Streszczenie

Mocznik, jako marker wydalniczej funkcji nerek oraz chorob metabolicznych u ludzi, jest
waznym analitem w diagnostyce medycznej. Jest on koncowym produktem rozpadu biatek w
cyklu metabolicznym zachodzacym gitownie w watrobie. Choroby metaboliczne moga by¢
wrodzone lub nabyte. Te ostatnie wynikajace ze stylu zycia, mieszczacym w sobie niewlasciwg
diete, infekcje wirusowe, naduzywanie alkoholu, moga prowadzi¢ do czesciowej lub catkowitej
dysfunkcji watroby. Zaleznie od stopnia uposledzenia funkcji watroby prowadzone sg rozne
terapie majace na celu regeneracje tego narzadu, natomiast w cig¢zkich przypadkach zwykle
konieczny jest przeszczep. Duza cze$¢ badan prowadzona jest z wykorzystaniem hodowli
komorkowych z uzyciem komoérek pochodzenia watrobowego, linii komorkowych i komorek
izolowanych z pobranych fragmentow narzadow ludzkich i zwierzecych. Jednakze czas hodowli
hepatotocytow in vitro jest bardzo krotki, poniewaz komoérki te zmieniaja swoje cechy
morfologiczne i fizjologiczne. W badaniach zwigzanych z hodowlami komoérkowymi szczegolne
zastosowanie moga znalez¢ mikrouktady analityczne.

Celem rozprawy byto opracowanie dwoch metod oznaczania mocznika z wykorzystaniem
optycznych uktadéw mikroprzeptywowych wykonanych w technologii niskotemperaturowego
wspotwypalania ceramiki (ang. low-temperature co-fired ceramic, LTCC), ktore pozwolityby na
oznaczenia mocznika w probkach biologicznych, np. pozywce hodowlanej i lizatach
komorkowych. Badania zostaty podzielone na kilka etapow. W pierwszym etapie wybrano dwie
metody oznaczania mocznika, enzymatyczna i nieenzymatyczng. Pierwsza metoda jest metoda
posrednig, wykorzystujaca zmodyfikowang metode Berthelota, w ktorej stezenie mocznika jest
wyznaczane na podstawie wzrostu st¢zenia jonéw amonowych, powstajacych w reakcji hydrolizy
mocznika 1 katalizowanej przez ureaz¢. W drugiej czesci reakcji jony amonowe w reakcji z
salicylanem sodu i podchlorynem sodu w obecnosci nitroprusydku sodu w srodowisku silnie
zasadowym tworza produkt barwny - sol indofenolowsa. W drugiej metodzie wykorzystywana jest
bezposrednia reakcja mocznika z dimetyloglioksymem w §rodowisku silnie kwasnym w
temperaturze 100°C. Przeprowadzono szereg badan, w wyniku ktoérych zoptymalizowano warunki
oznaczania mocznika w uktadach mikroprzeptywowych z wykorzystaniem obu metod.

W przypadku metody enzymatycznej, w pierwszym etapie badan dobierano podtoza oraz
opracowywano metody unieruchomienia enzymu na ich powierzchni. Badano podtoza szklane,
krzemowe, polimerowe i ceramiczne. Funkcjonalizacje tych podtozy przeprowadzono roéznymi
metodami, m.in. wykorzystujacej adsorpcj¢ fizyczna, wigzanie kowalencyjne za pomoca
aminosilanu i aldehydu glutarowego oraz epoksysilanu. Badania wiasciwosci fizyko-chemicznych
modyfikowanych powierzchni zostaty przeprowadzone przy uzyciu mikroskopii sit atomowych
(AFM), spektrometrii mas jonow wtornych z analizatorem czasu przelotu (ToF-SIMS),
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), spektrometrii podczerwieni z transformacja
Fouriera (FTIR) i analizy kata zwilzania. Efektywne unieruchomienie ureazy na powierzchni
ceramicznej uzyskano z wykorzystaniem wigzan kowalencyjnych, utworzonych z uzyciem
aminosilanu i aldehydu glutarowego. Aktywnos¢ tak unieruchomionego enzymu, w 30 dniowym
cyklu pomiarowym byta duza i wynosita 87% w stosunku do pierwszego dnia pomiarowego. W
przypadku enzymatycznego oznaczenia mocznika w ukladzie mikroprzeptywowym z detekcja
optyczna, najwyzsza czutos¢ (1,43 ABS/mM) uzyskano dla szybkosci przeptywu 4 pl/min,
uzyskujac liniowa odpowiedz str. 9



