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IgG'nin tayini igin kapasitif bir biyosensor gelistirilmesi
Development of a capacitive biosensor for detection of IgG

Zihni Onur Uygun
Kafkas Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Kars, Tirkiye

oz

Amag: COVID-19 gegctigimiz bir yil igerisinde oldukga fazla kisiye bulasmis ve tim hayatimizi
degistirmigti. COVID-19 pandemisi ile artan arge calismalarina ek olarak gelistirilen kapasitif 1gG
biyosensoérl tarafimizca basarili bir sekilde gelistirilmistir.

Gereg ve Yéntem: Olgiimiin kapasitif olmasi sadece protein-A’ya baglanan IgG molekdillerinin ikincil
bir isaret¢i molekile ihtiyag duymamasi ve hizli 6lgimd ile direkt olarak élgiimesi 6lgimin kolayhgini
yansitmaktadir. Altin elektrot Uzerine sirasiyla sistamin, PAMAM ve protein-A immobilizasyonu
gerceklestirilmistir.

Bulgular: Olgiim siresini 400 saniyeye indirerek 7 dakika igerisinde dlgiim yapabilmek son derece
iyidir. IgG normal degerlerinin, 5,6-18 mg/mL araliginda olmasi, olasi COVID-19 gegirilmesi sonrasi
artan degerlerin de dlgilebilirligini, 5-70 mg/mL araligini dlgebildigi icin saglayabilmektedir. Dizlemsel
olarak oélgim yani lineer 6lgimin dogrulugu ise 0,9908 olarak hesaplanmis bu degder de 1 sayisina
¢ok yakin oldugundan, dlgumin linearitesi uygun olarak degerlendirilmistir. LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 1,5 mg/mL ve 4,54 mg/mL olarak bulunmustur.

Sonug: Satin alinan serum 6rneklerine eklenen IgG 6lgiminde ise % 5ten daha az bir sapma olmasi
da segiciligin yiksek oldugunu gostermektedir. Bu sekilde yeni nesil bir dlgliim sistemi gelistiriimigtir.
Anahtar Sozciikler: COVID-19, biyosensoér, kapasitans, 1gG.

ABSTRACT

Aim: COVID-19 has infected quite a lot of people over the past year and has changed our entire lives.
The capacitive 1gG biosensor, developed in addition to the increasing R&D studies with the COVID-19
pandemic, has been successfully developed by us.

Materials and Methods: The capacitive measurement reflects the ease of measurement, only 1gG
molecules binding to protein-A do not need a secondary marker molecule and direct measurement
with rapid measurement. Cystamine, PAMAM and protein-A immobilization was performed on the gold
electrode, respectively.

Results: It is extremely good to be able to measure within 7 minutes by reducing the measurement
time to 400 seconds. The normal values of IgG are in the range of 5.6-18 mg / mL, and the
measurability of the increased values after possible COVID-19 infection can be measured in the range
of 5-70 mg / mL. The accuracy of the linear measurement, that is, the linear measurement, was
calculated as 0.9908, and this value was very close to the number 1, so the linearity of the
measurement was evaluated as appropriate. LOD and LOQ values were found to be 1.5 mg / mL and
4.54 mg / mL, respectively.

Conclusion: A deviation of less than 5% in the IgG measurement added to the purchased serum
samples indicates that the selectivity is high. In this way, a new generation measurement system has
been developed.
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GiRiS

Antikorlar, bagisikhgin dodustan gelen ve adaptif
dallarini birbirine baglayan anahtar bilesenlerdir
ve normalde konak¢l korumasina aracilik etmek
icin yabanci bir antijene yanit olarak Uretilir.

