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Giris
Immiinoglobiilin G (IgG) antikoru, bagisiklik yaniti uyandirabilen belirli molekiilleri veya maddeleri
ifade eder. IgG, antikorlarin varhigmma bagisiklik sistemi tarafindan dretilen bir antikor veya

immiinoglobiilindir. Antikorlar, bakteri, viriis veya diger patojenler gibi yabanci maddelerdir ve

bagisiklik yanitini tetikler. IgG antikorlari, enfeksiyonlara karsi bagisiklik sisteminin savunmasinda
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kritik bir rol oynar: Antijenleri tanir ve baglanirlar, diger bagisiklik hiicreleri tarafindan imha edilmeleri

veya zararli etkilerinin notralize edilmesi igin isaretlerler. IgG antikorlar1 uzun vadeli bagisiklik saglar,
¢linkii ayni antijenlere karsi tekrarlayan enfeksiyonlara karsi koruma saglamak igin kan dolagiminda
uzun siire kalabilirler. Belirli antijenlere karsi IgG antikorlarinin tespiti, hastalik teshisi, tedavi
etkinliginin izlenmesi ve agilama yanitlarinin degerlendirilmesi gibi ¢esitli uygulamalarda énemlidir.
IgG antikorlarinin varligimi ve konsantrasyonunu oOlgerek, saglik profesyonelleri ve arastirmacilar
bireyin bagisiklik yanitini anlayabilir ve belirli hastaliklara karsi koruma diizeyini belirleyebilirler [1,
2]. Son yillarda, immiinolojik teshis alaninda IgG antikorlarin tespiti ve miktarinin 6l¢iimii konusunda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Enzim bagli immiinosorbent testler (ELISA) gibi geleneksel
yontemler, IgG antikor tespitinde uzun siiredir kabul goren altin standart olmustur. Ancak, bu teknikler
genellikle karmasik laboratuvar siire¢lerini, zaman alici protokolleri ve 6zel donanimlar1 gerektirir, bu
durum kaynak siirli ortamlarda erisilebilirliklerini kisitlar. Bu zorluklarin {istesinden gelmek igin,
yenilik¢i teknolojiler ve yaklasimlar ortaya ¢ikmis ve IgG antikorunun tespiti alaninda devrim
yaratmistir. Bu ileri teknikler, gelistirilmis duyarlilik, 6zgiillik ve hizli sonu¢ alma siireleri sunarak
enfeksiyon hastaligi teshisi, otoimmiin bozukluk izlemi ve terapotik antikor gelistirme gibi genis bir
uygulama yelpazesinde ideal hale gelmistir [3, 4]. Bu yontemlerden birisi de kantilever kullanilarak
gelistirilen 6l¢iim sistemidir. Kantileverlar veya mikrokantileverlar bir ucundan sabitlenmis diger ucu
ise serbestge titresebilir durumda olan milimetre boyutunda veya mikrometre boyutlarindaki kati
malzemelerden yapilmis (silikon, nikel ve benzer malzemeler gibi) seritler olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 1). Kantileverlarin hava, vakum ve siv1 gibi belirli ortamlar i¢indeki titresimleri incelenerek belirli
degiskenleri 6l¢iilerek sensor uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bir bagka bakis agisindan kantileverlar,
molekiiler boyuttaki etkilesmeleri sinyale doniistiiren sensorlerdir ve bu 6zellikleriyle pikogram

algilama platformu olarak biiyiik potansiyele sahip cihazlardir [5-17].

Kantilever

Destek

Sekil 1. Kantilever sekilsel gosterimi

Uretim tekniklerindeki gelismeler kantilever sensorlerin yeteneklerini genisleterek sicaklik [8-10], kiitle
[11-14], manyetik [15-17] ve biyokimyasal [18-27] gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri lgebilen pek
cok sensor uygulamasinda kullanimima olanak saglamistir. Kantilever yiizeyini belirli bir hedef
molekiile segici olarak ylizeysel emici bir malzeme ile kaplayarak bir serit oldukg¢a hassas ve segici bir
kimyasal veya biyokimyasal sensore doniistiiriilebilir. Kantilever hedef madde ile temasa gectiginde

mekanik bir tepki verir: konsol biikiiliir ve rezonans frekansi degisir. Boylelikle rezonans sinyalindeki
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degisim Olcililerek hedef maddenin tanimlanmasina ve kantitatif tespitine olanak tanir [5].

