla midollare del surredieratto nel 1976
(Greene e Tischler, 1976). Come le cellule cromafé PC12 sintetizzano
la dopamina (DA) e anche la noradrenalina (NA) ilasciano in seguito a
22
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depolarizzazione della membrana con un meccanimd @iaendente
(Greene e Rein, 1977).

Questa linea cellulare viene spesso usata come agello in vitro per
capire la fisiologia dei neuroni centrali della DRoda et al. 1980, Tischler
2002). Diversi fattori contribuiscono al largo usslle cellule PC12, infatti,
non sono costose, sono facili da coltivare e mimarati aspetti dei
neuroni centrali della DA in quanto producono calamine (Vaccaro et al.
1980, Roda et al. 1980). In particolare queste @tcontenere DA (Greene
e Rein 1987) possiedono i suoi recettori sulla nramid esterna (Sampath
et al. 1994). La presenza della DA, dei suoi rece# dei meccanismi di
re-uptake rende queste cellule paragonabili allermiteazioni
dopaminergiche piu delle cellule da cui derivaoell(le cromaffini della
midollare del surrene) (Fig. 3). Questo concettmidrzato dalla presenza
della isoforma A delle monoaminoossidasi (MAO)idotA, caratteristica
propria solo dei neuroni dopaminergici (Finberg @udim, 1983) mentre
nelle cellule cromaffini della midollare del sureeprevalgono le MAO di
tipo B (Youdim, 1991). La linea cellulare PC12 reggenta quindi un
modello per capire la neurotossicita di una serieothposti che agiscono
sui neuroni centrali della DA con significative ihgazioni per |l
trattamento dei disordini neurologici. Le PC12 sotenute attualmente un
valido sistema di previsione degli effetti indata un dato trattamenia
vivo, nonostante alcune caratteristiche della loroolfigjia cellulare le

diversifichino dai neuroni catecolaminergici.

Mettendo a confronto i neuroni dopaminergici concélule PC12 e la
cellule da cui derivano (cellule della midollarel dirrene), possiamo
vedere alcune differenze. L’analisi immunoistoclzianiper la tirosina
idrossilasi (TH) mostra un’intensa colorazione ignio compartimento
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cellulare. Nelle cellule PC12 Iimunocolorazione lecalizzata nel
citoplasma mentre nei neuroni dopaminergici risudtgoositivi per la
colorazione della TH gli assoni. Con I'immunoistoutta per il DAT si
ottiene un risultato simile per i tre tipi di cdéuprese in esame; tuttavia, il
trasportatore della DA (DAT) € meno presente nalidlule PC12.
L'immunoistochimica per il trasportatore vescicelatelle mono-ammine
di tipo 2 (VMAT-2) é negativo nelle PC12, mentre daa presenza €
notevole nella midollare del surrene e nello strial modello
catecolaminergico delle cellule PC12 e molto simalée terminazioni
dopaminergiche, anche se in queste la catecolapiinabbondante e la
DA (nonostante sia 10 volte meno concentrata ris@etuella presente nei
terminali dopaminergici). In questa linea cellulale quantita di NA e
molto bassa, mentre I'epinefrina (E) non é rilelabinoltre, le PC12
possiedono una notevole quantita di L-DOPA. Quesbtdello € in netto
contrasto con cio che si osserva nelle celluleadelidollare del surrene,
dove sono presenti solo E e NE. | livelli di calacgine sono differenti
cosi come la quantita di vescicole nei tre différdipi cellulari. In
particolare, la densita di vescicole secretorie @tanbassa nelle cellule
PC12. Le vescicole secretorie contenenti NE somoghibondanti nelle
cellule della midollare del surrene e sono altameancentrate all'interno
DA terminali catecolaminergici. Misurando la qué&atdi metaboliti della
DA, si puo riscontrare che nelle PC12 sono pres@ntoncentrazione
molto vicine a quelle della DA, mentre sono moth@no abbondanti
rispetto ai terminali striataliQuesto dimostra che il rapporto DOPAC /DA
e HVA /DA e vicino a 1 per le PC12, mentre &€ mdd&sso per i terminali
DA striatali. Cio indica che nelle PC12, nonostamiesia una minore
quantita di DA, vi e un elevato metabolismo a cadsg@oco efficiente
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meccanismo di stoccaggio (Fornai et al., 2007 )piesenza di significative
quantita di L-DOPA nelle PC12 ¢ inatteso quanttiViga dell’enzima

dopa-decarbossilasi che € in eccesso rispettoaiia TH (Kopin, 1985).
Quindi, la presenza di L-DOPA nelle PC12 suggerdoe in questa linea
cellulare l'attivita della dopa-decarbossilasi dimditare un passo nella
biosintesi delle catecolamine come si verificavivo durante condizioni
patologiche (Neff e Hadjicon-stantinou, 1999siste inoltre, nei tre tipi
cellulari una notevole differenza di polarizzaziordelle vescicole
secretorie. In particolare, all'interno delle ciliPC12, i granuli sono piu
concentrati vicino alla membrana plasmatica rigpettl altre parti del

citoplasma.

Dopo differenziazione con il fattore di crescitarveso (NGF) le PC12
hanno un fenotipo simile ai neuroni dei gangli saitgd e possono essere
coltivate infinitamente. L'attivita della tirosindrossilasi (TH) in queste
cellule puo essere aumentata con I'NGF, I'insulinglucocorticoidi e la
tossina del colera (Schubert et al. 1980; Tischlaal. 1983).Anche se la
catecolamine presente in quantita maggiore nellE2RCla DA, I'aggiunta
di acido ascorbico puo portare alla produzione dargita limitata di
noradrenalina in alcune sottocolture di PC12 (Sehule Klier 1977,
Tischler et al. 1983). Le PC12 possiedono grandcieele (LDCVs), che
contengono catecolamine e acetilcolina che e imezgata in piccole
vescicole chiare (Greene e Tischler 1976; Schuitedl. 1980, Travis e
Wightman 1998).Le LDCVs nelle PC12 sono leggermente piu piccole
(75-120 nm raggio; Greene e Tischler 1976, Schudtest. 1980; Travis e
Wightman, 1998) rispetto a quelle delle cellulencadfini della midollare
del surrene (170 nm raggio; Coupland, 1968phnostante I'ampio uso di
cellule PC12 per studiare la fisiologia e la vultislita dei neuroni centrali
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della DA, I'anatomia neurochimica di questa linedludare, rispetto ai

neuroni dopaminergici, non € mai stata esploratteitaglio.

