Yiiziincii Y1l Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi Cilt 30, Say1 4, 31.12.2020

Yiiziincii Y1l Universitesi
Tarim Bilimleri Dergisi
(YYU Journal of Agricultural Science)

http://dergipark.gov.tr/yyutbd

Arastirma Makalesi (Research Article)

Elektrokimyasal Sensérlerde, Antikorun Sensor Yiizeydeki Inkiibasyon Siiresinin,

Olgum Kalitesine Etkisi

Stimeyra SAVAS™

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) Bilisim ve Bilgi Giivenligi ileri Teknolojiler

Arastirma Merkezi, 41470, Kocaeli, Tirkiye
https://orcid.org/0000-0001-5057-9178
*Sorumlu yazar e-posta: sumeyra.savas@tubitak.gov.tr

Makale Bilgileri

Gelis: 08.08.2020

Kabul: 02.09.2020

Online Yaymlanma: 10.10.2020
DOI: 10.29133/yyutbd.778217

Anahtar Kelimeler
Biyosensor

Inkiibasyon siiresi,
Patojen tespiti

Oz: Tarim ve gida teknolojisinde siklikla karsilasilan problemlerden biri olan
patojenlerin tespitinde biyosensor teknolojisi son yillarda iizerinde calisilan bir
konudur. Bu ¢alismada, daha onceki ¢alismalarimiz da gelistirdigimiz antikor
temelli assayin gelistirilmesi amaglanmistir. Antijenin (patojenin) tespitinde
antijen-antikor eslesmesi kadar birincil antikorun sensor yiizeye tutunma siireside
onem tasimaktadir. Bu galigma da antikor, farkli siirelerde, sensor yiizeye temas
ettirilmis ve ayn1 konsantrasyondaki antijenin, bu inkubasyon sireleri sonunda
antikor ile olan etkilesimi sonrasi elde edilen elektrokimyasal sensor seviyeleri
incelenmistir. 15 dakikalik ve yarim saatlik inkiibasyon sirelerinin ideal sonuclar
almmasini sagladigi, 1.5 saatlik inkiibasyonun sinyal seviyesinde diismeye sebep
oldugu ve 2 saatlik inkiibasyonda antikorun etkisini yitirdigi gézlenmistir. Gergek
zamanli gergeklestirilen reaksiyonlarda ideal siire 4 dakika olarak belirlenmis
ancak bu sire de 15 dakika- 1 saat araliginda elde edilen maksimum sinyal
gozlenememistir. Bu caligmanin antikorun sensor ylizey modifikasyonunda ki
uygulamalari i¢in deneysel bir temel olusturacag: diistiniilmektedir.
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Abstract: Biosensor technology has been studied in recent years in the
detection of pathogens, which is one of the frequently encountered problems in
agricultural and food technology. In this study, it is aimed to develop the
antibody-based assay that we developed in our previous studies. Adhesion time
of the primary antibody to the sensor surface is as important as the antigen-
antibody match in the detection of the antigen (pathogen). In this study, the
antibody was contacted with the sensor surface for different times and the
electrochemical sensor levels obtained after the interaction of the antigen at the
same concentration with the antibody at the end of these incubation periods
were examined. It was observed that 15- minute and half-hour incubation times
provided ideal results, 1.5 hour incubation caused a decrease in the signal level
and the antibody lost its effect in 2 hours of incubation. In real-time reactions,
the ideal time was deternined as 4 minutes, but the maximum signal obtained in
the range of 15 minutes to 1 hour could not be observed. It is thought that this
study will form an experimental basis for the applications of the antibody in
sensor surface modification.
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1. Giris

Elektrokimyasal biyosensorler; biyoreseptor, doniistiiriicii ve sensér okuyucu olmak iizere
temel {i¢ bilesenden olusan, biyolojik veya kimyasal sinyali, biinyesinde bulunan doniistiiriicii ile
Olciilebilir bir elektrik sinyale doniistiirerek, biyolojik ve kimyasal analitin tespitinde kullanilan
cihazlardir (Boz ve ark., 2017; Tiylek, 2017). Giiniimiizde tiptan tarima, eczaciliktan savunma
sektoriine, kadar pek ¢ok alanda kullanimi mevcuttur (Bagde ve Borkar, 2013). Ozellikle tarim ve
veterinerlik alaninda, bitki patojenlerinin hizli tanisi olduk¢a O6nemli olup, bu patojenler tarimsal
tiretimi distirdiikleri i¢in diinya ¢apinda sorun teskil etmektedirler (Khater ve ark., 2017). Glnumizde,
tarimsal sektor bu patojenlerin tespitinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve enzim bagh
immunotestler (ELISA) yaygin olarak kullaniliyor olup, her ikiside tecribe ve ekipman gerektirir.
Beraberinde zaman alict olan bu yontemlere, hizli tani ile zamandan tasarruf saglamasi, yiiksek
tecribe ve ekipmana gereksinim duyulmamasi sebebi ile biyosensorler alternatif olmaya adaydir
(Taylek, 2017).