Kantileverlarin ¢aligma prensibi, tespit edilmek istenen maddenin molekiiler kiitle yiizeysel emiciligine
dayanmaktadir. Kiiciik boyutlari, hizli tepki vermeleri, hassasiyetleri, etiket gerektirmemeleri
kantileverlar1 sensor uygulamalarinda cazip hale getirmektedir. Kantilever sensor sistemlerinde analiz
edilecek molekiil kantilever yiizeyindeki reseptorlere baglandiginda sistemin kiitlesinde bir artisa sebep
olmakta sensor de iki tiir degisim olusturmaktadir. Bunlara bagli olarak, kantileverlarin iki calisma modu
vardir: statik ve dinamik mod [22-25]. Statik mod olarak adlandirilan yontemde kantileverin egilme
acist Olglilmekte ve buradan yiizeyde toplanan kiitle miktar1 belirlenmekte veya yiizeye baglanmasi
amaclanan molekiiller, viriisler, bakteriler vs. gibi farkli yapilar algilanmaktadir. Dinamik mod olarak
adlandirilan yontemde ise kiitle degisimine bagl olarak kantileverin rezonans frekansinda olugan
degisim veya kayma Ol¢iilmektedir [22-25]. Genel olarak titresen kantileverin titresim frekansi optik
algilamaya dayanan yontemle verilmektedir. U metotta kantileverin sabitlenmemis ucu, farkli titresim
modlarinda bir titresimei tarafindan uyarilir ve dogal frekanslar1 (1) denklemi ile verilir.
1

fo=2C) (1)

p

Burada E, Young modiilii, t kalinlik, p yogunlugu gostermektedir ve sabitler ¢, degerleri birinci ti¢ mod
icin sirasiyla 0.28, 1.75 ve 4.91 olarak verilmektedir (I verilmemis). Onceki ¢alismamizda [28], FesO4
manyetik nanopargaciklarin algilanmasi i¢cin manyetoelastik sensor kullanilmistir. Bu ¢alismada, IgG

antijeni algilanmasi i¢in kantilever sistemi kullanilmustir.

Deneysel
Olciim Metotlar

Ornegin rezonans frekansi, titresimli kamis ydntemiyle uygulanan alanm bir fonksiyonu olarak
Olciilmiistiir. Sistemdeki titresim frekansi ise optik olarak 6l¢iilmiistiir. Burada amorf ferromanyetik
FeaNizsMo04B1s (Metglas 2826MB) seritler kullanilmis ve seritler 3 ¢cm uzunlugunda ve 2 mm
genisliginde bilgisayar denetimli mikro kesici testere ile kesilmistir. Ornek kalinlig1 yaklasik 25 um’dir.
Kesilen 6rnek bir kiskag icine yerlestirilmis ve bir ugtan 1.5 cm serbest birakilmistir. Kelepge, siniizoidal
cikish degisken frekansli bir sinyal iireteci tarafindan galigtirilan mekanik bir vibratore baglanmistir.
Kelepgenin titresimi 2826MB seritin titresimine neden olur. Bu salimimin genligi, serit titresim
modlarindan birinin rezonans frekansinda g¢alistirildiginda en biiyiik degerine ulagmaktadir. Titresen
serit Ol¢lim sistemi Sekil 1'de gosterilmistir. Serit, lazer kaynag ile fotodiyotlar arasina yerlestirilmistir.
Seklin ekinde gosterildigi gibi iki fotodiyot vardir ve her bir fotodiyotun ¢ikisi, lock-in yiikseltecin iki
girisine baglanmistir ve lock-in yiikseltecin iki girisi arasindaki farklar1 almak i¢in A-B modunda
kullanilmugtir. Serit titresmedigi zaman, lock-in yiikselticinin ¢ikigi sifirdir ¢iinkii her iki fotodiyot da
ayn1 miktarda 151k yogunlugu almaktadir. Ornek titresmeye basladiginda, 6nce fotodiyotlardan birine