CELLULA CELLULA TERMINAZIONE
PC12 CROMAFFINE DOPAMINERGICA
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15. Determinazione elettrochimica della dopamina

La dopamina (DA) (Fig. 4), nota anche come 3,4rdsdifenetilammina o
3-idrossitiramina, € una catecolamina derivataadaibsina attraverso un
processo biochimico di idrossilazione ad L-DOPA @ccessiva
decarbossilazione. La DA ha un ruolo importantissisia a livello

periferico, dove ha un ruolo fondamentale a liveltlel sistema
cardiovscolare e renale, sia nel sistema nervostrate (SNC) , dove

funge da neurotrasmettitore.
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HO NH,

HO

Fig. 4. Formula di struttura della DA (A) e struttura tneensionale della dopamina

Nel SNC, la DA e implicata nelle funzioni cognitiy®’Neill, 2005) nella
via della ricompensa (Wightman e Robinson, 2002he¢ morbo di
Parkinson (Rocchitta et al., 2004; Rocchitta et a005a). | processi
biochimici della DA sono stati studiati sia vivo chein vitro usando
diverse tecniche tra le quali la microdialisi (Qhiet al., 2008; Rocchitta et
al., 2005b; Serra et al., 2003a; Serra et al., R00& la voltammetria
(Gordito et al., 2003). La DA viene ossidata a dojp@ ortochinone come

si vede nella seguente reazione:
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HO NH, O NH,

HO & O

DA 2¢ + 2HY DA-OQ

Questa reazione € possibile tramite l'utilizzo detteodi al carbonio
ricoperti di Nafion che hanno una buona selettivtantro gli anioni
elettrochimicamente ossidabili (Joyce et al., 20D@hetry et al., 1996).
Una grande varieta di tecniche sono state utizzsr comprendere i
meccanismi di secrezione e rilascio della DAvitro e la piu utilizzata tra
queste € l'uso della linea cellulare PC12. Queas&alcellulare derivata dal
feocromocitoma di ratto € comunemente usata neiettioid vitro per
comprendere i meccanismi fisiologici, biochimianelecolari alla base dei
processi degenerativi delle cellule catecolamiredgi in quanto capace di
scernere, sintetizzare e metabolizzare la DA (Ranhal., 2007; Sasakawa
et al., 2005; Green et al., 2001). In diversi stgdesta linea cellulare é
stata utilizzata per comprendere | meccanismi a@®kostasi
dell’ossidazione della DAn vitro (Rocchitta et al., 2005-b; Serra et al.,
2003-b). Lo scopo di questo studio e di utilizzame sistema doppio
microdialitico-voltammetrico per la detenzione oelidella DA secreta
dalle cellule PC12 (Migheli et al., 2008). Queststesna deriva da un
sistema precedentemente messo a punto (Hebela& Serra et al., 2007)
e permette di effettuare simultaneamente due espeti, trattato-
28
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controllo, utilizzando la stessa sospensione @ehul Piuttosto che
consentire la quantificazione di una singola essci(Sasakawa et al.,
2005) o la secrezione di DA dalla singola celluargen et al.,, 2001)
guesto sistema permette di studiare gli effettdliffierenti farmaci su una
popolazione cellulare (~fDe di eseguire una comparazione diretta dell’
aumento della DA extracellulare rilasciata dall@ute in un esperimento

trattato-controllo.
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2. SCOPO DELLA RICERCA

La malattia di Parkinson &€ una patologia neurodegtdiva
caratterizzata da una perdita del tono dopaminergnel
compartimento striatale cerebrale. Lo studio vitro della
secrezione della dopamina € risultato estremerieendl chiarire
'effetto di diversi farmaci senza ['utilizzo di anali da
esperimento e si avvale dell'impiego di una grandeeta di
tecniche. Lo scopo del presente studio e quellcodibinare un

sistema modificato per la microdialign vitro con un nuovo
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sistema amperometrico a due canali che permette Ila
guantificazioneon linedella dopamina secreta da cellule PC12. 1
sistema sviluppato presenta eccellente sensikilgtbilita e ben

si adatta allo studio della secrezione/release diersi
neurotrasmettitori in cellule neuronali in sospensi grazie alla
possibilita di integrazione con differenti microsen o

biosensori.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Reagenti e soluzioni

Tutti i reagenti chimici utilizzati sono stati sttioin acqua bidistillata
deionizzata  (Milli-Q). DA, 3-metossitiramina (3-MT) acido
diddrossifenilacetico (DOPAC), acido omovanillicbel\{A), acido urico
(UA) e acido ascorbico (AA) sono stati acquistadila Sigma (Milano,
Italia). La soluzione di Nafion resina perfluoriadb% in alcol alifatico) e
stata acquistata dalla Sigma (Milano, Italia). blugione tampone fosfato
(PBS) ¢ stata fatta usando NaCl 137 mM, KCI 2.7 MgHPO, 10 mM,
32
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KH,PQO,1.76 mM, glucosio 7.5 mM, Ca£1.19 mM, MgC} 0.54 mM. Per
gli esperimenti con KCI 75 mM, é stato utilizzate BBS modificato con
KCI 75 mM e NACI 81 mM. Per gli esperimenti calcitfree € stato fatto
un PBS privo di CaGl e al quale é stato aggiunto acido
etileneglicoltetraacetico (EGTA 1mM). Tutti i PB&rmo un pH di 7.4.
Tutti i sali utilizzati sono stati acquistati dalgigma (Milano Italia). Le
soluzioni di DA e 3-MT sono state preparate coruaddlilli-Q e utilizzate
subito. Le soluzioni concentrate di DOPAC, HVA e Agono state
preparate in HCI 0.1 mM e conservate in freezeryper settimana prima
dell’uso. La soluzione di UA ¢é stata preparata @O 2 mM, conservata a
+ 4°C e diluita in acqua Milli-Q prima dell’'uso. térreno di coltura delle
cellule PC12 e costituito da Dulbecco’s modifiedgess medium
(DMEM)—-F12 supplementato con il 10% di siero di @&y, il 5% di siero
fetale bovino e I'1% di antibiotico (streptomicingénicillina) (Sigma,

Milano).

