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SISSEJUHATUS

Kiire, kuid samas usaldusvéddrne analiiiidi md4ramine on tdnapdeval ddrmiselt oluline
nii kliinilises diagnostikas, toiduainetoostuses, keskkonnaseires ning mujal. Enamasti
on moddetavad analiitidi kontsentratsioonid proovides kiillalt vdiksed ning seetdttu on
vajalik uute, tundlike meetodite viljatéotamine. Viimasel ajal on margatavalt
kasvanud biosensorite, kui selektiivsete analiiiitiliste seadmete, kasutamine mitmetes

eelpool nimetatud valdkondades.

Elektrokeemiliste biosensorite rakendamine kliinilises diagnostikas pakub viimasel
ajal tiha enam huvi, sest see voimaldab analiitidi madidramist keerukates maatriksites
ning madala proovi avastamispiiriga. Lisaks on iiha enam suurenenud biosensoritel
pohinevate toksikoloogiliste uuringute hulk. Hetkel kasutatakse toksiliste ainete toime
hindamisel peamiselt siiski loommudeleid. Lisaks sellele, et loomkatsetega on seotud
mitmed eetilised piirangud, ei ole loomade kasutamine inimestele moeldud ravimite
voimaliku toksikoloogilise moju uurimisel efektiivne. Elekrokeemilised biosensorid
on iiheks alternatiivseks meetodiks, mida on voimalik rakendada ravimikandidaatide

testimisel.

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli konstrueerida spetsiifilisel antigeen-antikeha
dratundmisreaktsioonil pohinev mahtuvuslik biosensor troponiin T selektiivseks
maidramiseks, mida saaks rakendada analiiidi in vitro kvantitatiivseks mootmiseks
siidamelihase raku kasvukeskkonnas. Troponiin T detekteerimiseks kdige sobivama
modtmiskeemi leidmiseks uuritakse erineva isoleeriva pinnakattega téodeldud kulla

kihiga kaetud rinielekroode.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mahtuvuslikud biosensorid

Biosensor on analiiiitiline seade, mis muudab bioloogilise reaktsiooni mdddetavaks
signaaliks. Sensor koosneb kahest peamisest komponendist: bioloogilisest analiiiiti
dratundvast materjalist (ensiilim, antikeha, nukleiinhape jms.) ja filisikokeemilisest
andurist, mis muudab biodratundmisreaktsiooni elektriliseks, optiliseks voi muuks
moddetavaks signaaliks. Signaali genereeriva anduri jargi jagunevad biosensorid

optilisteks, elektrokeemilisteks, termomeetrilisteks ja piesoelektrilisteks sensoriteks

[1].

Elektrokeemilised sensorid moddavad analiitidi seondumise tulemusena tekkinud
voolu, pinge vdi mahtuvuse muutust. Moddetava parameetri alusel jagatakse antud
sensorid vastavalt amperomeetrilisteks, potentsiomeetrilisteks ja impedimeetrilisteks
biosensoriteks. Elekrokeemiliste sensorite peamisteks eelisteks on madalad analiiiidi
médramispiirid, vidike proovikulu ja analiiisi lihtsus. Lisaks vdimaldavad
elektrokeemilised sensorid uuritava aine midramist ka hégustes proovides ning
puudub vajadus analiitidi eelnevaks mérgistamiseks markeriga [2]. Elektrokeemiliste
sensorite efektiivsus ja selektiivsus analiitidi mddramiseks soltub oluliselt pinnakatte
valikust ning analiilisitingimustest. Nditeks mojutab mdotmisi oluliselt proovilahuse

pH ja ioontugevus [3].

Mahtuvuslik biosensor kuulub impedimeetriliste sensorite hulka ning baseerub
analiiiidi seondumise poolt pdhjustatud kaksikkihi mahtuvuse muutuse kaudsel
modtmisel.  Lihtsustatult voib  modterakku  ette  kujutada kui  kahest
elektroliitidilahusesse sukeldatud paralleelsest elektroodist koosnevat siisteemi, mille

mahtuvus C avaldub jargmiselt:

C=(&gA)/d (1),

kus ¢, on elektroodidevahelise keskkonna dielektriline ldbitavus, &) vaakumi suhteline
dielektriline ldbitavus, A4 elektroodi pindala ja d elektroodidevaheline kaugus.
Praktikas moddetakse sensoriga elektroodidevahelise kauguse voi keskkonna

dielekrilise ldabitavuse muutusest pohjustatud mahtuvuse muutust [4].



