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UN BIOSENSORE A DOPPIO ELETTRODO
PER LA DETERMINAZIONE SIMULTANEA
DI FOSFOCOLINA E COLINA IN FLUSSO
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Metabolismo della colina

Fosfatidilcolina

CDP-colina: 1,2,diacilglicerolo colina fosfotransferasi T

CDP-colina PLC PLD

CTP: fosfocolina citidiltransferasi T

Colina Chinasi

Kennedy
(Mg?* e ATP)

pathway

Oxidative Acetylation

Metabolita idrosolubile della colina

Precursore della fosfatidilcolina




Accumulo di fosfocolina

< Carcinoma mammario (PCh valutata nell’ordine di 5-16 volte
rispetto alle cellule epiteliali normali)
o aumento della via biosintetica governata dalla colina chinasi

o aumento delle vie cataboliche governate da fosfolipasi specifiche

< Disturbi neurodegenerativi (PCh nel fluido cerebrospinale di
soggetti affetti da Morbo di Alzheimer superiore del 50%%)

Excitotoxicity
Amyloid toxicity

choline

choline

-—-..“‘ ~
lvso-PC—» GPCh —= PCh

FFA

* A. Walter, U. Korth, M. Hilgert, J]. Hartmann, O. Weichel, M. Hilgert, K. Fassbender, A. Schmitt, ]J. Klein
Neurobiology of Aging 25 (2004) 1299-1303




TECNICHE ANALITICHE PER LA DETERMINAZIONE DELLA PCh

=» Metodi Radioenzimatici (fosforilazione radioattiva mediante [32P]ATP)

= Metodi Cromatografici
HPLC - ECD!

= NMR multinucleare (*H NMR, 3P NMR, *C NMR, 2H NMR)

IH NMR: determinazione della concentrazione totale della Ch
e dei suoi metaboliti (difficolta a differenziare i protoni metilici

[-N(CH),]

3P edited TH NMR! (accoppiamento scalare tra il nucleo 3P ed
i protoni CH,-O): possibilita di distinguere ex vivo la PCh dalla
GPCh; buona risoluzione ma scarsa sensibilita.

i. S.Murai, H. Saito, R. Shirato, T. Kawaguchi J of Pharmacological and Toxicological Methods 46 (2002) 103-109
ii. N. M. Loening, A. M. Chamberlin, A. G. Zepeda, R. G. Gonzalez, L. L. Cheng NMR in Biomedicine 18 (2005) 413-420




Biosensore a colina ossidasi/fosfatasi alcalina immobilizzate

per la determinazione della PCh
PCh \ betaina R r 0O, \
\ H,0, /

fosfato Ch /
Pt+ 0.7 Vvs. Ag/AgCl

Determinazione simultanea di Ch e PCh

Analisi integrata di Ch e PCh

1) HPLC - Pt/ALP-ChO 2) FIA — biosensore a doppio elettrodo




Biosensore a doppio elettrodo per la determinazione di PCh e Ch

COLINA BETAINA

Immobilizzazione enzimatica mediante co-crosslinking

100 pL
S +50uLPBS+15u GLU25% wms Pt/ChO

200 uL di PBSpH 6.510.1 M:
- 16 mg di BSA _
- 1 mg di ChO
e | O S 450 uL ALP + 15 pl GLU 2.5% ===+ PY/ALP-ChO

ChO from Alcaligenes Species (12U /mg solid)
ALP from bovine intestinal mucosa (22990 U/mL)




Determinazione simultanea di PCh e Ch: assenza di effetti di cross-talk

PCh
Pt/ChO

Pt/ALP-ChO
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0.05mM 0.025 mM

Velocita di flusso 1 ml/min; elettrolita di supporto tampone
borato pH 9.0, | 0.1 M; volume di iniezione 20 ul; potenziale
di rivelazione: +0.7 V vs. Ag/AgCI




Comportamento dei singoli analiti

Pt/ChO
0.05pA I 0.01pA I Pt/ALP-ChO

——D

Ch

..Lﬂl. Jth_

0.1lmM 0.05mM 0.025mM 0.01 mM

Pt/ALP-ChO
0.05pA I 0.01pA I

CORRENTE

LL
-
Z
L
hd
o
O
@)

|H !| I\

. | '
]l I i
A L5 L4 _.I.‘.-'-..-L ..‘JL,.'I-—
05mM 0.25mM 0.1mM 0.05mM

TEMPO

Velocita di flusso 1 ml/min; elettrolita di supporto tampone
| borato pH 9.0, | 0.1 M; volume di iniezione 20 pl;

|

| |

{ | it It

I;i|l_ :.l.|. .I'.a“a-- -]IIJ!I-‘- i | d i I i O 7V A /A CI
> ar .

0.lmM 0.05mM 0.025mM 0.01 mM pOtenZIa S0 ' ki

TEMPO




Curve di calibrazione di Ch e PCh sui singoli elettrodi

Pt/ChO Pt/ALP-ChO

(0]

—6— i Ch MONO (uA)

—o— i Ch Bl (uA)
—e— i PCh BI (uA)

i Ch MONO (microA)
i Ch / PCh BI (microA)

10 15 20

Concentrazione Ch (mM) Concentrazione Ch / PCh (mM)

ANALITA SENSORE I’'max
(HA)
PCh PY/ALP-ChO 1.03 £0.02

Ch PY/ALP-ChO 3.6+0.1
Ch Pt/ChO 7.3%+0.3




Pt/ChO Pt/ALP-ChO

—e— i Ch MONO (uA)

