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Zelazo jest pierwiastkiem obecnym w kazdej dziedzinie zycia czlowieka. Pehi
niezwykle wazng role zar6wno w przemysle (metalurgia), w srodowisku, jak 1 w organizmach
zywych. Praca ta skupia si¢ przede wszystkim na oznaczeniach zelaza zwigzanych
z metabolizmem tego pierwiastka w organizmie cztowieka, 1 to tej dziedzinie zostala
poswigcona najwigksza jej czesc.

Zawarto$¢ zelaza we krwi jest niezwykle waznym parametrem w diagnostyce
medycznej, pomaga w szybkim diagnozowaniu wielu choréb, w tym niedokrwistosci,
hemochromatozy i atransferrynemii. Zelazo w surowicy mozna znalezé w kompleksach z
transferryng, biatkiem regulujacym jego poziom i odpowiedzialnym za jego transport. Zelazo
w surowicy (SI — ang. Serum Iron), utajona zdolno$¢ wigzania zelaza (UIBC — ang.
Unsaturated Iron Binding Capacity), catkowita zdolnos¢ wigzania zelaza (TIBC— ang. Total
Iron Binding Capacity) to podstawowe parametry biomedyczne opisujace
metabolizm/homeostaze zelaza. Zalezno$¢ pomigdzy nimi przedstawiono na rysunku 1.
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Rys.1. Zalezno$¢ pomigdzy parametrami diagnostycznymi zwigzanymi z
kompleksami zelazo-transferryna — zelazo catkowite (SI), catkowita (TIBC) i utajona (UIBC)
zdolno$¢ wigzania zelaza.



Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy jest skonstruowanie
optoelektronicznych detektorow jondéw zelaza typu PEDD (ang. Paired Emitter Detector
Diode- sparowane detektory diodowe) i przystosowania ich do pomiar6w w warunkach
analizy przeptywowej w systemach typu MCFA (ang. MultiCommutated Flow Analysis),
charakterystyka i optymalizacja tych systemow analitycznych, finalne sprawdzenie i
zademonstrowanie ich praktycznej uzyteczno$ci do analizy rzeczywistych probek
farmaceutycznych (suplementy) i klinicznych (surowice), a takze do wyznaczania
parametréw klinicznych zwigzanych z metabolizmem zelaza. Wszystkie pomiary opierajg si¢
na pH-zaleznym powinowactwie transferryny do zelaza. W pH fizjologicznym transferryna
wykazuje najwyzsze powinowactwo do jonow zelaza (III) — wychwytuje ,,wolne” zelazo,
natomiast przy pH ok. 4,5, w ktorym powinowactwo jest najnizsze zelazo uwalniane jest z
kompleksow z transferryna.

W rozprawie opisano opracowane podczas badan detektory PEDD przeznaczone do
fotometrycznego oznaczania jondw zelaza. Zaproponowano budowe detektoréw do analizy
zawartosci jonow zelaza trzema metodami fotometrycznymi - z uzyciem 1,10-fenantroliny,
ferrozyny i ferenu s. W celu mechanizacji procedury pomiarowej detektory te zostaty
przystosowane do uzycia w warunkach analizy przeptywowej. W tym celu zaprojektowano,
skonstruowano i zoptymalizowano rdéznorodne systemy MCFA. Mechanizacja uktadu
pomiarowego wptywa na poprawe wielu parametrow, w tym koszty, czas, odtwarzalnos¢ i
powtarzalno$¢ otrzymanych wynikéw. Wszystkie przedstawione detektory zintegrowane z
uktadami przeplywowymi wykorzystano do analizy probek rzeczywistych, takich jak
farmaceutyki oraz surowice krwi.

Pierwsze badania dotyczyly analizy probek o nieskomplikowanej 1 znanej matrycy
oraz duzej zawartosci analitu — produktow farmaceutycznych zawierajacych zelazo.
Opracowany system umozliwia nie tylko wyznaczenie ich zawartosci, ale takze
monitorowanie oraz badanie Kkinetyki uwalniania tego suplementu z preparatow
farmaceutycznych.  Uktad ten postuzyt do oznaczenia zawartosci jondéw zelaza w
komercyjnie dostgpnych preparatach farmaceutycznych. Uzyskano wyniki zgodne z metoda
referencyjna.

Drugi etap badan polegal na przystosowaniu metod analitycznych do pomiaréw
zawartosci zelaza w probkach surowicy krwi. W zaprezentowanych badaniach przedstawiono
analityczne porOwnanie trzech metod oznaczania zelaza w surowicy krwi. W celu
mechanizacji procedury pomiaru opracowano rozbudowany system PEDD-MCFA.
Sprawdzono takze wplyw interferentow (tj. biatko, cynk, miedZ) na oznaczenia
zaprezentowanych metod. Nastegpnie przeprowadzono analiz¢ surowic syntetycznych, aby
potwierdzi¢ przydatno$¢ kliniczng badanych metod w oznaczaniu zelaza probkach
rzeczywistych. Jedynie zastosowanie 1,10-fenantroliny nie spetnito oczekiwan ze wzglgdu na
niskg czutos¢ oraz liczne interferencje. W pozostatych przypadkach parametry analityczne i
statystyczne byly wystarczajace do analizy klinicznej surowic pobranych od pacjentow.
Prezentowany system MCFA jest pierwsza proba zastosowania takiego typu ukladu do
oznaczania zelaza w surowicy. Uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe bardziej
zaawansowanych badan metabolizmu zelaza.

Trzeci etap badan polegat na skonstruowaniu uktadu przeptywowego, w ktéorym
mozliwe bedzie nieimmunochemiczne oznaczenie wszystkich trzech parametrow zwigzanych



z metabolizmem zelaza — SI, UIBC oraz TIBC. Opracowany system analityczny opiera si¢ na
prostym fotometrycznym wykrywaniu wolnych jondéw zZelaza (uwolnionych z kompleksu lub
nadmiarowych po wysyceniu transferryny). Bazujac na pH-zaleznych rownowagach zelazo-
transferryna opracowany system bioanalityczny umozliwia posrednie oszacowanie poziomu
calkowitej transferryny w surowicy (poprzez parametr TIBC), a takze wolnych (apo) i
zwigzanych z zelazem (holo) form tej metaloproteiny. Zaprezentowana metoda moze
stanowi¢  atrakcyjng  alternatywe dla  kosztownych 1 pracochtonnych  metod
immunochemicznych. Przydatno$¢ analityczna zaproponowanej metody zostata potwierdzona
eksperymentalnie z uzyciem certyfikowanych wzorcow surowicy krwi ludzkie;.
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