3.2. Materiali e componenti elettroniche

Le parti elettroniche sono state ottenute dallan&l&iin One spa (Milano,
Italia). La tensione di alimentazione del potentatis a due canalid(al
channel potentiostaDCP) e stata stabilizzata usando regolatorirtsitne
lineari (LM1086-5 e -3). La sezione amperometricel ®@CP é stata
costruita utilizzando sei amplificatori operazian@lational LMC6042),
mentre il differenziatore-amplificatore e costituida due unita AD626
della Analog Devices. | convertitori analogico dadji (analog-to-digital
33
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converter ADC) a 12-bit sono stati costruiti con circuiitegrati della
Maxim/Dallas e Analog Devices: MAX1270 (ADC), MAX56 (digital-
to-analog converterDAC), e ADR370 (DAC-VREef). Il microcontrollore
multi-core a 32-bit usato nel DPC e un Propelldladearallax (Parallax,
Rocklin, CA, USA). Il convertitore seriale-USB eda#o su un controllore
FTDI FT232R (Future Technology Devices Internatlpdasgow, UK).

3.3. DPC: disegno e costruzione

II DPC e stato costruito sulla base di un modella gviluppato in
precedenza (Hebel e Serra, 20@®8) include due sezioni distinte: una
porzione amperometrica e una digitale. La parte emoipetrica (a due
canali) e stata costruita con un circuito integr@tbegrated circuit IC)
LMC6042, costituito da due singoli amplificatorieypzionali ¢perational
amplifier, OPA). La descrizione che segue riguarda un singainale
analogico. Il DAC, MAX5156) genera il voltaggio messario per
polarizzare il microsensore per la DA (elettrodo ldvoro, working
elecrode WE) a +250 mV rispetto ad un elettrodo di rifezmo in
argento/cloruro d’argento (Ag/AgClreference elecrode RE). Un
potenziostato doppio - OPA controlla il RE e I'tlmdo ausiliario
(auxiliary elecrode AE). Il convertitore voltaggio - corrente (I/V) én
singolo adattamento di un classico amplificatoBer(a et al, 2007) con un
guadagno fisso a seconda del valore di RF1-2 (10. MXAD626 basata
sulla differenza amplificatore ha la duplice fummodi rimuovere |l
potenziale applicato al WE (Rocchitta et al, 208 @mplificare il segnale
di 100 volte (1 NA / V). Il nucleo della parte digie € un Propeller, un 32
bit multipolare CMOS IC contenente otto controllmdipendenti chiamati
34
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COGs. La MCU, lavora a 80 MHz, controlla la ADC, DIAC, e la
trasmissione seriale dei dati al PC. MCU perifezislbno dati indipendenti
e linee di controllo per prevenire le collisionirdate I'hardware parallelo

computing. Un USB (Universal Serial Bus), a cormia stabilizzata

alimentazione del DCP.
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Fig. 5. Rappresentazione schematica del DPC sviluppatsa® un questo studio. Il
disegno ha due canali identici che consistono inpatenziostato a due OPA, un
convertitore corrente/voltaggio e un differenzialamplificatore. Ogni canale controlla
una cella elettrochimica completa (1,2) ed &€ cosmea un outlet del capillare
microdialitico. WE 1,2, elettrodo di lavoro (microsensore per la DREF, elettrodo di
riferimento RE); AUX, elettrodo ausiliario; VAppl,2, voltaggio applioat+250 mV
vs. RE); Vout 1,2, voltaggio prodotto.

3.4. Firmware e software

Il firmware del Propeller e sviluppato in Spin, limguaggio interpretato, e
quindi trasferito al MCU tramite un circuito di g@mmazione seriale. Il
potenziale applicato al microsensore della DA (+290 vs. Ag/AgCl) e
generato usando un DAC a due canali controllatodda COGs. La
risultante corrente del sensore e convertita aalore digitale usando due
COGs interfacciati ad un ADC multicanale. | rest&@®Gs sono utilizzati
per il processo digitale del segnale (DSP) e gewerdati seriali inviati ad
un PC tramite un’interfaccia USB. Il softtware dcgaisizione dati,
completamente modificabile, permette al PC distegie e visualizzare i
dati ricevuti; € stato sviluppato in Visual BasiE'N 2008 utilizzando la
libreria grafica ZedGraph.

3.5. Microsensore per la DA e cella elettrochimic&l ow-trough

Il rivestimento di Nafion del WE (microsensore gdar DA) sono stati

realizzati usando dei fili di argento rivestiti Treflon (30 mm in lunghezza,

@ = 250 um, Advent Research Materials, Suffolk, UK).

Approssimativamente 1 mm di questo filo di argestostato esposto

rimuovendo lo strato esterno di Teflon ed insentaina micropipetta di
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vetro riempita in parte con colla epossidica caai@ carbone (55%, w/w)
(Araldite-M, Sigma—Aldrich). Il disco di carbonioelfelettrodo cosi
ottenuto ha un’area di 0.0019 tme un diametro di 50Qum & stato
costruito miscelando 850 mg di grafite (polvere giafite sintetica,
particolato @ 2Qum (Sigma—Aldrich) con 500 mg di araldite-m e 200 mg
di indurente (Ramirez-Garcia et al., 2002) riemggenina porzione (10
mm) di una micropipetta di vetro (microcaps, DrunmahoScientific,
Broomall, PA, USA) con questa mistura. Il filo dj@nto garantisce un
buon contatto elettrico. Dopo aver lasciato il W& @4h a 40°C il disco e
stato lucidato usando la carta vetrata (1200 gepilvere di diamante ed
e stato rivestito con Nafion (immergendolo per 3tevanella soluzione
alcolica al 5%) e lasciati asciugare per 20’ a L20A potenziale di
ossidazione della DA é stato fissato sperimentalenen+ 250 mV (vs
Ag/AgCl) wusando la voltammetria ciclica a 100mV/sCV@7
voltammograph, Bioanalytical Systems, West LafayettN,USA). Gli
elettrodi per la DA sono stati calibrati in condiai di quiescenza
addizionando volumi noti di una soluzione standalid DA ad una
soluzione di PBS. Sono stati utilizzati solo gletélodi con undetection
limit per la DA < 25 nM e un’alta selettivita contro RAcon un rapporto
DAJ/AA di 1000:1. Esponendo i sensori ad altri amiossidabili quali UA,
DOPAC e HVA a concentrazioni compatibili con quepessenti negli
spazi extracellulari della coltura di PC12 (M) non sono state osservate
significative interferenze. L’elettrodo di riferim® (RE) e l'elettrodo
ausiliario-contatore (AUX-CE) usati nella cellatélechimica sotto flusso
(F-TEC) sono rispettivamente un filo d’argento str® di AgCI e un filo
di platino di 2 mm di lunghezza e un diametro db 12n. L'elettrodo di
riferimento e stato preparato immergendo 1 mm iteldfargento (& 125
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um) in una soluzione satura di KCI e applicando ® &% per 1 min. Il
WE, RE e CE sono stati incollati insieme usandaeksina epossidica e
saldati ad un connettore da 2.54 mm. Il F-TEC @&stasemblato usando
una porzione di micropipetta Hamilton da {D (porzione inlet) e una
provetta da microcentrifuga da 2hD(Alpha Laboratories, Eastleigh, UK)
(porzione outlet). Le due porzioni inlet e outlehe connesse a un tubo di
polietilene di 25 mm (0.58 mm i.d., Portex, Hytt). Il volume finale
della F-TEC e approssimativamente dillOPer ogni sistema a due canali
sono stati selezionati e utilizzati due F-TEC coa uisposta simile per la
DA.