Antikor  yanitinin  tanimlayici  bir  6zelligi
poliklonalitesidir; antikorlar, somatik
rekombinasyon ve mutasyon yoluyla Fab

alanlarinin neredeyse sinirsiz ¢esitlendirilmesi
yoluyla gérunltste sinirsiz bir antijen dizisini
hedefleme kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte,
antikor tepkisinin poliklonalitesinin, ayni zamanda
antikor-antijen kompleksi tarafindan angaje olan
efektdr molekiiller icin de gegerli oldugu giderek
daha agik hale gelmektedir. Bu nedenle, Fab-
antijen etkilesimleri, antikor yanitinin 6zgulliga
icin gcok 6nemliyken, Fc alani igin antijen tanima
tarafindan tetiklenen cesitli efektor o6zelliklere
aracilik etmede ¢ok 6énemli bir rold vardir (1).

immunglobulin G (IgG), plazma proteininin
yaklasik % 10-20'sini olusturan insan serumunda
en bol bulunan proteinlerden biridir. insanda IgM,
IgD, 1gG, IgA ve IgE olmak Uzere bes
immunglobulin sinifinin ana sinifidir. % 82-96
protein ve % 4-18 karbonhidrattan olusan bu
glikoproteinler, agir zincir yapisi bakimindan
farklihk gosterir ve farkli efektér fonksiyonlara
sahiptir. 1gG, sirasiyla IgG1, IgG2, IgG3 ve IgG4
olarak dort alt sinifa ayrilabilir. IgG'nin alt siniflari,
insan 1gG miyelom proteinlerine karsi spesifik
tavsan  antiserumlari  kullanilarak  yapilan
kapsamli g¢alismalarin ardindan 1960'larda
kesfedilmistir. Amino asit seviyesinde % 90'dan
fazla 6zdes olmalarina ragmen, her alt sinif,
antiien  baglanmasi,  bagisiklik  kompleksi
olusumu, tamamlayici aktivasyonu, efektor
hicrelerin tetiklenmesi, yari émir ve plasental
tasima agisindan benzersiz bir profile sahiptir (2).
IgG, B hiicreleri ve plazma hicreleri tarafindan
salgilanan birincil antikor turidir ve adaptif
immn yanitlarda rol oynayan baskin izotiptir. IgG
antikorlarinin aktivitesi, antijene baglanan Fab
alani ve in vivo icin gerekli olan hiicresel efektor
fonksiyonlarina aracilik etmek igin farkl reseptor
turleri (Fcy reseptorleri; FcyR'ler) araciligiyla
sinyal veren Fc alani tarafindan belirlenir. Birgok
enfeksiyon ve maligniteye karsi koruma.
Dogrudan koruyucu bagisiklik fonksiyonlarina
aracillik etmeye ek olarak, IgG bagisiklik
kompleksleri, uyarlanabilir bagisikhk tepkilerini
modile etmek, T-hicresi aktivasyonunu ve
yuksek afiniteli B hucrelerinin segimini arttirmak
icin FcyR'ler araciligiyla sinyal verir. FcyR'lerin
¢ogu, monomerik IgG igin dusik afinite
sergilediginden, 1gG  molekllleri tarafindan
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sinyale, avidite bazli Fc-FcyR etkilesimlerini ve
dolayisiyla FcyR kiimelenmesini ve
sinyallesmesini saglayan multivalent IgG-antijen
immin kompleksleri aracilik eder(3). Belirli bir Fc
alani tarafindan angaje edilen spesifik FcyR, IgG
alt sinifi ve Fc'nin CH2 alani icinde Asn297'de
bulunan bir N- bagh glikan bilesimi tarafindan
belirlenen Fc yapisi tarafindan belirlenir. Fc alani
tarafindan alinan aclk veya kapal  bir
konformasyonun baglanmasi temelinde, FcyR'ler
sirasiyla Tip | veya Il olarak ayirt edilebilir. Bu iki
reseptor ailesi, farkh efektor ve modile edici
yollari aktarir ve bu nedenle, IgG sinyallesmesini
saglayan ise Fc alaninin yapisidir (4).

