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Diagnostyka medyczna jest procesem rozpoznania chordb na podstawie stwierdzonych
objawow przy pomocy wielu rodzajéw badan. Jednym z obszaroéw diagnostyki medycznej jest
analiza kliniczna. Wynika to ze znaczenia i wktadu wynikéw otrzymanych podczas badan
laboratoryjnych w toku identyfikacji zespoldw chorobowych. Znaczna wigkszo$é
podejmowanych decyzji medycznych jest oparta wtasnie o jako$ciowe lub/i ilosciowe dane
analityczne.

Od technik pomiarowych wprowadzanych na potrzeby analityki klinicznej wymagany
jest szereg parametréw, ktdre przyczynia si¢ do coraz efektywniejszego oznaczania wielu,
réznorodnych analitow w zlozonych matrycach materialow biologicznych. Dlatego tez
wysoka precyzja, powtarzalno$¢ 1 odtwarzalno$¢ oraz zmniejszenie kosztéw i czasu
przeprowadzanych analiz to glowne parametry charakteryzujagce nowoczesne uktady
pomiarowe. W duzym stopniu zostato to osiggnigte poprzez wprowadzenie zmechanizowania
lub zautomatyzowania procedur analitycznych i zaimplementowania ich w systemach
klinicznych. Jednym z trzech glownych typow analizatorow dostepnych w laboratoriach
klinicznych, poza analizatorami wirdwkowymi i1 dyskretnymi, sg analizatory przeptywowe.
Koncepcja analiza przepltywowej powstata w poznych latach pigcdziesiatych jako odpowiedz
na problemy analizy klinicznej (do ktérych gtéwnie nalezy zaliczy¢ niewielkg ilos¢
przeprowadzanych oznaczen oraz niskg precyzje pomiardw) i od samego poczatku byta
preznie rozwijana. Dowodem tego s3 powstale na jej podstawie liczne techniki
z wykorzystaniem coraz to wydajniejszych urzadzen do sterowania przepltywem. Zalicza si¢
do nich migdzy innymi technika z zastosowaniem urzadzen mikrosolenoidowych (okreslana
w literaturze anglojezycznej jako MCFA — MultiCommutated Flow Analysis).

Celem prezentowanych badan byla konstrukcja zmechanizowanych uktadow
analitycznych typu MCFA z detekcja optoelektroniczng typu PEDD (Paired Emitter Detector
Diode) do oznaczania wybranych biomarkeréw w ptynach ustrojowych, istotnych z punktu
widzenia diagnostyki medycznej, w tym: enzymow (fosfataza kwasna i zasadowa),
metabolitow (kreatynina), biatka catkowitego oraz frakcji albuminowej. Dodatkowo,
elastycznos$¢ 1 uniwersalno$¢ mikrosolenoidowych uktadéw multikomutacyjnych pozwolita
na sprawne i efektywne analizowanie probek o bardzo zlozonej matrycy (mocz, surowica,
ptyn moézgowo-rdzeniowy). W pracy zostata przedstawiona budowa, zasada dzialania oraz
charakterystyka opisywanych systeméw wraz z potwierdzeniem eksperymentalnym ich
przydatnosci analitycznej do zastosowania w analizie klinicznej.



Badania opisane w rozprawie dotyczg rdéznych mikrosolenoidowych systemow
bioanalitycznych m.in.:

e Uklad przeptywowy do oznaczania aktywnosci fosfatazy zasadowej w surowicy Krwi.
Sktadat si¢ z zaworéw mikrosolenoidowych oraz pompy perystaltycznej. Jego koncepcja
byla oparta na inkubacji enzymu z substratem poza detektorem w otwartej objetosci
uktadu. Ze wzglgdu na zolte zabarwienie produktu reakcji (p-nitrofenol) wymagane byto
prowadzenie pomiaru réznicowego. Uktad umozliwial wykonanie analizy o$miu probek
surowicy krwi w ciagu godziny.