(6rnegin diyot a) dogru hareket eder. Bu durumda, fotodiyot b daha fazla miktarda 11k almaktadir,
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dolayisiyla Vb>Va olur. Daha sonra 6rnek fotodiyot b'ye dogru hareket ederek Va>Vb'ye yol agar. Bu

titresim, rezonans frekansinda lock-in yiikselte¢ ¢ikisinda maksimum siniizoidal ¢ikisa neden olur.
Rezonansta titresim genligi ve frekans degeri de manyetik alanin bir fonksiyonu olarak dl¢iilmiistiir.
Ayrica hangi manyetik alanda daha iyi sonug alinabilecegi de incelenmistir. Olgiimlerde dncelikle temel
modun frekansi 6l¢iilmiis, ardindan diger modlarin rezonans frekanslari 6lgiilmiistiir. Birinci mod ¢ok
parazite isarete sahip oldugu i¢in, ikinci rezonans frekans degerinde ol¢limler yapilmistir. IgG antijeni
algilama siirecinde farkli oranlardaki IgG yiizeyi fonksiyonellestirilmis olan kantilever {izerine bir
mikropipet yardimi ile damlatilmis ve rezonans frekansindaki degisim Slciilmiistiir. Ornegin yapisi,

Rigaku Rad B model X-1s1n1 toz difraksiyon difraktometresi ile incelenmistir.

Siddet (k.b.)

T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

26 ()
Sekil 2. Uretilen 2826MB kantilever sensoriin X-iginlart kirinim tayfi

Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich firmasindan ticari olarak satin alinmig ve ileri bir
saflastirma yapilmaksizin kullanilmiglardir. Tiim sulu ¢ozeltiler, Millipore Direct-Q® 3 su aritma

cihaziyla saflastirilan saf su ile hazirlandi.
Sensor Yiizeyinin Degisimi

Kesilen 2826 MB 6rneginin X-1s1m1 kirmim tayfi Sekil 2°de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi yap1
amorf bir yapiya sahiptir. Daha sonra 2826 MB 6rnegi 6ncelikle 100 nm kalinliginda sensor yiizeyinin
asmma Ozelliklerini iyilestirmek i¢in krom (Cr) ile kaplanmis ve Cr kaplamanin iizerine 100 nm Au
kaplanmigtir. Au kaplama yapmamizin nedeni yiizeye olan tutunmanin artmasini saglamak i¢indir.
Hazirlanan altin yilizeye sahip kantileverlerin yiizeyleri 6 mg/mL olacak sekilde poli etilen glikol 2-

merkapto etil eter asetik asit ile muamele edilmistir. Bu islem 25°C’de 1 gece siireyle
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gerceklestirilmistir. Islemin tamamlanmasmin ardindan kantilever yiizeyler saf su ile yikanarak

baglanmayan gruplar uzaklastirilmistir. Ardindan bu yilizeyler oda kosullarinda 1-etil-3-(3-
dimetilamino-propil) karbodiimid/N-hidroksisiiksinimid (EDC/NHS) ile fonksiyonel hale getirilmistir.
EDC/NHS modifikasyonu i¢in 2.87 mg EDC 3.45 mg NHS ayr1 ayr1 1 ml pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi
(50 mM, PBS) igerisinde ¢oziinmiistiir. Sonrasinda kantilever yiizeyine 500 pL. EDC ¢ozeltisi ve 500
uL NHS eklenerek oda kosullarinda 1 saat siireyle karistirllmaya birakilmigtir. Reaksiyon siiresi

tamamlandiktan sonra kantilever yiizeyleri saf su ile bir kez yikanmigtir.
IgG Antikorunun immobilizasyonu

Fonksiyonel hale getirilen kantilever yiizeylerine 12.5 pL IgG antikor ¢6zeltisi eklenmis ve tizeri PBS
(50 mM, pH 7.4) ile 1 mL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 40°C’de 1 saat siireyle gerceklestirilmistir.
Islem tamamlandiktan sonra kantilevera eklenen siipernatant protein testleri igin ayristirilmus, kantilever
ise 1 kez saf su ile yikanarak dl¢iim islemleri i¢cin bekletilmistir. Yapilan islemler Sekil 3’de sematize

edilmektedir.