Aralik 2019'da, Cin'in Wuhan kentinde yeni bir
korona viris temelli hastalik salgini bildirildikten
sonra, 11 Subat 2020'de Diinya Saglhk Orgiitii
(WHO) bu korona virisu “siddetli akut solunum
sendromu korona viris 2" (SARS-CoV-2) ve
neden oldugu hastaligi “korona viriis hastaligi
2019” (COVID-19) olarak adlandirdi. 25 Mayis
2020 itibariyle SARS-CoV-2 212'den fazla llkeyi
etkiledi ve dinya c¢apinda yaklasik 5.529.195
vaka dogrulandi, bunlarin 347.192'si ise olda.
CoV'ler, Coronaviridae ailesine (Coronavirinae alt
ailesi aittir.), Uyeleri c¢ok cesitli konukgulari
enfekte ederek, soguk alginhdindan siddetli ve
nihayetinde SARS, MERS ve su anda COVID-19
gibi  6lumcul hastaliklara kadar degisen
semptomlar ve hastaliklar Greten. SARS-CoV-2,
insanlari enfekte eden CoV ailesinin yedi
Uyesinden biri olarak kabul edilir (5) ve SARS'a
neden olan ayni CoV soyuna aittir; ancak bu yeni
viris genetik olarak farklidir. 2020 yilina kadar,
insan CoV 229E (HCoV-229E), HCoV-NL63,
HCoV-OC43, HCoV-HKU1l, SARS-CoV ve
MERS-CoV dahil olmak Uuzere altt CoV'nin
insanlari enfekte ettigi biliniyordu. SARS-CoV ve
MERS-CoV, yiksek o&lum oranina sahip
salginlara yol agsa da, digerleri hafif tst solunum
yolu hastaliklari ile iligkili olmaya devam
etmektedir (6). Koronavirlsler, genis ve rastgele
bir dizi dogal konakgiya sahip olan pozitif duyarli
RNA virtsleridir ve birden fazla sistemi etkiler (7).
COVID-19 hastalarinin spesifik antikor profilleri
analiz edildiginde IgM seviyesinin bir aydan fazla
surdigu bulunmasi ile SARS-CoV-2 ile enfekte
hastalarda viris replikasyonunun uzun bir sire
aldigini géstermistir. IgG seviyelerinin ise sadece
hastaligin gegisinden sonraki asamalarinda
arttigi bulunmustur.

Sonug olarak IgG hastahigin geciriimesinden
sonra agllama dedigimiz bagisikligin
kazanilmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Bu
bagisikligin ne derece kazanildigi alinan viris



yuki ile orantihdir. Ornegin yiiksek virlis yiki
yuksek 1IgG seviyelerini gostermektedir, fakat
immunoassay testlerin duyarhligi  bu yUku
gostermemektedir. Bu nedenle daha hassas ve
dusuk maliyetli bir 6lglim sistemine gerek vardir.

Genel olarak biyosensorler, sensor (zerinde
hareketsiz hale getirilmis belirli biyomolekuillerle
("prob" veya "yakalama molekulli") segici olarak
etkilesime giren analitleri tespit etmek igin
kullanilan araglardir(8). Bu sistemler hizli ve
duyarli kisisel kullanima uygun testler gelistirmek
icin potansiyel tasityan analizorlerdir.
Biyosensdrlerde en 6nemli nokta ise, biyotanima
ajani  ve Olgim metodunun  duyarhhgidir.
Kullandigimiz biyosensérde ise 1gG tanimasi igin
protein-A (PA) molekulu kullaniimigtir.
Staphylococcus aureus'un ana hiicre duvari
bileseni olan PA, yaklasik 80 yil dnce kesfedilen
ilk immuanoglobulin baglayici proteinlerden biridir.
Bununla birlikte, hem saflastirma yontemlerinde
hem de tedavide antikorlarin uygulanmasinda
blylk bir gelisme saglanmistir. Akademik /
endustri gruplarindaki bilim adamlari tarafindan
hedeflenmemis (boyut diglama, iyon degisimi ve
hidrofobik etkilesimler) ve hedefli (afinite)
yontemlere dayanan birgok yayin bulunmaktadir.
IgG ve PA arasindaki etkilesim ise kapasitif
olarak belirlenmistir.