Silver wire

| Teflon-insulated

Carbon epoxy
Nafion™

DA-OQ) DA
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Fig. 6. Disegno schematico dell’elettrodo di lavoro (WE)I dnicrosensore per la
guantificazione della DA. La reazione di ossidaeiasella DA nel corrispondente
ortochinone (DA-OQ) avviene sul disco di carbodél’elettrodo (area di 0.0019 ém
@ 500um) ricoperto di Nafion, applicando un potenziale-dd50 mV.

outlet
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Fig. 7 Disegno schematico della F-TEC sviluppato e usafuesto studio. La cella e
composta da una sezione inlet (A) e da una sezatlet (B) connessa a un canale del
potenziostato. WE, elettrodo di lavoro (microseasper la DA); RE, elettrodo di
riferimento; CE (AUX), elettrodo contatore (ausil@.

3.6. Costruzione del tubo capillare per la microdialisin vitro

Il tubo capillare per la microdialisi delle cellURC12 e un adattamento di
un disegno precedentemente ideato ed utilizzatorinspetalmente
(Rocchitta et al., 2005b; Serra et al., 2003a; sefria., 2005 La sonda
da microdialisi € stata costruita usando due parzith tubo di silicone
ricoperti di plastica (15@m o.d., 75um i.d., Scientific Glass Engineering,
Milton Keynes, UK), in ognuno dei quali e statalgoata una fibra da
dialisi semipermeabile in poliacrilonitrile (AN-69Hospal Industrie,
Meyzieu, France). Ogni fibra da dialisi ha un luegia attiva di 40 mm. In
seguito, ogni porzione di tubo di silicone ricopedi plastica e stato
posizionato al centro del tubo di polietilene (Orsé&n i.d., 35 mm long,
Portex). Queste due sezioni di tubo di polietilesggvono da inlet. |l
dializzato di ogni fibra da dialisi di poliacrildnie € riunito dal tubo di
polietiiene che serve da outlet. Altre due porzidnitubo di silicone
ricoperto di plastica di 40 mm di lunghezza sorgllste all’esterno del
tubo di polietilene per il caricamento della sospene delle cellule PC12
in due camere da dialisi differenti. Tutte le pano ricoperte con colla
epossidica a presa rapida, quindi le sonde da thadrsi (fibre da dialisi in
poliacrilonitrile semipermeabile piu i tubi saldah silicone ricoperto di

plastica) sono posti in due tubi capillari da meratocrito non
40
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eparinizzati (lunghi 7.5 mm , 1.1 mm i.d., Chaseiefsit.c Glass,
Rockwood, IL, USA). Il volume finale di ogni cameraicrodialitica e
approssimativamente di 5d. Due inlet distinti e due outlet permettono
raccolte separate del campione dializzato e tradimfarmacologici
separati. Ci0 ha permesso di eseguire due espdrinseparati e
indipendenti allo stesso tempo usando la stesgeesi®ne di cellule PC12

di partenza.

~ O silica capillary  { ) microdialysis hollow fiber

Fig. 8. Disegno schematico di tre sezioni (1-3) del capllmicrodialitico a due canali
usato in questo studi@ ' > capillari microdialitici:| ** * tubi inlet; O % % tubi outletA
1.2 tubi di aspiraziond; % estremita per I'aspirazione della sospensionelleed.
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3.7. Drug reservoir e fluid mixer

E stata costruita una drug reservoir (DR) contan&0iul utilizzando una
porzione di pipetta Hamilton da 1Q0 e una provetta da microcentrifuga
da 250ul (Alpha Laboratories). La DR e attraversata daflusso di
perfusione che la connette direttamente al capilfarcrodialitico, mentre
un circuito ausiliario permette un ricambio del moto della DR avente
funzione di iniettore. Gli inlet e gli outlet dell@R sono costruiti tagliando
guattro aghi, tre aventi un diametro esterno di22e uno avente un
diametro esterno di 27 G. Questa tecnica facilimaricamento della DR
con una soluzione contenente il farmaco e assigurmpatto minimo sulla
microfluidica del tubo da microdialisi. Il miscetaée di flusso e stato fatto
usando un ago 23 G ed un tubo di silicone ricopairfgastica da 15 mm.
(150 um, o.d., 75um i.d., Scientific Glass Engineering); l'ago &
direttamente connesso all'outlet del tubo da mi@icsl. Per ogni sistema a

due canali sono costruiti due DR e due FM.
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Fig. 9. Schema del singolo canale del sistema microftoidisato in questo studid\).