Elektroliitidilahusesse sukeldatud elektrood kaitub kui kondensaator, sest ta on
voimeline salvestama laenguid. Kindlal potentsiaalil omandab elektrood laengu ¢,, ja
elektroliitidilahus sama  suurjusjarguga, kuid vastasmérgilise laengu -g.
Dipoolmomenti voi laengut omavad molekulid ja ioonid kogunevad elektrood — lahus
piirpinnale ning moodustub elektriline kaksikkiht, mille mahtuvuse véairtus jaab
tavaliselt kiimnete nF/cm” suurjusjirku. Uldiselt oletatakse, et tekkinud kaksikkiht
koosneb mitmest jérjestikku asetsevast Ohemast kihist. Lahuse molekulid ja
spetsiifiliselt pinnale adsorbeerunud molekulid moodustavad Helmholtz — Sterni kihi
ning mittespetsiifiliselt adsorbeerunud osakesed difuusse kihi. Summaarset mahtuvust
Ci: elektrood — lahus piirpinnal voib vaadelda kui kolme jéirjestikuse kihi poolt
pohjustatud mahtuvust, mille pdordvéartus on vordne iiksikute kihtide poordvairtuste

summaga:

1/Ciot = 1/Cins + 1/Crec + 1/Cair (2),

kus Cins, Crec Ja Cgir on vastavalt elektroodi katva isoleeriva kihi, bioloogilise kihi ja
difuusse kihi mahtuvus (joonis 1). Proovi viimisel modterakku asendab hiidrofoobsem
analiiidi molekul elektroodildhedases ruumis hiidrofiilsed elektroliiiidi lahuse
molekulid, bioloogilise kihi paksus suureneb ning dielektriline ldbitavus ning

mahtuvus vahenevad vastavalt vorrandile 1.

OB e BX cw

)_zﬁk Cree

Joonis 1. Kaksikkihi ehitus elektroodi pinnal, kus Cgy C. ja Ci,s margivad vastavalt

difuusse, bioloogilise ja isoleeriva kihi mahtuvusi.

Selleks, et avaldises 2 domineeriks bioloogilise kihi mahtuvuse muutus, on elektroodi

pinna efektiivne modifitseerimine ddrmiselt oluline. Vorrand 2 kehtib, kui elektroodi



pind on tdielikult kaetud ning kihi ebaiihtlusest pohjustatud mdjud vdib arvestamata
jitta.  Pinnakihi  isoleerivaid omadusi on  vOimalik uurida  tsiiklilise
voltamperomeetriaga, kasutades redokspaaridena kas Ru(NH3)63+/Ru(N H3)62+

vdi Fe(CN)g® /Fe(CN)s* ™ [5].

Oluliseks komponendiks mahtuvusliku biosensori konstrueerimise juures on
elektroodi materjali koostis. Uldiselt kasutatakse elektroodina kas pooljuhte vdi
metalle. Bioloogilist dratundvat kihti on voimalik immobiliseerida otse metalli
pinnale voi metallil oleva véddvli aatomit sisaldavate monokihi (SAM) molekulide

kiilge [2].

Enamasti kasutatakse elektrokeemilistes sensorites monokihiga kaetud metallpinnaga
elektroode. Sellistest monokihti moodustavatest molekulidest on kdige enam levinud
tioolid (R-SH) disulfiidid (R-S-S-R) ja sulfiidid (R-S-R), mis interakteeruvad kulla,
hobeda, plaatina ja vaske pinnaga. Pikad alkiiiilahelad, kus metiiiilriihmade arv on
suurem kui 10 (n>10), moodustavad metalli pinnale kompaktse kristalli laadse
struktuuri. Metiiiilriihmade arvu vihenedes kaob korrapira. Kuna kuld on vordlemisi

intertne metall, siis leiab ta toopinnana kdige enam rakendust.

Monokihi moodustumise protsess kuldplaadile koosneb kahest erineva kiirusega
etapist. Esimeses, kiires etapis, okslideerub tioolriihma vaavel, kulla ja vddvli aatomi
vahele tekib tugevalt kovalentne side ning alkiitilahelad adsorbeeruvad metalli

pinnale.

R-SH+ Au =RS-Au+e +H'

Jargnevas, aeglases etapis, interakteeruvad toopinnal olevad alkiiiilahelad omavahel
van der Waalsi joududega ning toimub struktuuri stabiliseerumine [6]. Selle
tulemusena moodustub kristalne struktuur, mis on stabiilne nii 6hu kées kui ka vee- ja

etanooli lahuses (joonis 2).



( Metll I

Joonis 2. SAM metalli pinnal. Molekulid on moodustanud metalli pinnal kompaktse

struktuuri, kus ahelad on omavahel ithendatud van der Waalsi sidemetega.