Afinite biyosensorleri iki ana gruba ayrilabilir:
hedef molekil ile sensdr Uzerindeki afinite yuzeyi
arasindaki dogrudan baglanmayi Odlgenler ve
etiketli reaktifler kullanilarak baglanma
analizlerine uyarlanan biyosensorler (9). Etiketli
afinite reaktifleri ile c¢alisan biyosensorler,
floresan isaretgilerin, aktif enzimlerin, manyetik
boncuklarin, radyoaktif tdrlerin veya kuantum

noktalarinin  genellikle  hedef  molekilleri
etiketlemek igcin etiketleme ajanlari  olarak
kullanildigi geleneksel immunoassay
teknolojisinin varyasyonlaridir. Kapasitif

biyosensorler, empedans biyosensorlerinin (10)
alt kategorisine aittir. Kapasitif biyosensorler, bir
analit, yahtici dielektrik katman (9) U(zerinde
hareketsiz hale getirilmis reseptor ile etkilesime
girdiginde, elektrolit-elektrot ara  yuzindeki
dielektrik  Ozelliklerindeki ve/veya dielektrik
katmanin kalinligindaki degisikligi dlger. Calisma
elektrotu (bir elektrolitik kondansatdr / birinci
plaka) ile elektrolit (ikinci plaka) arasindaki
elektrik kapasitansi Denklem (1) de verilmektedir:
C=(0eA)/d (1)

€, plakalar arasindaki ortamin dielektrik sabiti, € O
, bos alanin gecirgenligidir (8.85 x 10 =12 F / m),
A, plakalarin ylzey alanidir (m 2 ) ve d, yalitim
tabakasi (m).
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Yukaridaki denkleme goére plakalar arasi mesafe
arttiginda toplam kapasite azalmaktadir. Diger bir
deyisle, bu tip kapasitif biyosensorlerin tahlil
prensibinde, bir hedef molekil reseptore
baglandiginda, karsi iyonlarin kapasitif elektrot
etrafindaki yer degistirmesi, kapasitansta bir
azalmaya neden olur. Reseptore baglanan hedef
molekullerin miktari ne kadar yiksek olursa, elde
edilen yer degistirme ve kayith kapasitanstaki
azalma o kadar blyluk olur(11). Bu sekilde
kapasitans ile elektrot tzerindeki degisimler ve
IgG miktari olculebilecektir. Farkh referanslara
gbre, normal konsantrasyonlar arasinda serum
IgG, 5,6-18 mg/mL olarak rapor edilmistir. Bu
aralikta ve bu arahin tzerindeki élgiimlerde IgG
miktarinin dlgllesi agisindan biyosensoér sistemi
avantajli olacaktir.

Sonug olarak afinite temelli olarak tasarladigimiz
biyosensor sistemimizde, IgG o6lgimi igin PA
biyotanima ajanina baglanan IgG molekillerinin
olusturdugu kapasitif sinyaller ile yapilmistir.

YONTEM

Elektrokimyasal olcimler igin Palmsens 3 marka
potansiyostat (Hollanda, Palmsens BV.), elektrot
olarak ise altin elektrotlar (BASi, U.S.A)
kullanilmigtir.  Tim kimyasal ve biyokimyasal
maddeler Merck (U.S.A.) firmasindan temin
edilmistir.

Altin  elektrotlar tiyolik (SH grubu iceren)
materyaller ile kolay etkilesebildiginden, yuzey
kaplamasi olarak kullaniimiglaridir.  Kapasitif
Olcim alinabilmesi icin elektrotlara 10000-0,05
Hz arasinda 180 mV potansiyel uygulanarak,
10mV Alternatif akim (AC) ile kapasitif (C)
Olcumler gerceklestirilmistir (12).

Elektrot ylzeyi kendi kendine dizenlenen tek
tabaka (self-assembly monolayer; SAM) ile
modifiye edilmigtir. SAM materyali olarak 4-
aminotiyofenol  (4-ATP)  kullaniimigtir.  Altin
elektrot bu maddenin etanol igerisinde 100 mM
konsantrasyonlarini iceren ¢dzeltide gece boyu
bekletilmistir. Bu islemden sonra elektrot sirasiyla
etanol ve su ile yikanarak baglanmamis SAM
materyali uzaklastinimistir. Kapasitif 6lgim ile
immobilizasyon tabakalari (SAM) kontrol edilerek
dogrulanmistir.