Una micropompa peristaltica eroga una soluzione agebdi PBS nel capillare
microdialitico attraverso una drug reservaB) ((1—3) all'interno della quale viene

caricato il farmaco (24). Le PC12 sono aspirate nella camera microdialitUna cella

elettrochimica completa, che include il microseesper la DA, € connessa a valle del
circuito per il monitoraggio online della DA se@aeatalle cellule PC12. La calibrazione

diretta del microsensore per la DA é effettuatmita I'ingressoCAL .
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Fig. 10. Calibrazione dinamica del microsensore per la DOfeteiata attraverso il
capillare microdialitico. Una micropompa peristzdtie una pompa ad iniezione caricata
con DA 1uM in PBS, sono direttamente connesse alla F-TE@dgsan fluid mixer
(FM) miniaturizzato. La calibrazione é stata fatten nove iniezioni di DA a distanza di
2 min l'una dall’altra. Prima della calibrazionetm@ le varie iniezioni di DA viene
attivata solo la pompa microperistaltica, ad unsgtu di 3pul/min. Come si vede
nell'istogramma in alto a sinistra, durante le and@i di DA (frecce da 1 a 9), il flusso
in ¢ & mantenuto fisso a @/min (100%, FM,c). Diminuendo il flusso della pompa
microperistaltica (—0.338l/min/injection, FM, a) e aumentando il flusso della pompa
da microiniezione (+0.333ul/min/iniezione, FM, b) si ha un aumento della
concentrazione di DA di +0.11dM/iniezione.
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3.8. Coltura cellulare

Le cellule PC12 sono mantenute a 37°C in piastpmaditica per colture da
60 mm (Migheli et al., 1999)e colture vengono utilizzate in un intervallo
di passaggi compreso tra il 15° e il 20° (Yuyamaakt 2001) La
sospensione cellulare utilizzata per gli esperimgm@ne preparata nel
seguente modo: una volta eliminato il medium dtwal si effettuano due
lavaggi con 5 ml di PBS modificato con I'aggiuniaC# ?* (1.2 mM), Mg
(0.54 mM), glucosio (7.5 mM) e DMEM-F12 (10%); lellale vengono
staccate dal fondo della piastra e separate me@agaante con una pipetta
Pasteur a punta ristretta fino a renderle cellmgate. Una piccola aliquota
della sospensione cellulare cosi ottenuta vienkeyata per effettuare la
conta cellulare tramite la camera di Burker e ypbBn Blue (colorante per
il saggio della vitalita cellulare). La sospensiorelulare viene quindi
centrifugata a 94g per 5’ e il volume iniziale veeaggiustato in maniera
tale da avere una concentrazione finale di cetiolmpresa tra 2.5 x 1@
1.5 x 16/ 500l

3.9. Procedura degli esperimenti

Dopo che il sistema sperimentale viene assembktp 0), la corrente
viene registrata fino ad ottenere una linea di I=abile. La calibrazione
del microsensore per la DA viene eseguita sia procha dopo ogni
esperimento usando l'accesso CAL (Fig. 9). Il tymr la microdialisi
cellulare e costantemente perfuso con PBS-DMEM mperzo di una
pompa peristaltica a microinfusione a doppio can@&@&20 peristaltic
pump, Instech, Plymouth Meeting, PA, USA) con umdogita di flusso
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pari a 3u/min. | canali della pompa sono connessi aglitirttamite un

lungo tubo di polietiliene. Ognuna delle due canmarerodialitiche (C1 e

C2 nella Fig. 8) viene quindi caricata con @d0di sospensione di cellule
PC12 viene aspirata tramite due siringhe da 1 minesse ai tubi di
silicone ricoperti di plastica saldati esternamestda i tubi di polietilene.
Quindi il sistema perfuso viene mantenuto a ungeratura di 37°C e la
corrente della DA viene registrata per la duratarandell’esperimento. La
DR viene poi caricata con KCI 75 mM dopo 120’ dalicamento delle

cellule.

3.10. Analisi cromatografia del dializzato della sospesione
delle cellule PC12

La DA viene quantificata nel dializzato ottenutdl’daperimento scelto 1.5
x 10° cellule tramite I'HPLC-EC(Rocchitta et al., 2005b; Serra et al.,
2003a; serra et al., 2005b; Migheli et al., 1989ando una pompa Alltech
426 HPLC (Alltech, Sedriano, Italia) allestita can iniettore Rheodyne
(modello 7725, Rohnert Park, CA, USA), una coloih@a cm x 4.6 mm
I.d.,, ODS80TM C18, Toso Haas, Stuttgart, Germania), misuratore
elettrochimico ANTEC-Leyden EC controller (ANTECo&erwoude, The
Netherlands), e un PC-based ADC system (Varian Gteomatographic
Workstation, Varian, Walnut Creek, CA, USA). La damobile € acido
citrico (0.1 M), acido etilene-diaminotetraacet{&P>TA, 1.0 mM), MeOH
(8.7%) e sodio octilsolfato (48mg/L) con una vetadii flusso paria 1.2

ml/ min e un pH 2.9.
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3.11. Saggio di vitalita cellulare

Il saggio di vitalita cellulare con Trypan Blue mi effettuato due volte
nella stessa sospensione cellulare: prima di riEmpisistema capillare e
alla fine di ogni esperimento, cioé 6h dopo il camento delle cellule nel
tubo microdialitico. Per ogni esperimento il tashovitalita € dato dalla
differenza tra la percentuale finale e inizialel@alellule non vitali e la

differenza tra le cellule non vitali in ogni camenecrodialitica.

3.12. Analisi statistica

La corrente di ossidazione della DA e espressadoampere (pA) ed e
data dalla media £ errore standard, mentre la cdrec@one della DA e
espressa in micromolui/). Dopo le calibrazioni del microsensore per la
DA la linea di regressione € calcolata tra la aueedi ossidazione e le

concentrazioni di DA iniettata.
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4. RISULTATI
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4.1. Caratterizzazione statica e dinamica del microseore per
la DA