) N 4 Y
e
PGMEA gozeltisi N/l/ Y Y/
OS2 A rd
SO X /
X )
SO /

A
EDC/NHS N 1gG Antikor
e

—_— // \
25°C'de 1 saat \ 40°C'de 1 saat IgG Immobilize yiizey
25°C'de
24 saat Modifiye edilen ylzey

/ .
=Gold ylzeye sahip mikrosensoér v
' //Y

=IgG Antikoru Y/

V=196 Antibody <

Antijen c¢ozeltisinden 1 L
mikrosensor yuzeyine eklenir

Sekil 3. Altin yiizeye sahip mikrosensérlere IgG antikor immobilizasyonunun gerceklestirilmesi

Antijen Cozeltisinin Hazirlanmasi

Olgiim islemlerinin en énemli asamalarindan bir antijen ¢dzeltisinin mikrosensor yiizeyine damlatilmasi
ve segici olarak algilanmasidir. Yaptigimiz ¢alismada ilk olarak antijen ¢ozeltisi 1000 ppm olacak
sekilde stok halinde hazirlanmistir. Karar verilen diger konsantrasyonlar (500, 250, 100, 75, 50, 25 ve
10 ppm) stok ¢ozeltinin seri diliisyonu ile elde edilmistir. Olgiim sirasinda her bir farkl

konsantrasyondaki oOrnekten 1 pL alinarak mikrosensor ylizeyine damlatilmis ve frekanstaki
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degisiklikler not edilmistir. Asagida verilmis olan Tablo 1°de farkli konsantrasyondaki her 6rnekten 1

ul alindiktan sonra mikrosensor yilizeyindeki antikorlarla etkilesen madde miktar1 belirtilmistir.

Tablo 1. Mikrosensér yiizeyine eklenen madde miktarlar:

Konsantrasyon (ppm) Madde miktar1 (ng)
1000 1000

500 500

250 250

100 100

75 75

50 50

25 25

10 10

IgG Antikorunun Algillanmasi

Kantilever sensor yiizeyinde [gG Antijeninin tespiti i¢in kullanilan sensoriin frekans araligi 440 Hz ile

450 Hz olarak belirlenmistir. Ol¢iim sirasinda dncelikli olarak Sekil 4’de goriildiigii gibi hava ortaminda

bos yiizey Olglimii alinmis ve daha sonra kantilever {iizerine sirasiyla farkli konsantrasyonlarda

hazirlanmig antijen ¢ozeltisi her 6l¢ctimde 1 pl olarak eklenmistir.

0.0016 -

0.0012

0.0008 -

Genlik (Volt)

0.0004

0.0000

——0.25 pg IgG Damlatilda

Bos yiizey

Rezonans frekansi

450

460

T

T T T
470 480

Frekans (Hz)

T T T 1
490 500

Sekil 4. Havada serbestce titresen kantilever ve 0.25 ug antijenin kantilever yiizeyine eklendikten
sonraki rezonans egrileri

1. Damlatma 50 ppm (0.05ug antijen) olarak eklenmis ve eklenen karigimin sensor yiizeyinde yayilmasi

ile sensor rezonans frekansi azalmis ve rezonans frekansi ve bu frekans sinyal degeri kaydedilmistir.
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Buradaki rezonans frekans kaymasi Af = 0.5 Hz olarak elde edilmistir. 2. damlatmada 100 ppm (0.10

ug antijen) eklenmis ve buradaki degisim Af = 0.7 Hz olarak elde edilmistir. 3. damlatmada 250 ppm
(0.25 pg antijen) eklenmis ve buradaki degisim Af = 1 Hz olarak elde edilmistir. Burada zamana bagh
olciimde (Sekil 5) ¢ozelti eklendikten sonra frekansta azalma gozlenmis ve daha sonra zamanla kararl

degerine ulagmustir.