Bioloogilise, analiiiiti siduva, elemendi immobiliseerimiseks aktiveeritakse tavaliselt

SAM molekulide vabad funktsionaalrihmad. Naiteks karboskiiiilriihmade
aktiveerimiseks kasutatakse enamasti N-hiidrokstisuktsiinimiidi (NHS) ja 1-etiiiil-3-

(3-dimetiiiilaminopropiiiil)- karbodiimiidi (EDC) lahust [5].

Mahtuvuslikud biosensorid on viimasel ajal laialdaselt rakendust leidnud erinevate

biomolekulide madramiseks [4]. Tabelis 1 on toodud lithike iilevaade mahtuvuslike

biosensorite kasutamisest erinevate analtiitide mairamiseks.

Tabel 1. Mahtuvuslikud biosensorid erinevate analiiiitide maidramiseks

Analiiiit Isoleeriv kiht Bioselektiivne | Keskkond | Lineaarne | Avastamispiir | Viide
kiht ala
E. coli Lipoehape E.coli(HCP) |10mMPB | 1,0x10""- |[8,0x10"° M [7]
proteoom vastane pAb pH 7,0 1,0x10"° M
HIV-1 p24 | Poliitiiramiin+AuNp | HIV-1 p24 10mM PB | 1x107"- 3,3x10°' M [8]
antigeen vastane mAb | pH 7,2 110" M
0,01%
Tween 20
Mikro- Poliitiramiin+tAuNp | Adda vastane | 10mM PB | 1,0x10™"°- [ 2,1x10™ M [9]
tsiistiin mADb (AD4G2) | pH 7,2 1,0x10"° M
Veise 11- PrA+ 10 mM PB | 4,3x107'"- - [10]
kalpastatiin | merkaptoundetsaan | kalpastatiini pH 7,4 3,4x10° M
hape vastane mAb
Koolera Lipochape Koolera 10mM PB | 1,0x10"°- | 1,0x10™* M [11]
toksiin toksiini pH 7,4 1,0x10"° M
vastane mAb




1.2 Antikehade immobiliseerimine

Antikehad ehk immunoglobuliinid (Ig) on B-rakkude poolt toodetud gliikoproteiinid,
mis tunnevad dra kehavdoraid makromolekule ehk antigeene. Neid jagatakse vastavalt
raske ahela jdrgi viite erinevasse klassi: IgG, IgA, IgM, IgE ja IgD. IgG on
immunoglobuliinidest kdige levinum ning tema keskmine molekulmass on 150 kDa
[12]. Ta koosneb kahest identsest raskest (H) ja kahest identsest kergest (L) ahelast,
mis on omavahel disulfiidsidemetega kovalentselt iihendatud. Antikeha raske ahel
koosneb varieeruvast domeenist Vi ja kolmest konstantsest domeenist Cyl, Cy2 ja
Cu3. Kerge ahel koosneb iihest varieeruvast domeenist Vi ja iihest konstantsest

domeenist Cy. [13]. Immunoglobuliin G skemaatiline struktuur on toodud joonisel 3.

Antigeeni sidumise koht

/ Kerged ahelad

e Fab

Rasked ahelad

Joonis 3. Immunoglubuliin G struktuur. Antigeeni seondumiskohad asuvad Fab fragmendi

Vy ja Vi domeenides. CHO téhistab suhkrujidgi aldehiitidrithma.

Esimesed teated antikehade immobiliseerimisest tahkele kandjale périnevad 1967.
aastast ning alates sellest ajast on see tehnoloogia leidnud laialdast rakendust nii
afiinsuskromatograafias, biosensorites, meditsiinilises diagnostikas kui ka
terapeutikas [14]. Antikehade immobiliseerimistehnikad vOib jagada kolme
suuremasse rithma:

1. Fiitisikaline adsorptsioon tahkele pinnale

2. Kovalentne mittesuunatud immobiliseerimine
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3. Kovalentne suunatud immobiliseerimine

1.2.1 Fiiiisikaline adsorptsioon

Fiitisikaline adsorptsioon pohineb antikehade mitte-spetsiifilisel interaktsioonil
pinnaga. Nendeks interaktsioonideks on iooniline- ja vesinikside, hiidrofoobne
vastasmoju ja van der Waalsi joud. Tekkivate sidemete hulk ja ulatus soltub tahke
pinna ning antikeha omadustest [14]. Fiiisikaline adsorptsioon on mittesuunatud
immobiliseerimismeetod, mis tdhendab, et antikeha orientatsioon pinnal on juhuslik
ning tema antigeeni siduvad piirkonnad ehk paratoobid ei pruugi olla analiiiidi

sidumiseks sobivas asendis [15].