Tutte le calibrazioniin vitro del microsensore per la DA sono state
effettuate a 37°C e dopo 24h dalla costruzioneadelTEC e sono state
ripetute per sette giorni consecutivi. La rispaighsistema alla DA é stata
testata in condizioni quiescenti connettendo ogniate del DPC all'outlet
della F-TEC comprendente un microsensore per la D\, elettrodo
contatore (ausiliario) ed elettrodo di riferimen{&ig. 7B). Per la
calibrazione é stato utilizzato un beaker di Tefttan 25 ml modificato
come descritto in precedenza (Serra et al, 200¥naPdi procedere alla
calibrazione il F-TEC e stato immerso in un beadarttenente PBS ed e
stato applicato un potenziale costante di +250 nilV.sistema di
calibrazione € stato posizionato su un agitatoregnatico fino al
raggiungimento di una linea di base stabile. Pescatare la soluzione di
PBS, dopo ogni aggiunta di quantita note di DA, tatcs utilizzato
un’ancoretta magnetica di 32mm di diametro; la @we risultante
dall’ossidazione e stata registrata in condiziongquiescenza (dopo aver
agitato la soluzione). La calibrazione del micreser della DA cosi
ottenuta ha dato un’eccellente linearita con unadpeza di 643 £ 17 pA
uM™ (* = 0.997, n = 6). Dopo 6 giorni la sensibilitd deicrosensore
decrebbe a 425 + 56 pAM ™ mantenendo comungue una buona linearita
(r* = 0.986, n = 6). LA calibrazione dinamica del m&znsore della DA
(Fig. 10) e stata effettuata sotto flusso stab@eau(min) connettendo la
pompa peristaltica e la pompa da microiniezioneniicelatore di flusso
MF. La retta di regressione é stata calcolata uséaliezza del picco della
DA come valore di corrente (dopo ogni iniezione IA) ottenendo
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sensibilitd di 553 + 21 pAM ™ (* = 0.989, n = 6) e 364 + 46 pM ™ (1
= 0.997, n = 6) ottenute rispettivamente dopo Irgiee dopo 7 giorni dalla
costruzione della F-TEC. Per una descrizione diétagdella calibrazione

dinamica della DA guardare la Fig. 10.

4.2. Effetti di concentrazioni crescenti di DA in camea

microdialitica e del flusso di perfusione sulle caenti di DA

In una prima serie di esperimenti effettuati 1 goidopo la costruzione
della F-TEC, una soluzione di PBS, contenente deveoncentrazioni di
DA, e stata caricata nella camera microdialitigmutando un’aspirazione
di cellule PC12. Le concentrazioni di DA aspiratellan camera
microdialitica furono: 250 nM, 500 nM, 1000 nM (FilA) . La retta di
regressione € stata calcolata usando l'altezzepideb della DA come
valore di corrente dopo ogni aspirazione di DAalori di corrente ottenuti
mostrarono una sensibilita di 464 + 44 pM™ (* = 0.982, n = 6). In una
seconda serie di esperimenti sono stati esegelitiaricamenti della camera
microdialitica con una soluzione di PBS contenanta soluzione di DA
250 nM utilizzando differenti flussi di perfusiong@ul/min, 3 ul/min, e 1.5
ul/min (Fig. 11B). Il flusso di perfusione e statantbiato prima di ogni
aspirazione di DA risultando in una variazione 'dékzza del picco di
DA. E stata quindi calcolata la retta di regressieria sensibilita per la DA
risultd diminuire di 29 + 9 pA {r= 0.906, n = 6) per ogni microlitro/minuto
di incremento del flusso di perfusione. Per eseggir esperimenti con le
cellule PC12 é stato scelto un flusso dilBmin, considerato ottimale in

funzione della quantificazione elettrochimica déla in F-TEC.
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Fig. 11A. Corrente di DA dopo una serie di tre caricameaotisecutivi di una soluzione
di PBS contenente differenti concentrazioni di 26, 500, e 1000 nM) ad un flusso
di perfusione di (3ul/min). L'aspirazione nel capillare microdialiticeiene eseguita

come descritto per il caricamento delle cellule P@ledi testo) usando una siringa
Hamilton da 1 ml.
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Fig. 11B. Corrente di DA registrata dopo un caricamentoP&S contenente una
concentrazione fissa di DA (250 nM) a differentus$i di perfusione (6, 3, e 1.5
ul/min). L’'aspirazione nel capillare microdialitico é fateome descritto per |l
caricamento delle cellule PC12 (vedi testo) usamosiringa Hamilton da 1 ml.
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4 3. Effetto del numero delle PC12 sul rilascio di DA

Dopo tre caricamenti di DA e I'analisi della regese lineare, la camera
microdialitica venne lavata con acqua bidistillatee PC12 furono caricate
mediante aspirazione nel capillare microdialiticone € gia stato decritto
nella sezione Materiali e Metodi (1 in Fig. 12A)ivBrsi esperimenti sono
stati condotti effettuando caricamenti di concentmai crescenti di PC12
varianti da 2.5 x 10a 1.5 x 16 cellule. Un picco di DA (Fig. 12A)
comparve circa 7 min dopo il caricamento con unaceatrazione AC,)
calcolata proporzionale al numero di cellule préseella sospensione
cellulare. I AC. e stato determinato dopo ogni esperimento usando
un’equazione lineare ottenuta dai tre caricamenti DA in cella
precedentemente descritti, quindi e plottata vénsomero di cellule PC12
(Fig. 12B). Anche in questo caso e stata ottennogaratta di regressione in
cui ogni punto corrisondeva alla quantita di DArséz da un numero di
cellule predefinito. Dall'analisi della regressiotireare € risultata una
sensibilita di 0.754 + 0.033 pM (5.76 = 0.25 fg)r wayni singola PC12
caricata nella camera microdialiticd & 0.992, n = 6). Non sono state
evidenziate differenze nellaC, in esperimenti con presenza o assenza di
C&" nel liquido di perfusione. L'analisi cromatografice! dializzato ha
inoltre evidenziato una concentrazione massimaaledi DApari a 1.188
+0.037uM / 1.5x 16 cellule e 0.136 + 0.028M/1.5x 1¢ cellule 120 min
dopo il caricamento, confermando dei risultati g#&enuti usando la

microdialisiin vitro (Serra et al., 2003a).
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4.4. Effetto del KCI sulla secrezione di DA in preserz 0 meno

