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Badania nad opracowaniem mikrosystemow diagnostycznych z detekcjq fluorescencyjng

Woezesna i trafna diagnoza rzadkich schorzen jest powaznym problemem i ogromnym
wyzwaniem. Szacuje si¢, ze okoto 350 milionéw ludzi na $wiecie cierpli na rzadkie
schorzenia. Do rzadkich schorzen zalicza si¢ migdzy innymi lizosomalne choroby
spichrzeniowe — grupe okolo 50 schorzen uwarunkowanych genetycznie, u podstaw ktorych
leza zaburzenia funkcji lizosoméw polegajace miedzy innymi na deficycie aktywnosci
wybranych enzymoéw. Na podstawie uzyskanej aktywnosci pacjent moze by¢ sklasyfikowany

do jednej z trzech grup terapeutycznych: zdrowych, chorych lub nosicieli schorzenia.

W chwili obecnej diagnostyka lizosomalnych choréb spichrzeniowych nastrecza
ogromnych probleméw. Zrozumialym jest, ze dla 0s6b z wczesnym rozpoznaniem schorzenia,
skuteczno$¢ dostgpnych terapii jest zdecydowanie wieksza. Zdarza sie, ze od wystgpienia
objawoéw do postawienia diagnozy mija nawet kilkanascie lat, co spowodowane jest niska
czestoscia wystgpowania tych schorzen, a takze ciagle zbyt malg wiedzg na ich temat.
Ponadto same dostgpne metody diagnostyki nie sa doskonate — uzyskuje si¢ wiele wynikow
falszywie-pozytywnych i falszywie-negatywnych. Najskuteczniej choroby spichrzeniowe
mozna zdiagnozowaé przeprowadzajac badania genetyczne, jednak duza liczba odkrywanych
mutacji w genach kodujacych dany enzym sprawia, ze poszukiwane sg alternatywne metody
diagnostyczne. Ze wzgledu na oszczgdnos$¢ czasu, przestrzeni oraz redukcje kosztow analizy
obiecujace wydaje si¢ wykorzystanie mikrosysteméw analitycznych. Dodatkowymi atutami
wynikajgcymi z uzycia miniaturowych systeméw do diagnostyki chordb spichrzeniowych jest
mozliwos¢ przeprowadzenia wielu etapéw analizy w jednym urzadzeniu oraz szansa na

prowadzenie wysokoprzepustowych badan przesiewowych.

W ramach doktoratu opracowano warstwowy, polimerowy mikrosystem skladajacy sie
zmodulu do ogniskowania wprowadzonej zawiesiny komoérek, mikromieszalnika oraz
$wiatlowodowego modulu do detekcji fluorescencji. Mikrosystem jest prosty w swojej
budowie, wytworzony jest z taniego i powszechnie dostepnego materialu technikg
mikrofrezowania oraz moze by¢ wytwarzany masowo. Wazng jego zaleta jest to, ze
warstwowa geometria kanaldw moze umozliwi¢ oznaczenie aktywnos$ci wielu enzymow

réwnolegle na jednej probce od pacjenta.



Zaproponowana metoda pomiaru aktywnosci danego enzymu polega na
spektrofluorymetrycznym  pomiarze ilosci przeksztalconego substratu, pochodnej
4-metyloumbeliferonu. Czas reakcji enzymatycznej sterowany jest przeplywami
wprowadzanych do systemu reagentow. Odpowiednia geometria $wiattowodowej celki
pomiarowej umozliwila uzyskanie limitu detekcji 4-metyloumbeliferonu na poziomie
200 nM, co pozwolilo na oznaczenie ilosci uwolnionego produktu juz po pierwszej minucie
trwania reakcji. W efekcie opracowany system pozwala na skrocenie catkowitego czasu
analizy do 20 minut, podczas gdy sam etap inkubacji enzymu z substratem w skali makro

wynosi nawet 2 godziny.

Badania potwierdzajgce uzytecznos¢ opracowanego systemu zostaly przeprowadzone
zaréwno na ludzkich liniach komérkowych jak i leukocytach wyizolowanych z krwi
dorostych. Uzyskane wyniki aktywnosci enzymdéw zostaly skorelowane z wynikami
uzyskanymi w oparciu o obecnie stosowane procedury i potwierdzily, ze opracowany system
moze by¢é z powodzeniem wykorzystywany do okreslania aktywnosci enzyméw

wewnatrzkomoérkowych i pelnié role narzedzia diagnostycznego.

Dodatkowo, podczas prowadzenia badan nad systemem diagnostycznym,
zaobserwowano dwa efekty: zalezny od temperatury efekt inhibicji substratowej dla
B-glukocerebrozydazy, a-galaktozydazy oraz B-galaktozydazy, a takze wplyw stosunku

powierzchni do objetosci celki pomiarowej na intensywno$é mierzonego sygnatu
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fluorescencji.