SAM modifiyeli elektrotlar ylizey alanini artirarak
duyarhh@r artirmak igin amin uglu poliamidoamin
(PAMAM; 5. Jenerasyon; G5) ile modifiye
edilmislerdir, ancak bu islemden 6nce 4-ATP ile
modifiye edilen elektrotlar 9%2,5 glutaraldehit
iceren sulu c¢ozeltide 30 dakika bekletilerek
PAMAM baglanmas! ic¢in aktif aldehit uglari
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olusturulmustur. Elektrot saf su ile nazikge
yikanarak ve azot gazi ile kurutulmustur.

Elektrotlar 1mM PAMAM iceren (pH=6,8)
cOzeltilere daldirilarak bekletilmis, sonrasinda saf
su ile yikanarak kurutulduktan sonra elektrot C ile
karakterize edilmistir (13). Ardindan %2,5
glutaraldehit igceren sulu ¢ozeltide 30 dk.
bekletilen elektrotlar boylece PA
immobilizasyonuna hazir hale gelmistir.

Bu asamadan sonra elektrotlarin (zerine
mililitresinde 10 miligram olan PA (10mg/mL)
konsantrasyonda elektrot ylzeyine damlatilarak 2
saat oda sicakhdinda bekletiimis ve kapasitans
Olcimu alinmistir.

Bu islemden sonra IgG miktarinin belirlenmesi
icin standart grafik, tekrarlanabilirlik, tekrar
uretilebilirlik, LOD ve LOQ degerleri belirlenerek,

€ fmF

yapay serum Orneginde IgG miktari tayin
edilmistir. LOD ve LOQ hesaplama formdilleri ise
LOD= 3,3 (Standart Sapma(S)/standart grafik
egimi(m)), LOQ ise 10 (Standart
Sapma(S)/standart grafik egimi(m)) seklinde
hesaplanmistir.

BULGULAR
IgG tayini icin PA temelli bir biyosensoérin
gelistiriimesi  icin  6ncelikle  elektrokimyasa
Olgimler gerceklestirilmistir. Elektrot
modifikasyonlarinin  tamami kapasitif olarak
izlenmistir.

Altin elektrot (AuE) 6ncelikle, 4-ATP, sonrasinda
PAMAM ve protein A ile immobilize edildikten
sonra kapasitans ile izlenmistir (Sekil-1).

AUE: 1,7 mF

AuE/Cys: 1,4 mF
AUuE/Cys/PAMAM: 0,651 mF
AuE/Cys/PAMAM/ProtA: 0,15 mF

AuE/Cys/PAMAM/ProtA/IgG: 0,06 mF

C/mF

Sekil-1. Elektrot yizey modifikasoynunun kapasitif olarak gdésterilmesi; Mavi AuE, Mor AuE/Cys, Kirmizi

AuE/Cys/PAMAM,  Yesil
modifikasyonlarini géstermektedir.

AuE/Cys/PAMAM/ProtA  ve

Sarnt  ise  AuE/Cys/PAMAM/PA/IgG

C/uF

Time/s

Sekil-2. Zamana baglh kapasitif azalmanin 1gG 6lgimu ile degisiminin gdsteriimesi.
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Sekil-4. Biyosensoriin segicilik ve gergek drnek denemelerinin yapilmasi (Kirmizi C: 50 mg/mL standart sinyali,
mavi ise 50mg/mL IgG’nin serum igerisindeki sinyalini gdstermektedir.

Sekil-1’de  goérildigu gibi  elektrot ylzeyinde

kaplanma ile kapasitif akimdaki degisim ile
kapasitans azalmistir. Bu da yluzey
modifikasyonunu dogrulamaktadir. AuE

beklenildigi gibi en ylksek kapasitif akima (mili
Faraday; mF) sahipken, yiuzey modifiye edildikce
her modifikasyonda, disis gdzlenmisgtir.
Sekil-2’de biyosensoérin Olgim zamani
belirlenmistir. Buna goére 40 mg/mL IgG 6lgimu
icin zamana bagl olarak oél¢cilen kapasitif deger
260. Saniyeye kadar azalis gdstermis sonrasinda
ise sabit kalmistir.