di Ca** extracellulare

Il sistema microdialitico € stato perfuso in entbarncanali (canale 1 e
canale 2) con un PBS modificato con 10% di mediianinspresenza che in
assenza di Caglll KCI (75 mM) é stato iniettato in entrambe &2 in
Fig. 12A) 90 min dopo il caricamento delle cellulén picco di secrezione
di DA apparve dopo circa 8 min l'iniezione di KClansolo in presenza di
Ca* extracellulare (Fig. 12A). Tale picco di DA, défincomeACyg, &
risultato essere proporzionale al numero di cellaleKCl iniettato e al
CaCl extracellulare (dati non riportati). NCxc, € stata plottato verso il
numero di cellule (Fig. 12B) e la retta di regressi € stata calcolata e la
concentrazione risultante di DA fu di 0.88 £ 0.0MI 106.7 £ 0.3 fg) per
singola PC12 presente nella camera microdialitiéa=(0.991, n = 3).
L’analisi del dializzato con 'HPLC ha confermato incremento massimo
della concentrazione di DA di 1.269 + 0.044 pM3 £.10 cellule 40 min
dopo liniezione di KC|I compatibile con i risultagprecedentemente
pubblicati (Serra et al., 2003&)sando il coefficiente di correlazione di
Pearson e stata trovata una significativa corretezitra i valori medi di
AC. e ACK¢ (r = 0,9953, 7= 0.991, p < 0,0001, xy = 6). La secrezione di
DA evocata da Knon & stata osservata in assenza df*'Gtracellulare
(Fig. 12A).
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Fig. 12A. Variazioni di DA per 1.5 x 10PC12 cellule caricateAC., 1) e iniezione di
KCI (75 mM) (ACkci, 2) registrate simultaneamente con fluido di pedoe normale e
Cd*- free (rispettivamente curva rossa e curva blu).
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Fig. 12B.AC_ e ACkc plottati verso il numero di cellule PC12 (n = 3 pgni numero
di cellule ) (vedi testo).
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45. Vitalita delle PC12 prima e dopo gli esperimentidi

microdialisi

Il saggio di vitalita cellulare e stato effettuatome gia descritto nella
sezione Materiali e Metodi. Dopo la preparazionigiate la vitalita delle

cellule e testata con il colorante Tripan Blueiz#éndo la camera di
Burker per la conta. Le cellule PC12 sono stateragpdelicatamente nel
tubo microdialitico in piccoli clusters o in singotellule (Fig. 13A). Dopo
la fine degli esperimenti di microdialisi le cekusi trovano riaggregate in
grandi cluster (Fig. 13B), tuttavia non € stataeossta una signifificativa
diminuzione della vitalita cellulare (vitalita filné stato 96.2 + 3.4%, p
<0.05, n = 32).
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5. DISCUSSIONE
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5.1. Microelettronica e caratteristiche elettrochimiche del

microsensore per la DA

Il modulo amperometrico del DPC e stato ottimizzao il funzionamento
in alimentazione singolasifigle supply, a basso voltaggio grazie alla
ripartizione del guadagno tra il primo e il secostiadio di amplificazione.
Confrontato con il nostro disegno precedente (Ritteclet al., 2007), il
guadagno e distribuito tra il convertitore I/V edifferenziatore. Come
visto nella Fig.1l, fissando il valore di Rf a 10M un
differenziatore/amplificatore di precisione (AD62&)ntrolla il fattore di
amplificazione (1nA/V). In questo modo abbiamo sape le limitazioni
del progetto precedente (Rocchitta et al., 2008tive alle intrinseche
variazioni nei valori di resistenza, principalmentael circuito
differenziatore. Il risultato € che questo modelocaratterizzato dalla
precisione del guadagno, della linearita e unalleete risposta lineare. Il
sistema puo funzionare solo in modalita di ossm@zied e particolarmente
adatto a lavorare con sensori ad ossidazione alidst substrato come i
microsensori per la DA e i biosensori elettrochmigasati sulla
produzione/ossidazione di€l, (O’Neill et al., 2008). Le caratteristiche del
microsensore per la DA sono state valutateitro per piu di 3 settimane
mostrando una buona accuratezza e precisione. LauD# volta secreta
dalle cellule PC12 e metabolizzata dalle catecoh€i-transferasi
(COMT) a 3-MT (Serra et al.,, 2003a); tuttavia namne state notate
significative interferenze esponendo il microseasoer la DA alla 3-MT.
Infatti, questo metabolita O-metilato € ossidatangpotenziale di 625 mV
contro Ag / AgClI (Hebel e Serra, 2008), molto pievato di quelli per la

DA: il nafion ha inoltre mostrato una abbattimerdella corrente di
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ossidazione per questo metabolita rispetto allacssedazione diretta su
carbon-epoxy (dati non riportati). Rispetto ai valmiziali (giorno 1) &
stato misurata una diminuzione di sensibilita argd 7, (al di sotto del
44% in condizioni di quiescenza e al di sotto dBP64in condizioni
dinamiche) che ¢ stato attribuita all’ invecchiatoetiel microsensorelLa
simmetria tra i due microsensori usati in ogni espento, intesa come un
decadimento parallelo e simultaneo delle correntDA registrate nei
singoli sensori, si € mantenuta per l'intero periddprova (7 giorni). Una
piccola differenze di base tra i sensori e statariokmente corretta dal
software (offset) 60 min prima di ogni esperimenta.F-TEC puo essere
utilizzata per 1 settimana senza problemi, eseguaralibrazioni ogni
giorno, immediatamente prima di ogni esperimentmn& mostrato nei
risultati. Dopo 1 mese di funzionamento continughiamo osservato una
riduzione della sensibilita (al di sotto del 67%dondizioni dinamiche
rispetto al 1° giorno) ed un aumento, a volte impdebile, dell’asimetria
tra i microsensori, legata probabilmente all'inv@atento di RE o alla

perdita del rivestimento di Nafion del WE.