—o— i Ch Bl (uA)
—e— | PCh BI (UA)

i Ch MONO (microA)
i Ch/ PCh BI (microA)

0.4 0.6 0.8

Concentrazione Ch (mM) Concentrazione Ch / PCh (mM)

ANALITA SENSORE SENSIBILITA INTERVALLO
(LA/mM) LINEARE

(kM)
PYALP-ChO 0.216 7 - 1000
PY/ALP-ChO 2.03 0.7 - 1000

Pt/ChO 2.13 0.7 - 1000




Limite di rivelabilita

Pt/ChO

0.5 nAI

! ANALITA | SENSORE | LOD (uM) LOD
‘ (S/N=3) | (pmoli iniettate)
T A

25M  1.254M 0.625uM T
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25iM  12.5uM 6.25uM T

Velocita di flusso 1 ml/min; elettrolita di supporto tampone borato pH 9.0, 1 0.1 M;
volume di iniezione 20 pl; potenziale di rivelazione: +0.7 V vs. Ag/AgCI




Determinazione simultanea di Ch e PCh

I5; = Ky [Ch] + K, [PCh] (1)

Iviono = Ks [Ch] (2)

Ig; e Lyiono: responsi in corrente su Pt/ ALP-ChO (BI) e Pt/ChO (MONO);

[Ch] e [PCh]: concentrazioni dei due analiti;
K; e K;: sensibilita di Ch su Pt/ ALP-ChO (BI) e Pt/ChO (MONO);
Ky sensibilita di PCh su Pt/ ALP-ChO (BI)




Pt/ChO
(intervallo lineare di concentrazione)
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Pt/ALP-ChO
(intervallo lineare di concentrazione) | Livello (um) di PCh

® 100

o 50
v 25
A0

-
[e2]
o

H
S
o

CORRENTE DI PICCO (nA)

T T
40 60

<
£
0
O
S
o
[a
i
|_
z
L
4
4
O
O

Calina (uM)

Livello (uM) di Ch

® 0
o

25
v 50
80 A
60 A

Validita di impiego dell’equazione /
lg = Ky [Ch] + K, [PCh] /

0 20 40 60

CORRENTE DI PICCO (nA)

PCh (M)
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Ig; = K; [Ch] + K, [PCh]

Iviono = K3 [Ch]
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Selettivita della determinazione di Ch e PCh

Pt/ChO

strato enzimatico

PPy

elettrodo

m ,_ Jl.“k |1 ELETTROSINTESI DEL POLIPIRROLO

AA AU CYS Ch

SA AU CYS | Ch » Soluzione di deposizione: pirrolo 0.4 M in KC10.1 M
> Potenziale applicato: 0.7 V vs SCE

Pt/ALP-ChO » Carica di deposizione: 300 mC/cm?

OVEROSSIDAZIONE

Potenziale applicato: +0.7 V vs Ag/AgCl

* Soluzione elettrolitica: tampone fosfato (pH 7.0)

* Durata: 6-7 ore fino al raggiungimento di un
valore di corrente stazionario e prossimo allo zero

n

AA AU CYS Ch PCh
0.1mM 0.5mM 0.2mM 0.1mM 1mM




Pt/PPy/ChO Pt/PPy/ALP-ChO
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TEMPO

Velocita di flusso 1 ml/min; elettrolita di supporto tampone
I | | borato pH 9.00, I 0.1 M; volume di iniezione 20 ul;
' I Jll lLl Il”j potenziale di rivelazione: +0.7 V vs. Ag/AgCl
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ANALITA SENSORE SENSIBILITA | INTERVALLO
(LA/MM) LINEARE

(LM)

1 ml/min

PtYPPY/ALP-ChQ 0.197 3 — 1000
(PUALP-ChO) (0.216) (7 — 1000)

Pt/ PPy/ALF-ChC 1.3( 0.3— 100(
(Pt/ALP-ChO) (2.03) (0.7 — 1000)

Pt/ PPy/ChO 1.39 0.3 — 1000
(Pt/ChO) (2.13) (0.7 — 1000)

Available online at www.sciencedirect.com
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Electrosynthesized poly(pyrrole)/poly(2-naphthol) bilayer membrane as an
effective anti-interference layer for simultaneous determination of
acethylcholine and choline by a dual electrode amperometric biosensor

A. Guerrieri**. V. Lattanzio®, F. Palmisano®, P.G. Zambonin ®

* Dipartimento di Chimica, Universitd degli Siudi di Bari, Via Orabona, 4-70126 Bari, ltaly
by Jipartimento di Chimica, Universita degli Studi della Basilicata, Via N. Sauro, 85-85100 Potenza, faly
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CONCLUSIONI

Sviluppo e studio di un originale biosensore a doppio elettrodo per la
determinazione simultanea di Ch e PCh in campioni biologici.

Il biosensore € stato preparato immobilizzando, mediante la tecnica del
co-crosslinking, ChO e una opportuna miscela di ChO e ALP sulla
superficie degli elettrodi di Pt.

Il comportamento del biosensore all’analisi di miscele di Ch e PCh ha
evidenziato la specificita del sensore monoenzimatico alla sola colina.
Per il biosensore bienzimatico, il responso globale € risultato additivo
permettendo la contemporanea determinazione degli analiti.

Il biosensore ha evidenziato buone prestazioni in termini di tempo di
risposta, linearita e limiti di rivelabilita per entrambi gli analiti

L'impiego dello strato permselettivo di PPy ha consentito Ia
realizzazione di un biosensore “realmente” specifico per Ch e PCh,
esente da problemi di interferenza elettrodica.