Proteinler, ¢evreden korunmadan, hiicresel bilgi aligverisine kadar pek ¢ok yasam siirecinde
ciddi rol oynayan 6nemli makromolekdllerdir (Gauci ve ark., 2011). Antikorlar, bedene giren yabanct
hiicrelere kars1 olusturulan protein yapili giiclii koruyuculardir. Protein biyobelirteclerinin ayn1 kokenli
antikorlar tarafindan 6zel olarak taninmasinda kullanilan immiinolojik testler ile hastalik tespiti
gunimizde biiytik ilgi géormektedir. ELISA y6ntemi yani proteinlerin enzim aragli veya kolorimetrik
tespiti, standart bir immiinolojik test teknigi olup, bu teknik, mikrofluidik biyosensor uygulamalarinda,
protein ve enzimlerin analizinde, sensor yizeye de uygulanmaktadir ve giiglii bir teknolojik arag
olarak tamimlanmaktadir (Bange ve ark., 2005; Kim ve Henn., 2013; Ng ve ark., 2010). Sensor
uygulamalarinda, mikro Olgekli akiskan aglar igerisinden sivinin gecisi, makro Olcekli cihazlara
nazaran kullanilan reajenlerin, reaktiflerin tiiketim miktarinin azalmasini saglar. Yari iletken endiistrisi
sayesinde, analit-antikor veya enzim- substrat arasinda hizli reaksiyona firsat veren mikrofluidik
sistem, sensor yiizeydeki kolay reaksiyona izin verir ve test siiresinin azalmasini saglar (Bange ve ark.,
2005; Henares ve ark., 2008; Ng ve ark., 2010).

Biyosensor uygulamalarinda antikorun sensor ylizeye immobilizasyonunda kullanilan ¢esitli
yontemler mevcut olup, bu ydntemlerden birisi de kolavent baglanmadir. Bu ydntem mikrofluidik
sistemlerde siklikla kullanilan bir immobilizasyon teknigidir. Antikorun yiizeye baglanma
asamasindan sonra, reaksiyona girmeyen aktif gruplar bloke edilir. Kovalent baglanmanin en biiyiik
dezavantaji, proteinin aktif bolgelerinde olusacak kovalent bagin, proteinin aktivitesinde azalmaya
sebep olabilmesidir. Kovalent baglanma reaksiyonu yavas olmalidir ancak, inkiibasyon siiresi
aktivasyonu agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Liu ve ark., 2011; Peterson ve ark., 2002; Rusmini
ve ark., 2007). Sensor yiizeyde immobilizasyon kalitesini ve buna bagli olarak 6l¢tim limitini etkileyen
cesitli faktorler mevcutdur. pH, kullanilan tampon, antijen konsantrasyonu ve siispansiyonda
kullanilan medium bunlar arasindadir.

Bu ¢alisma, ge¢miste yaptigimiz ¢aligmalarin (Savas ve ark., 2018; Savas ve Altintas, 2019;
Savas, 2020) bir devami niteliginde olup, bu ¢alismada kovalent bagla immobilizasyon
yontemlerinden biri olan, carboxylate-EDC+NHS-amine baglanmasi sirasinda onemli olan ve
optimize edilen parametreler dikkate alinarak ve sabit tutularak, antikorun sensor yiizey iizerinde ki
baglanma amacl inkiibasyon siiresinin optimizasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli meydana gelen
aktivasyon kayb1 arastirilmistir. Patojenlerin elektrokimyasal sensdr ile tespitinde antikorun altin kapli
sensor ylizeyde ki inkiibasyon siiresinin, neticeye etkisi ile ilgili mevcut ¢alisma bulunmuyor olup,
immobilizasyon da en onemli asama antikorun yiizeye tutunma asamasidir. Bu ¢aligma, antikorun
sensor yiizey modifikasyonunda ki uygulamalari i¢in deneysel bir temel olusturmaktadir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal ve reajenler