Sekil-3'te gorildugu gibi Uretilen biyosensérin
Olcim araligi 5 ile 70 mg/mL arasinda IgG
Olgebilmektedir. R2 olarak adlandirilan regresyon
katsayisi 0,9908 ile 1 degerine olduk¢a yakindir.
Buna gére en dusik tayin limiti (LOD) 1,5 mg/mL
ve en duguk tayin sinin (LOQ) ise 4,54 mg/mL
olarak hesaplanmistir.

Satin alinan serum o6rnekleri igerisinde yapilan
deneylerde ise 50mg/mL 1gG iceren &rnek
biyosensor ile test edilmis ve 47,7 + 2,43 mg/mL
olarak bulunmustur (Sekil-4.). Buna gbre goéreceli
sinyal azalmasi, % 4,7 olarak bulunmustur. %5’in
altinda olan bu sinyaldeki azalma ise guven
araligina girmektedir. Dolayisiyla biyosensorin
gercek  Ornekler icerisinde  kullanimi  da
kanitlanmigtir.
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TUm sonuglar toparlanarak, tablo sekline Tablo-
1’de verilmistir.

Tablo-1. IgG biyosensorinin performans parametreleri.

Parametre Sonug

Olgiim Zamani 400 Saniye

Olgiim Araligi 5-70 mg/mL

Linearite 0,9908

LOD 1,5 mg/mL

LOQ 4,54 mg/mL

Gercek Olgiim Farki 50 mg/mL igin 47,7

mg/mL

Matriks Etkisi % -4,7
TARTISMA
COVID-19 sureci ile baslayan bulas ve
sonrasindaki bagisikligin Olcllmesi igin

gelistirilen kapasitif 1IgG biyosenséru basarili bir
sekilde calismistir. Olcimiin kapasitif olmasi
sadece PA’ya baglanan IgG molekdillerinin ikincil
bir isaret¢ci molekile ihtiyagc duymamasi ve hizli
Olgimu ile direkt olarak olglilmesi 6lgimin
kolayhdini yansitmaktadir.
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Hastane laboratuvarlarinda gelismis cihazlarla
yapilan 6lgimlerde dlgiim siiresi olarak en az 15
dakikadir. Bu nedenle bu &lgim siresini 260
saniyeye indirerek 5 dakika igerisinde o6lgim
yapabilmek son derece iyidir. Bu sekilde
ulkemize katma deger saglayabilecek bir Grinin
ilk agamalari geligtirilmistir.

IgG normal degerlerinin, 5,6-18 mg/mL araliginda
olmasi, olasi COVID-19 gegcirilmesi sonrasi artan
degerlerin de Olgllebilirligini, 5-70 mg/mL
araligini  olcebildigi  icin  saglayabilmektedir.
Dizlemsel olarak 6lgim yani lineer o6lglimin
dogrulugu ise 0,9908 olarak hesaplanmis bu
deger de 1 sayisina ¢ok yakin oldugundan,
olcimin linearitesi uygun olarak
degerlendirilmigtir.

LOD ve LOQ degerleri yorumlandiginda ise, LOQ
degerinin standart grafigin baslangi¢ degeri olan

Kaynaklar

5 mg/mL degerine yakin 4,54 mg/mL olarak
bulunmasi da matematiksel olarak lineer 6lgiim
araligini dogrulamaktadir.

Satin alinan serum o&rneklerine eklenen IgG
Olciminde ise % 5’ten daha az bir sapma olmasi
da segciciligin ylksek oldugunu gostermektedir.

COVID-19 surecine gelistirilen tani ve 4lgim
yontemleri gok hizli bir artis gostermistir. COVID-
19 ayrica Ulke ekonomilerinin bu sekilde ARGE
calismalarina hizlh  adapte olmasina ve
gelistirdikleri Urlnlerle Ulkelerine katma deger
saglayacak sistemler gelistirimesine de katkida
bulunacak ARGE calisanlarinin da o6nemini
kanitlamistir. Gelistirdigimiz bu c¢alisma da ise
IgG tayinini dakikalar icerisinde oOlgebilecek bir
Olcuim sistemi gelistirerek yiksek performansi bir
urlin uretimi sergilemis bulunmaktayiz.

Cikar catismasi: Cikar gatismasi yoktur.
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