1.2.2 Kovalentne mittesuunatud immobiliseerimine
Antikehade kovalentseks immobiliseerimiseks kasutatakse mitmesuguseid keemilisi
ithendeid, mis v4ib jagada kolme suuremasse rithma:

1) Lahustuvad aktiveerivad lihendid, niiteks karbodiimiid ja suktsiinimiid, mis
aktiveerivad kandja pinnal oleva karboksiiiilriihma ning véimaldavad antikeha
otsest sidumist aminoriihma kaudu [16].

2) Lahustuvad bifunktsionaalsed ristsiduvad iihendid, mis toimivad
funktsionaalriihmi {ihendavate sildadena. Sellistest iihenditest kasutatakse
koige enam glutaaraldehiiidi ja maleiinanhiidriidi. Eraldi alarithma
moodustavad fotoaktiivsed keemilised iihendid, nditeks bensofenoonid ja
diasiriinid, mis valgusega ergastamise toimel moodustavad immobiliseeritava
valguga kovalentse sideme.

3) Tahke kandjaga seotud aktiivset riihma sisaldavad poliimeerid. Selliselt
aktiveeritud tahked pinnad on keemiliselt vdrdlemisi stabiilsed ning
moodustavad  immobiliseeritava  valguga -NH,, -OH vdéi -SH

funktsionaalriihma vahendusel kovalentse sideme [14].
Kodikide eespool loetletud immobiliseerimismeetodite suurimaks puuduseks on

antikehade juhuslik mittesuunatud orientatsioon pinnal, mistdottu ei ole koik

paratoobid antigeenidele seondumiseks vabalt ligipddsetavad (joonis 4).

11
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Joonis 4.  Antikehade  vOimalik  asend  pinnal  kasutades  mittesuunatud
immobiliseerimismeetodeid. Paratoobid vdivad olla kas tiielikult antigeenidele seondumiseks
kittesaadavad (a), antigeenidele tdielikult seondumiseks ligipddsmatud (b) vOi osaliselt

ligipaasetavad (c) [14].

1.2.3 Kovalentne suunatud immobiliseerimine

Viimastel aastakiimnetel on palju tdhelepanu pélvinud antikehade suunatud
immobiliseerimismeetodite viljatéotamine ja rakendamine, mille eesmirgiks on
antikehade orienteerimine pinnale nii, et paratoobid on antigeenide sidumiseks
sobivas asendis (joonis 3 a) [17]. Suunatud immobiliseerimise ldbiviimiseks

kasutatakse mitmeid lahendusi, mida jargnevalt Iihemalt tutvustatakse.

1.2.3.1 Suunavate voi mdrgistatud valkude kasutamine

Enamasti kasutatakse antikehade suunavaks immobiliseerimiseks mikroobset péritolu
valke G (PrG) ja A (PrA), mis parinevad vastavalt C ja G rithma Streptococcus’te ja
Staphylococcus aureus’e rakumembraanist. Neil on neli antikeha siduvat domeeni,
mis interakteeruvad antikeha Fc fragmendi aminorithmaga [18]. Steerilistel pohjustel
ei ole kdik PrA ja PrG aminoriihma siduvad piirkonnad antikehadele seondumiseks
korraga ldbipddsetavad. PrG ja PrA immobiliseerimiseks tahke pinna kiilge
kasutatakse eespool loetletud kovalentse sidumise meetodeid [19]. Niiteks PrG
immobiliseerimiseks kasutatakse tavaliselt pinna aktiveerimist glutaaraldehiitidiga voi
valgu sidumist epoksiirihmade kaudu [14]. Sarnaselt antikehade kovalentsele
immobiliseerimisele, ei ole ka PrA ja PrG sidumine pinnale kasutades eelnimetatud
kemikaale suunatud. Seetdttu mirgistatakse valgud sageli tsiisteiiniga. Modifitseeritud
valgu immobiliseerimisel todpinnale moodustub tsiisteiini tioolrithmade ja kulla
aatomite vahele kovalentne side. Tihti kasutatakse immobiliseerimiseks ka seotavate
antikehade eelnevat mérgistamist biotiiniga ning selle jirgevat sidumist streptavidiini

vO1 avidiiniga kaetud pinnale [19].
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1.2.3.2 Suunatud sidumine keemiliste iihenditega

Antikehade suunavaks immobiliseerimiseks pinnale kasutatakse laialdaselt ka nende
eelnevat todtlemist mitmesuguste keemiliste iihenditega. Uheks vdimalikuks suunatud
immobiliseerimise meetodiks on antikeha Fc fragmendi gliikaani oksiideerimine
naatriumperiodaadiga. Selle tulemusena avaneb suhkru ahel ning tekib vaba
aldehtitidrithm, mis vOib reageerida tahke kandja pinnal oleva aminoriithmaga. Kuna
antikehad sisaldavad gliikaane ainult raske ahela Cy2 domeenis, siis see voimaldab
antikehal seonduda pinnale nii, et Fab otsad on antigeenide sidumiseks sobivas
asendis [20]. Lisaks kasutatakse ka antikeha Fab fragmentide kovalentset sidumist
otse kulla kihiga kaetud toOpinnale. Selleks 1digatakse immobiliseeritav antikeha
papaiiniga kaheks Fab ja iiheks Fc fragmendiks. Antigeeni siduva fragmendi iihes
otsas olev vaba sulfhiidriiiilriihm on vOimeline seejdrel moodustama pinnal oleva

kulla aatomitega tugeva kovalentse sideme [21].