ukfadu w zakresie stezen mocznika do 0,8 mM z dolna granica detekcji (ang. low limit of
detection, LOD) - 0,004 mM i granica oznaczalnosci (ang. low limit of quantification, LOQ) -
0,009 mM. Tak skonstruowany uktad z mikroreaktorem enzymatycznym umozliwit oznaczenie
stezen mocznika w ptynach biologicznych, takich jak lizaty komorkowe i pozywka pohodowlana.
Probki biologiczne, w ktorych oznaczano mocznik, pochodzity z hodowli niemodyfikowanych i
modyfikowanych genetycznie komorek linii watrobiaka C3A. Komoérki modyfikowane
genetycznie miaty wprowadzone do swojego plazmidu, za pomocg lentivirusa, geny dwaoch biatek
arginazy i karbamoilotransferazy ornitynowej. Roéznice oznaczen mocznika w lizatach
komoérkowych linii C3A w opracowanym mikrouktadzie typu LTCC i z wykorzystaniem testow
komercyjnych BioMaxima i QuantiChrom™ wynosza odpowiednio 9% i 2%. Stezenie mocznika
w lizatach komoérek modyfikowanych genetycznie z dwoma wprowadzonymi genami
(C3A_ARGI_OTCII) byto o okoto 5% wyzsze niz w komoérkach niemodyfikowanych C3A.
Natomiast stezenie mocznika w pozywce pohodowlanej komorek C3A _OTCII i
C3A_ARGI_OTCIII jest o okoto 50% wyzsze niz w komoérkach linii C3A. Wyniki te
potwierdzity | teze rozprawy dotyczaca mozliwosci wykorzystania podtoza ceramicznego typu
LTTC do kowalencyjnego zwigzania z nim ureazy dla potrzeb opracowania analitycznego uktadu
mikroprzeptywowego do oznaczen mocznika w ptynach biologicznych. Oznaczenia mocznika w
ptynach biologicznych, takich jak lizaty komorkowe i pozywka pohodowlana z wykorzystaniem
metody enzymatycznej wykonano w probkach o objetosci 1 pl. Uzyskano w ten sposéb
potwierdzenie drugiej tezy niniejszej rozprawy doktorskiej, mowiagcej o mozliwosci wykonania
badan z wykorzystaniem mikroprzeptywowego uktadu analitycznego z detekcja optyczng w
prébkach biologicznych o matej objetosci.

W przypadku metody nieenzymatycznej, gtownym problemem w opracowaniu mikrouktadu
analitycznego jest koniecznos$¢ prowadzenia reakcji kondensacji mocznika z dimetyloglioksymem
w stosunkowo wysokiej temperaturze 100°C. W wyniku optymalizacji uzyskano obnizenie
temperatury reakcji do 72°C, spowodowato to spadek czutosci metody do wartosci 0,029
ABS/mM dla szybkosci przeptywu 4 pl/min. W przypadku badan prébek biologicznych w postaci
pozywki pohodowlanej, w ktorych oznaczenia mocznika byly prowadzone metoda
nieenzymatyczna, najlepsze wyniki uzyskano dla probek o wieckszej objetosci - 30 pl.

Wedtug najlepszej wiedzy autora, wynikajacej z analizy literatury przedmiotowej, opisany w
rozprawie uktad jest pierwszym mikrouktadem z detekcja optyczng do oznaczen mocznika
metoda enzymatyczna, ktory moze by¢ wykorzystywany do badan probek o matej objetosci
pochodzacych z hodowli komoérkowych. Zazwyczaj oznaczenia tego typu sa przeprowadzane w
warunkach stacjonarnych z wykorzystaniem testow komercyjnych. Wyniki uzyskane z
wykorzystaniem opracowanych mikrouktadow z detekcja optyczng sa poréwnywalne z wynikami
testow komercyjnych, sa one miarodajne i powtarzalne. Nalezy doda¢, iz opracowane metody i
mikrouktady analityczne z detekcja optycznag pozwolity na ocene i porownanie produkcji
mocznika przez komorki linii C3A niemodyfikowane oraz modyfikowane genetycznie z
przywroconym cyklem mocznikowym.

Dalsze badania beda poswiecone wykorzystaniu opracowanego mikrosystemu analitycznego do
monitorowania stezenia mocznika wytwarzanego przez komorki pochodzenia watrobowego in
vitro, co pozwoli na oceng funkcji komorek on-line, a ponadto obnizy koszty badan ze wzgledu na
zmniejszong objetos¢ testowane probki.