Monoklonal anti-Salmonella antikor BIO-RAD’dan temin edilmistir (Puchheim, Germany).
Peroksidaz isaretli kegi anti-Salmonella ikincil antikor (BacTrace® Anti-Salmonella CSA-1 Antikor)

SeraCare Life Sciences firmasindan temin edilmistir (Gaithersburg, MD, USA). 11-
Mercaptoundecanoic asit (MUDA), phosphate-buffered saline tabletler (PBS), 0.01 M fosfat tampon,
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0.0027 M potasyum Klorid ve 0.137 M sodyum klorid, (pH 7.4), Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), molekiiler kullanima uygun etanol, horseradish
peroksidaz (HRP), etanolamin ve 3,3,5,5 -tetramethylbenzidine (TMB) reajenleri Sigma Aldrich’den
temin edilmistir (Poole, UK), Ultrasaf su temini i¢in (18 MQ cm—1 ) Milli-Q water system
kullanilmistir (Millipore Corp., Tokyo, Japan).

2.2. On ¢ahismalar

Calismada TUBITAK, BILGEM tarafindan tasarlanmis ve yine TUBITAK’ da iiretilmis olan
8 kanalli sensor g¢ipler kullanilmistir. Sensér ¢ipin yiizeyinin temizligi, SAM (self-assamble
monolayer) kaplama, deneyde ki HRP konsantrasyonunun optimizasyonu ve yine deneyde kullanilan
reajenlerin yogunlugu ve pH’ s1 bir 6nceki ¢alismalarimizda optimize edilmistir (Altintas ve ark.,
2018; Savas ve ark., 2018; Savas, 2020).

2.3. Tam-Otomatik Mikrofluidik Temelli Elektrokimyasal Sensor ve Yeni Dizayn Cip

Bu calismada elektrokimyasal 6l¢lim igin 6zel olarak tasarlanmis tam otomatik, mikrofluidik
kanall1 bir elektrokimyasal sensor cihazi kullanilmistir (TUBITAK, Bilgem, Kocaeli, Tiirkiye) (Sekil
1-A). Kullanilan yeni dizayn sensor ¢ip ve elektrokimyasal ol¢iim cihazinin detaylari bir dnceki
calismada detayli verilmis olup, kullanilan c¢ipin tasariminda, elektrotlar cam slayt iizerine lazer
kesimli celik maske sayesinde islenmistir. (Sekil 1-B). Altin, E- beam sistemi (Nanovak NVEB-600,
Ankara) kullanilarak 200 nm ve altina 40 nm titanyum tabakas1 seklinde uygulanmistir. Olgiimde PC
Trace Emstat (PalmSens, Hollanda) programi kullanilmistir (Altintas ve ark., 2018; Savas ve ark.,
2018; Savas, 2020).

SO rERENER

A B

Sekil 1. A) Mikrofluidik temelli elektrokimyasal sensor cihazi B) Altin Kapli Sensér Cip (Savas ve
ark., 2018).

2.4. Sensor yuzeye uygulanan Antikor Temelli Sandwich Assay

Antikor temelli sensor mekanizmasi farkli patojenler i¢in daha onceki ¢alisma da optimize
ettigimiz reajen konsantrasyonlari, tampon pH’lari, ikincil antikor konsantrasyonu, kullanilan
optimum enzim konsantrasyonu dikkate alinarak birebir uygulanmigtir (Altintas ve ark., 2018; Savas
ve ark., 2018). Bu calismada bir 6nceki ¢alismadan farkli olarak primer antikor konsantrasyonu 10°
cfu/mlt olacak sekilde sabitlendi ve tek degisen parametre, antikorun sensor yiizeyde bekleme siiresi
olacak sekilde deney dizayn edilmistir. Sensor yiizey Uzerine uygulanan sandwich assay prensibi Sekil
2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. Antikor temelli sensor prensibi.
2.5. Antikorun yizeyde bekleme stiresi ve optimizasyonu

Sensor yizey 1:1 hacimde EDC — NHS karisimu ile aktiflestirildikten sonra, birincil antikor
farkli sensor ¢iplerde 1. Cipte 4 dakika, 2. Cipte 15 dakika, 3. Cipte 30 dakika, 4. Cipte 1 saat, 5. Cipte
1.5 saat ve 6. Cipte 2 saat inkibe edildikten sonra, PBS tampon igerisinde hazirlanan BSA tamponu ile
sensor yuzeydeki bosluklar kapatilmistir. Etanolamin uygulamasindan sonra HRP isaretli ikincil
antikor her ¢ipe ayri ayri uygulanmistir. Amperometrik olgtimler, TMB reaktifi kullanilarak 0,1 V’da
gerceklestirildi. Proseste kullanilan tiim reajen ve tampon konsantrasyonlari, pH degerleri ve diger tiim
parametreler, bir 6nceki ¢aligmada optimize edildigi gibi birebir uygulanmistir (Savas ve ark., 2018).