1.3 Biomarkerid

Biomarker on mdddetav keemiline, fiilisikaline voi bioloogiline suurus, mis tekib
organismis vastusena nt. haigusele, toksilistele ainetele vOi patogeenidele [22].
Biomarkerite =~ méddramist on vOimalik kasutada mitmesuguste haiguste
diagnoosimiseks ja haiguse kulgemise jargimiseks. Viimasel ajal on biomarkerid
lisaks meditsiinile itha enam rakendust leidnud ka ravimite ja teiste ainete
toksikoloogilistes uuringutes. Paraku pdhinevad tidnapdeval veel paljud toksilisuse
hindamise meetodid loommudelitel. Loommudelite rakendamisega teaduses
kaasnevad mitmed eetilised probleemid, kuid lisaks sellele ei ole loomad koige
sobivamad mudelid inimorganismi kirjeldamiseks. Biomarkerite —mé&aramine
biosensoriga vaib olla alternatiivseks variandiks toksilisuse hindamiseks. Kasutades
in vitro siisteeme on vdimalik uurida ravimite mdju in vivo rakutasandil [23]. Uha
laialdasemalt kasutatakse biomarkerite médramist ka meditsiinilises diagnostikas, kus

enamkasutatavate biomarkerite kohta on toodud néiteid tabelis 2.
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Tabel 2. Erinevad biomarkerid ja nende rakendamine meditsiinis [22].

Bioloogiline keskkond Biomarker Rakendus

Amnionivedelik Alfafetoproteiin (AFP) Stinnieelne diagnostika

(lootevesti)

Vereseerum Kreatiniin Neeruhaiguste diagnostika

Vereseerum Troponiin [ ja T Miiokardiinfarkti (AMI)
diagnostika

Tserebrospinaalvedelik Amiiloid B ja Tau valk Dementsuse diagnostika

(pea- ja seljaaju vedelik)

Kdhuddnevedelik Amiilaas Pankreatiidi diagnostika

Higi Kloriid Tstistiline fibroos

Uriin Hematuuria (vererakud Neeru- ja kuseteede
uriinis) haiguste diagnostika

1.3.1 Troponiin T

Troponiin on kolmest alatihikust TnT, Tnl ja TnC koosnev siidame- ja skeletilihase
valk, mis reguleerib lihaste kontraktsiooni. Siidamelihas sarnaneb ehituselt
skeletilihasega, kuid stidamelihase rakud on hargnenud ja moodustavad iiksteisega
tugevasti lihendatud vorgustiku. Lihaste kokkutdombevoime tagavad spetsiifilised
lihasraku organellid- miiofibrillid. Miiofibrillid koosnevad peenematest aktiini ja
jdmedamatest miiosiini filamentidest. Lisaks aktiinile sisaldavad peenemad
filamendid ka tropomiitsiini ja troponiini kompleksvalku. Koigil kompleksivalgu
troponiinidel on lihases kindel iilesanne. Troponiin C (18 kDa) iilesandeks on lihase
kontraktsiooni algatamiseks Ca®" ioonide sidumine. Troponiin I (24 kDa) inhibeerib
lihase puhkeolekus aktiini seondumist miiosiiniga ning troponiin T (37 kDa)
stabiliseerib aktiini filamendi troponiinikompleksi ja seob selle tropomiitsiiniga.
Stidamelihase kahjustuse tagajérjel troponiinikompleks laguneb. Siidamelihases on
TnT ja Tnl valkude aminohappeline jirjestus vorreldes skeletilihase omaga erinev
ning see voimaldab veres eristada skeleti- ja siidamelihasest péarinevat TnT ja Tnl.
Seetottu on troponiin T ja [ vidga efektiivsed ja spetsiifilised biomarkerid
stidamelihase kahjustuse varajasel avastamisel ja miiokardiinfarki diagnoosimisel
[24]. Kardiaalse miiofibrilli filamendi illustreeriv skemaatiline struktuur on toodud

joonisel 5.
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Joonis 5. Kardiaalse miiofibrilli filament. Aktiini monomeerid moodustavad heeliksi sarnase
struktuuri. TnC on Ca*" ioone siduv troponiini alaiithik, Tnl on inhibiitor ning TnT seob kogu

troponiini kompleksi aktiini filamendi kiilge [25].