5.2. Secrezione di DA da parte delle cellule PC12

Come visto nella sezione materiali e metodi e iseiltati. la calibrazione
dinamica della DA e stata effettuata dopo l'aspinag di differenti
concentrazioni di DA nella camera microdialitical, & stata utilizzata per
stimare la secrezione di DA da parte delle cellBlel2 nello spazio
extracellulare. Dopo il caricamento delle PC12 atostosservato un
overflowiniziale di DA con una concentrazione massimairdiacl uM/1.5
x 10° cellule e utilizzando un flusso di perfusione dipBmin. La
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concentrazione di DA decresce progressivamententrambi gli outlet
durante i primi 80-120 min di perfusione con PBSBM Il picco iniziale
di DA é dovuto principalmente alla manipolaziondledeellule prima del
caricamento. Infatti lo stress meccanico delle P@Irante la procedura di
preparazione risulta in un aumento iniziale di MAavaggio della DA dal
liquido extracellulare e stato attribuito principente al flusso di
perfusione o alla conversione della DA a 3-MT datealelle COMT
(Rocchitta et al., 2005b; Serra et al., 2003b)ttpstio che ateuptakedella
DA da parte delle PC12. Infatti la perfusione cdBR>12783, un inibitore
selettivo del trasportatore della DA (DAT) non hdluito sul tempo di
clearancedella DA dal sistema (dati non riportati). La DAa lguindi
raggiunto un livello stazionario con una concentiag al di sotto 0.15
UM/1.5 x 10 cellule. L’esposizione al KCI, in presenza o agsedi C4"
extracellulare, ha indotto una secrezione di DAppraionale al K e al
Ca" extracellulare ma anche PC12 numero di cellulelaSbése delle
suddette osservazioniAC_, e ACyc potrebbero essere utilizzati per
calcolare il numero di cellule PC12 caricato ngpilkare microdialitico.
Questi risultati confermano i precedenti risultativitro basati sull’analisi
cromatografica (HPLC) del microdializzato (Serraatt 2003a) sia in
termini di concentrazione di DA che della sua sHoree nel tempo. Il
capillare microdialitico puo essere utilizzato d¢onamente, per l'intero
arco di 24h senza diminuzione della sua funziaialltcaricamento delle
PC12, invece, pu0O essere eseguito solo una voltauaa dell'iniziale
adesione cellulare e della perdita di performaretladnembrana da dialisi
(fouling). Cio richiede l'uso di un nuovo capillare micradico per ogni
esperimento, mentre la F-TEC pu0 essere utilizzatanassimo per 1
settimana. Le differenze di prestazione del cagiliaicrodialitico, legate
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alla procedura di costruzione, sono state elimieagguendo giornalmente
calibrazioni immediatamente prima degli esperimesgme illustrato nella
sezione materiali e metodUna limitazione del sistema, relativo all'uso
della tecnica microdialitica, € che le dinamichdadsecrezione di DA nel
tempo sembrano essere registrate piu lentamengeettos a quelle
evidenziate con esperimenti fatti con fibre di camib adiacenti alle cellule
PC12 (Sasakawa et al., 2005; Green et al., 20Qdfavia, confrontato con
un un precedente studio di microdialiai vitro (Chiou et al, 2005), il
presente modello, caratterizzato dal piccolo volai®ka camera dialitica e
dall'elevato numero di cellule in essa contenutbreofl vantaggio di
riduzione il volume del compartimento extracellelaraumentare il
gradiente di concentrazione della DA attraverso aembrana
microdialitica, e aumentare la risposta del sistatteasecrezione di DA

5.3. Vitalita cellulare

Non é stata osservata una significativa diminuzideka vitalita cellulare
alla fine degli esperimenti, come riportato neiuResti. Negli esperimenti
di controllo selezionati le cellule PC12 sono stisciate nella camera
microdialitica per piu di 12h in condizioni di pasione standard Bmin)
senza una significativa diminuzione della vitatigllulare. Solo dopo 24h

la vitalita era ridotta al di sotto del 95%.
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Fig. 13 Microfotografia delle cellule PC12 prim@) e dopo(B) il caricamento nel
capillare microdialitico (perfuso con 75 mM KCl).eLcellule PC12 sono aspirate
delicatamente nel capillare in piccoli cluster ogk cells(A) usando una siringa
Hamilton da 1 ml. Alla fine degli esperimenti le PLsi trovano aggregate in grandi
cluster. Non e stata comunque osservata una diiimeizlella vitalita (96%).
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Nel presente studio abbiamo sviluppato un dopi@sia microdialitican
vitro accoppiato a microsensori per la determinazionardica della DA
secreta dalle cellule PC12. E' stato validato ustgmollo sperimentale
trattato-controllo per rilevare la secrezione di Dwlotta da K. Il sistema
microdialitico € stato calibrato e testato in diffeti condizioni
sperimentali. Questo nuovo sistema serve come moodglido e affidabile
per studiare gli effetti di diversi farmaci sullacsezione di DA da parte
delle cellule PC12. Diversi tipi di cellule potredsb essere studiati, e il
microsensore per la DA potrebbe essere facilmeodét@ito con diversi
microsensori 0 biosensori che consentono il rilesatmin vitro di altre
molecole interessanti, come il nitrossido, il ghataato, il glucosio, e il
lattato. L'ulteriore miniaturizzazione dell'elettica e l'integrazione con
pompe peristaltiche wultra miniaturizzate potrebb@ensentire Ila
realizzazione di un sistema a basso costo per pidaacreeningn vitro

dei farmaci.
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Un nuovo sistemain vitro a due canali, derivato da un modello
precedentemente descritto, & stato accoppiatocaosansori per la DA per
la detenzione sotto-flusso della DA secreta dalrie PC12.

Il disegno include due capillari microdialitici iipgéndenti caricati con una
soluzione contenete cellule PC12 costantementeugeer€on un buffer
fostato-salino (PBS) addizionato con il 10% di D-MEE12. Un capillare e
perfuso con PBS normale mentre l'altro capillagge&fuso con PBS privo
di C&" e con aggiunta di un chelante per lo stesso (EGDAPo un primo
periodo di stabilizzazione nel quale viene regiatta linea di base, viene
perfuso in entrambi i capillari KClI 75 mM. In quesinodo si ottiene
contemporaneamente un esperimento trattato-camtiile permette di
quantificare il rilascio di DA C& dipendente evocata dal’Kin questo
lavoro abbiamo ideato, costruito e caratterizzatamgrosensore per la DA.
Il circuito elettronico deriva da un disegno prezs@mente pubblicato ed
e stato ottimizzato per 'amperometria a potenztalstante a due canali. Il
sistema di microdialisi € stato caratterizzdto vitro in condizioni
sperimentali differenti. La concentrazione di DAsta dalle cellule PC12
e stata confermata dallHPLC-EC. La vitalita ddl€12 e stata verificata
prima e dopo ogni esperimento ed e risultata essargre al di sopra del
95%.

Il sistema proposto ci permette di testare differGarmaci, che agiscono
sulla secrezione di DA, sulle cellule PC12 in umpezBnento trattato-

controllo a partire dalla stessa sospensione eedul
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