Bos
Yilzey :
478 0.5 g IgG
Damlatldi : 0.25 ng IgG L
H = 0.1 ng lgG <

N A L Damlatildi HETEM T 0.050 pg 1gG
E Damlatildi ; Damlatildi
= 476 - | 1 1 : ’.
o
: I
5 r——
- r—'_
¥
=
= 474 -
2]
E
% 72
o 4724
e BN . " Wi |

470 -

I ! | ' I 4 I N 1 ! I 4 |

10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dakika)

Sekil 5. Kantilever sensor iizerine sirasiyla eklenen antijenin zamana bagl olarak sensér rezonans
frekansina etkisi. Burada rezonans frekansindaki keskin diisiis sensére damlatma yapildiktan sonra
¢ozeltinin etkisidir

IgG antijen dedektesi i¢in bu asamada yukarida belirttigimiz gibi havada ol¢iimii alinmis olan
kantileverin iizerine farkli konsantrasyonlarda sirasiyla 1 pl antijen ¢ozeltisi eklenmistir (Tablo 1) ve
daha sonra ¢ozelti i¢indeki antijenler antikorlarla kantilever yiizeyinde bag yapmaktadir ve buna bagh
olarak kantilever kiitlesinde artis ve rezonans frekansinda azalma kaydedilmistir, bu azalma grafikte Af
olarak verilmistir. 1 pl (0.05 pg) antijen ¢ozeltisi yaklagik 0.5 Hz’lik bir degisime neden olmustur,
sonuglar Sekil 6 ve 7°de verilmistir. Sensor yiizeyine yine ayni miktarlarda (1 pl) antijen ¢ozeltisi
eklenmistir ve rezonans frekansinda ki degisim Sl¢iilmistir. Goriildigii tizere kantilever yaklasik, 0-
500 ppm, 0-4 ul, 0-0.50 pg araliginda dlgiilen antijen miktarlarina gore yaklasik olarak dogrusal bir

degisim gostermektedir.
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Sekil 6. Kantileverin rezonans frekansinin eklenen antijenin kiitlesi ile degisimi

448.0

447.5 - \
447.0 4 \

446.5 |
446.0

4455

Rezonans Frekans ( H2)

445.0

4445 |

! T ! L T T ! L T LI ! L T LI ! N
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Olciime Damlatilan IgG Antijen Cézeltisi Miktari ( ppm)

Sekil 7. Kantileverin rezonans frekansinin sadece antijen miktari ile degisimi
Sonuglar
Bu ¢alismada, serbest ucu 15 mm olan 2826MB FeoNizsM04B1s amorf ferromanyetik seritler kantilever
olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda ortama IgG antikoru eklendiginde kantilever kiitlesinde artig

ve rezonans frekansinda azalma kaydedilmistir. Bu azalma bize dogrudan IgG algilanmasim

gostermektedir. 1 pl (0.05 pg) antijen ¢ozeltisi rezonans frekansinda yaklasik 0.5 Hz’lik bir degisime
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neden oldugu gozlenmistir. Olgiimler sonucunda ¢ozelti icinde bulunan 50 ng miktarindaki IgG’nin

rahatlikla algilanabilecegi gosterilmistir.

Tesekkiir Bu ¢alismay1 maddi olarak destekleyen inénii Universitesi’ne tesekkiir ederiz.

Fon/Finansman bilgileri Bu calisma Indnii Universitesi tarafindan FDK-2022-2928 proje numarast ile

desteklenmistir.
Etik Kurul Onayt ve Izinler Calisma, etik kurul izni veya herhangi bir 6zel izin gerektirmemektedir.
Cikar ¢catismalary/Catigan citkarlar Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi yoktur.

Yazarlarin Katkisi- Yazarlar ¢aligmaya esit oranda katki saglamistir. Yazarlar makalenin son halini

okumus ve onaylamistir.
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