1.3.2 Inimese vereseerumi albumiin

Inimese vereseerumi albumiin (HSA) on vereplasmas kdige enam esinev ning iihtlasi
ka koige laialdasemalt uuritud valk. HSA on monomeer, mille molekulmass on 66
kDa ja mis koosneb kolmest homoloogilisest alfa heeliksi domeenist [26]. Albumiin
stinteesitakse maksas ning selle keskmine sisaldus vereplasmas on 35-50 g/ [27].
Tema peamisteks ililesanneteks organismis on vere pH ja osmootse rohu sidilitamine ja
kontrollimine ning mitmesuguste endogeensete ja eksogeensete ligandide transport.
Lisaks mojutab HSA oluliselt ravimite toimeefektiivsust ja nende levimise kiirust
organismis. Albumiin on samuti olulise tdhtusega biomarker mitmesuguste haiguste
diagnoosimisel. Vihenenud albumiini vdirtus voib viidata nditeks mitmesugustele

kroonilistele- ja maksahaigustele [26].
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Kasutatud seadmed

CapSenze biosensorsiisteem (CapSenze HB)

Ellipsomeeter (Rudolph Research AutoEl)

pH meeter Metrohm 744

Analiiiitiline kaal Denver Instrument Company (tdpsus 0,01 mg)
Peristaltiline pump Alitea AB

Ultrahelivann

2.2 Kasutatud reaktiivid ja materjalid

2,2,2-Trifluoroetaansulfoniitilkloriid CF;CH,SO,Cl (Fluka Chemika, min 97%)
Vesinikperoksiidi H,O, 30% lahus (VWR International)

Vesinikkloriidi 1 M lahus HCI (Sigma)

Atsetoon CH3COCHj; (Merck KGaA, min 99,8%)

Ammooniumhiidroksiidi (NH4OH) 25% lahus (VWR International)
16-merkaptoheksadekanoidhape (Sigma)

N-hiidroksiisuktsiinimiid (GE Healthcare)

1-etiiiil-3-(3-dimetiitilaminopropiiiil ) kabrodiimiid (GE Healthcare)
Naatriumdivesinikfosfaat NaH,PO,4 (Sigma, min 98%)

Naatriumvesinikfosfaat Na,HPO4 (Sigma, min 98.5%)

Tween 20 10% (GE Healthcare)

Etanool CH3CH,OH (VWR International Ltd, min 99,7%)

Etanoolamiin-HCI1 1 M puhverlahus, pH 8,5 (GE Healthcare)

Kardiaalne troponiin T 100 pg/ml (Hytest; Cat.# 8T13 )

Kardiaalse troponiin T vastane hiire monoklonaalne antikeha 3,4 mg/ml (Hytest; LOT
13/11-T19-G7)

Inimese albumiini vastane kiililiku poliiklonaalne antikeha 11 g/l (Dako; Cat# A

0001)
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Inimese vereseerumi albumiin HSA (Sigma, min 96%; Cat.# A1887)
Gliitsiin C,HsNO; (Sigma, min 99%)

Glutaaraldehiitidi OHC(CH;);CHO 25% vesilahus (Sigma)
Naatriumatsetaat CH;COONa pH 4,0 (GE Healthcare)

Naatriumatsetaat CH3;COONa pH 4,5 (GE Healthcare)

Naatriumatsetaat CH3;COONa pH 5,0 (GE Healthcare)

Naatriumatsetaat CH3;COONa pH 5,5 (GE Healthcare)

Kulla nanoosakeste kolloidlahus (1% HAuCly lahus 0,8 mM naatriumtsitraadi ja
0,0008% naatriumboorhiidriidi lahuses, Au nanoosakeste suurus 2-10 nm)
Kulla kihiga kaetud rénielektroodid (CapSenze HB, t6pind 0,07 cm?)
Raku kasvukeskkond RPMI 1640 (Gibco, Life technologies)
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2.3 Metoodika

2.3.1 Mahtuvuse moétmine

Analuidi kontsentratsiooni médramiseks kasutati mahtuvuslikku ldbivoolusensorit,
mille pohimdtteline skeem on toodud joonisel 6. Kodik modtmised viidi 1dbi
toatemperatuuril.

Analiitidi maddramiseks siistiti voolurakku 250 ul proovi. Pumba abil tagati proovi ja
kandepuhvri iihtlane transport modterakku kiirusega 100 pl/min. Mddterakk koosneb
kolmest elektroodist: bioselektiivse kihiga modifitseeritud ohukese kulla kihiga
kaetud rénielektroodist (tooelektrood) ning kahest plaatinatraat elektroodist, mida
kasutatakse vastavalt referents- ja loendurelekroodina.