e Uktad przeptywowy do jednoczesnego oznaczania aktywnosci fosfatazy zasadowej
i kwasnej w surowicy krwi (w ktorym zastosowano wylacznie pompy i zawory
mikrosolenoidowe). Ze wzgledu na nizsza aktywnos¢ fosfatazy kwasnej wzgledem formy
zasadowej, system ten wymagal poprawy precyzji oraz czulo$ci wzgledem pierwszego,
wspomnianego wyzej rozwigzania. W rezultacie uklad charakteryzowal si¢ konstrukcja
modularng, podzielong na: modut do przygotowywania roztworow substratu reakcji online,
modut do wprowadzania matych objetosci probki z uwzglednieniem roéznic w gestosciach,
modut do jednoczesnej inkubacji dwoch enzymow i modut detekcyjny. Rownoczesne
oznaczenie obu form fosfataz trwato 12 minut.

e Uktad przeptywowy do oznaczania kreatyniny w surowicy krwi ludzkiej oraz moczu.
Opieral si¢ na wczesniej zaprezentowanych modutach, jednak w tym przypadku
rejestrowano sygnat przez caty czas trwania reakcji pomiedzy kreatyning i pikrynianami.
Dodatkowo, ze wzgledu na liczne interferencje w reakcji Jaffe, zaproponowano
przeprowadzenie  pomiarow  dyskryminacyjnych, poprawiajacych  selektywnos$¢
oznaczenia. Kreatynina zostata oznaczona w zakresie 1 - 20 mmol L? dla probek moczu
oraz w zakresie 40 - 500 pmol L dla probek surowicy krwi.

e Prosty uktad przeptywowy do opracowania detektorow typu PEDD do pomiarow
rozproszenia $wiatla na potrzeby diagnostyki biatkomoczu (metoda Extona). Byt
to pierwszy przypadek zastosowania koncepcji PEDD do pomiardéw turbidymetrycznych
oraz nefelometrycznych. Detektory umozliwialy oznaczanie biatka turbidymetrycznie
w zakresie stezen 25 - 400 mg L™ oraz nefelometrycznie w zakresie 15 - 500 mg L.

e Uktad przeptywowy do oznaczania biatka catkowitego w probkach ptynu moézgowo-
rdzeniowego. Uklady detekcyjne zaproponowane poprzednio, zostaly zaadaptowane
do zmechanizowanego uktadu multikomutacyjnego. W oparciu o modut do wprowadzania
niewielkich objetosci probki, rozwigzano problem niewielkiej dostgpnosci probki. Uktad
umozliwial oznaczenie biatka catkowitego w zakresie 72 - 900 mg L™ (turbidymetria) oraz
18 - 500 mg L™ (nefelometria).

e Uklad przeplywowy do diagnostyki mikrobiatkomoczu. Zaproponowano oznaczenie biatka
calkowitego wzgledem stezenia kreatyniny jako biomarkera chorob nerek. Uktad pozwalat
na detekcje dwoch analitoéw za pomocg wczesniej zaproponowanych detektoréw PEDD dla
metody Jaffe (fotometria) oraz dla metody Extona (turbidymetria). Oferowany zakres
liniowosci wynosit 36 - 300 mg L' dla oznaczania biatka catkowitego oraz
0,045 - 2,500 mmol L dla oznaczania kreatyniny.



e Uktad przeptywowy do bioanalitycznych metod immunoprecypitacyjnych. W tym
przypadku, ze wzgledu na specyfike reakcji antygen-przeciwciato i ksztalt krzywej
kalibracyjnej (krzywa precypitacji Heildelberga) zaproponowano wprowadzenie modutu
do rozcienczenia probki podczas analizy. Modelowym analitem, uzytym
do sprawdzenia przydatnosci takiego uktadu, byta albumina ludzka oznaczana w moczu.
Oznaczenie albuminy dokonywane byto w zakresie 8 - 196 mg L.

Warto podkresli¢ innowacyjno$¢ proponowanych rozwigzan. Zarowno detektory typu
PEDD do pomiaréw turbidymetrycznych i nefelometrycznych, jak rowniez system MCFA
do pomiaréw immunoprecypitacyjnych nie byly dotychczas opisywane w literaturze
naukowej.
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