3. Bulgular

Antijen konsantrasyonu 10° cfu/mlt olacak sekilde sabit tutularak, Senstr Cip ylizeyinde
antikor, 4, 15, 30, 90 ve 120 dakika inkiibe edildi ve enzimatik ger¢eklesen reaksiyon sonunda elde
edilen amperometrik 6l¢iim sonuglari sekil 3’ de gosterildi.

Antikor 4 dakika sensor yuzeyde bekletildiginde alinan amperometrik 6l¢iim sonucunun 251
nA oldugu goriildi. Aynmi proses birebir uygulanmak kosulu ile antikorun 15, 30 ve 60 dakika
inkiibasyonlar1 sonrasinda, sirast ile 402, 394 ve 327 nA sinyal elde edilmistir. Bulunan degerler
birbirine olduk¢a yakm olup, 15 dakikalik inkiibasyon sonucunda maksimum degere ulasildigi
saptannustir. ilk 15 dakikadan sonrasinda antikorun ve antijen-antikor baglanmasinin etkisin de bir
diisiis gozlenmemistir. Benzer uygulama inkiibasyon siireleri 1.5 ve 2h olacak sekilde farkli sensor
ciplere tekrar uygulanmistir. 1,5 saat lik inkiibasyon sonunda sinyal 191 nA, 2 saatlik inkiibasyon
sonunda ise 50 nA’in altina diismiistiir.

Sonuglar degerlendirildiginde 4 dakikalik bekleme siiresi, zamandan kazandirdigi igin
degerlendirilebilecegi ancak maksimum verim elde edebilmek icin inkiubasyon siresinin en az 15
olmasinin faydali olabilecegi sonucu ¢ikmigtir. Vakumlamaksizin sensor ¢ip yiizeyinde 1 saatden fazla
antikorun bekletilmesi deney sonucunun verimini diisiirmiis ve 2 saat sonunda ise antikorun
aktivitesini yitirdigi gdzlenmistir.
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Sekil 3. Ilgili antikorun yiizeyde bekletilme zamanima bagh olarak, elde edilen amperometrik dlgiim
sensograml.

4. Tartisma ve Sonug

Her metotda oldugu gibi biyosensoér c¢alismalarinda  uygulanan  proseslerin
tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi i¢in optimum kosullarin belirlenmesi ve tekrarli uygulanabilir
olmasi énemlidir. Iimmobilizasyonun yogunlugu, kullanilan proteinin yogunlugu, inkiibasyon siireside
aktif bolgelerin bloke olmasima sebep olabilmektedir (Rusmini ve ark., 2007). Bu calismada,
elektrokimyasal signal olarak rakamsal hale getirilen antijen-antikor baglanma seviyesini etkileyen bir
parametre olan, immobilizasyonda ilgili proteinin sensor yuzeyde bekleme suresi optimize edilmeye
caligilmistir. Antijen olarak patojenler esas alinmig olup, yaptigimiz ¢alismaya en yakin ¢alisma 2019
yilinda Yuan ve arkadaslar1 tarafindan yapilmigtir.

Altm kapli sensor yiizeye dopamin immobilize edilmis ve bekleme siireleri diger parametreler
sabit tutularak degistirilmistir. 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda sinyal seviyesinde keskin bir diisiis
yasandigini gozlemislerdir. Calismalarda sensor yiizeye immobilize edilen etkenler ve biiyiikliikleri
farkli olsa da benzer sonuglar elde edilmistir. Yuan ve arkadaglari, ylizeye immobilize edilen
dopaminin kalinligi inkiibasyon siiresine bagli olarak arttigim ve kritik bir degere ulastiginda
reaksiyonda diisiis oldugu sonucuna varmiglardir (Yuan ve ark., 2019). A¢ikca protein immobilizasyon
stratejileri biyolojik sistemlerin ve stireclerin dl¢tilmesinde kritik bir rol oynar.

Tesekkiir

Caligma da kullanilan sensdér ¢ip ve elektrokimyasal sensér cihazi TUBITAK/Bilgem
Biyoelektronik ve Biyosensor Grubu tarafindan gelistirilmis olup, grupta bulunan tiim arastirmacilara
tesekkiir ederim.
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