Enne moddterakku joudmist degaseeritakse proovi lahus dhumullide eemaldamiseks.
Analiiiit seondub todelektroodile immobiliseeritud biodratundva kihi kiilge, mille
tulemusena elektroodi katva kihi paksus suureneb ning dielektriline ldbitavus ning

mahtuvus vahenevad vastavalt valemile 1.

Referentselektrood

Loendurelektrood

Proovi siistimisrakk

Puhvri voolurakk

Tooelektrood
Degaseerija

Jaagid

Proovid

Pump Jadgid

Kandepuhver

Joonis 6. Mootesiisteemi pohimotteline skeem
Mahtuvuse modtmisetapp sensoriga koosneb kolmest alaetapist:

1. Esmalt rakendatakse tooelektroodi ja loendurelektroodi vahele 10 pA

voolutugevusega voolu seni, kuni pinge todelektroodi ja referentselektroodi

18



vahel saavutab vidrtuse 100 mV (sirge B joonisel 7). Seejdrel vool
katkestatakse. Loik CD joonisel 6 tdhistab pinge vdartuse langust kui [=0.

2. Jargnevalt rakendatakse elektroodidele negatiivse vairtusega vool tugevusega
-10 pA, kusjuures voolu rakendamise aeg on kaks korda pikem kui esimeses
alaetapis (sirge E). Loigul FG on [=0.

3. Lopuks rakendatakse elektroodidele positiivse viidrtusega konstantne vool

tugevusega 10 pA. Voolu rakendamise aeg on sama, mis esimeses alaetapis.

Ulalkirjeldatud alaetappe korratakse 60 sekundi jooksul viis korda. Mahtuvuse
vadrtus igas etapis arvutatakse vastavalt valemile 3 ning viljendatakse 5 punkti

keskmise mahtuvusena.

C=(Ixt)/U (3),

kus I on elektroodile rakendatud voolutugevus, t voolu rakendamise aeg ja U pinge,

mis arvutatakse jooniselt 7 sirgete B, E ning H keskmistest tdusudest.

[ WORK —— REFWORK |
60 ———r

T v r T a T v - T L) - T r r T

50 4

40 |

30 4

ADC (1043)

20 §

10 +

-200 0 200 400 600 800 1000 1200
Aeg

Joonis 7. Pinge muutuse graafik. Halli varjundiga maérgitud piirkonnas toimub voolu

rakendamine elekroodile.
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2.3.2 Elektroodi pinna modifitseerimine ja IgG tiiiipi antikeha
immobiliseerimine

Too kéigus uuriti erinevate pinnakatetega modifitseeritud elektroodide efektiivsust
analliidi maéadramiseks mahtuvusliku biosensoriga. Jargnevalt kirjeldatakse
mootmiseks kasutatavate elektroodide keemilist modifitseerimist ning hinnatakse
nende sobilikkust inimese seerumi albumiini (HSA) ja kardiaalse troponiin T (cTnT)

madramiseks sensoriga.

2.3.2.1 Poliitiiramiini aktiveerimine glutaaraldehiiiidiga ja IgG tiiiipi antikeha
immobiliseerimine

Analiitisiks kasutati dhukese kulla kihiga kaetud rénielektroodi, kuhu oli eelnevalt
elektrokeemilise poliimeriseerimise meetodil kantud kompaktne poliitiiramiini kiht.
Elektroodi sonikeeriti fiitisikaliselt adsorbeerunud tiiramiini eemaldamiseks 5 minutit,
pesti etanooliga ning kuivatati limmastiku voolus. Tiiramiinikihiga kaetud elektroodi
toodeldi  2,5% glutaaraldehiitidi lahusega fosfaatpuhvris (10 mM pH 7.2)
toatemperatuuril 20 min jooksul. Poliimeeri vabad aminoriihmad reageerivad
glutaaraldehtiiidi aldehiitidriihmaga ja moodustub Schiffi alus [9]. Pérast seda pesti
elektroodi deioniseeritud vee ja fosfaatpuhvriga (10 mM PB pH 7,2). Téopinnale
kanti 20 pl 40 pg/ml inimese albumiini vastast kiililiku IgG ning inkubeeriti 4°C
juures 24 h. IgG aminoriihm reageerib tiiramiini kiiljes oleva glutaaraldehiiiidi teise
vaba aldehiitidriihmaga. Seejirel pesti elektroodi fosfaatpuhvriga (10 mM PB pH 7.2)
ning toodeldi vabade aktiivsete aldehiitidriihmade blokeerimiseks etanoolamiini
lahusega (1 M pH 8,2) 20 min. Ldpuks pesti elektrood fosfaatpuhvriga (10 mM PB
pH 7,2).

;Hz N =/\/\=0 . =/\/\= N/.

NH,
NH,
OH  Apnoodne 0=/\/\:0
) o 0 0
oksiidatsioon -~ ry 7 n 7 0
— —_— O _ (0]
| H,0 [ H,0 [
Au Au Au Au

Joonis 8. Poliitiramiini aminoriihmade aktiveerimine glutaaraldehiiidiga ja IgG tiilipi

antikeha immobiliseerimine.
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2.3.2.2 IgG tiiiipi antikeha immobiliseerimine kulla nanoosakeste pinnale

Tooelektroodina kasutati poliitiiramiini  kihiga kaetud rénielektroodi. Elektroodi
sonikeeriti 5 minutit, pesti etanooliga ja kuivatati lammastiku voolus. Seejérel kanti
toopinnale 20 upl kulla nanoosakeste kolloidlahust (1% HAuCly 0,8 mM
naatriumtsitraadi ja 0,0008% naatriumboorhiidriidi lahuses) ning inkubeeriti 4°C
juures 6 h. Negatiivse pinnalaenguga nanoosakesed kemosorbeeruvad tiiramiini vaba
aminorithma kiilge. Nanoosakeste eeliseks on nende suur eripind, mis voimaldab
elektroodi pinnale immobiliseerida suuremal hulgal antikehi [9]. Elektrood pesti
mitteseondunud nanooosakeste eemaldamiseks deioniseeritud vee ja fosfaatpuhvriga
(10 mM PB pH 7,2) ja pinnale kanti 20 pl 40 pg/ml inimese seerumi albumiini vastast
kiiiiliku IgG lahust fosfaatpuhvris (10 mM PB pH 7,2) ning inkubeeriti 4°C juures 24
h. Toimub kemosoptsioon ning moodustub bioselektiivne kiht analiitidi sidumiseks.
Elektrood pesti fosfaatpuhvriga (10 mM PB pH 7.2) ning aktiivsed vabad riithmad

pinnal deaktiveeriti etanoolamiini lahusega ( 1 M pH 8,2) 20 minuti jooksul.

NH, NH,

% -A“NI; -»\-uN-p'

OH  Anoodne AuNp \é
oksudamoon / n

0O —

Au u Alu

Joonis 9. IgG tiilipi antikeha immobiliseerimine kulla nanoosaokeste pinnale.

2.3.2.3 SAM  aktiveerimine  I-etiiiil-3-(3'-dimetiiiilpropiiiil) karbodiimiid/\N-
hiidroksiisuktsiinimiid (EDC/NHS) lahusega ja IgG tiiiipi antikeha
immobiliseerimine

Kulla kihiga kaetud rénielektrood pesti Piranha lahusega (5:1:1 deioniseeritud vee,
ammoniaagi ja vesinikperoksiidi lahus) 85°C juures 5 minutit. Pirast pesu mdoddeti
ellipsomeetriga pinna optilised parameetrid SAM kihi paksuse mdotmiseks. Seejérel
inkubeeriti elektroodi 110 uM 16-merkaptoheksadekanoidhappe ja 5% dadikhappe
lahuses etanoolis toatemperatuuril 24 h. Elektrood pesti etanooliga, sonikeeriti 5

minutit ja moddeti ellipsomeetriga isoleeriva SAM kihi paksus kasutades varasemalt
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moddetud optilisi parameetreid. Elektroodi pesti uuesti etanooliga ja asetati
mooterakku. SAM molekulide vabade karboksiililriihmade aktiveerimiseks kanti
modterakku EDC/NHS lahust voolutuskiirusega 50 pl/min 20 minuti jooksul. Inimese
kardiaalse troponiin T vastasest hiire monoklonaalsest IgG-st valmistati 10 pg/ml
kontsentratsiooniga lahus naatriumatsetaatpuhvris (10 mM pH 5,0) ning kanti rakku
voolutuskiirusega 50 pl/min 10 minuti jooksul. Elektroodi pind deaktiveeriti
etanoolamiini lahusega (1 M pH 8,5) 20 minuti jooksul.

COOH o Ox

COOH

SH

Au 1;“ Au Au
Joonis 10. SAM aktiveerimine EDC/NHS lahusega ja [gG tiiiipi antikeha immobiliseerimine.

2.2.2.4 SAM aktiveerimine tresiiiilkloriidiga ja IgG tiiipi antikeha
immobiliseerimine

Kulla kihiga kaetud rédnielektroodi pesti orgaaniliste jidkide eemaldamiseks Piranha
lahusega 85°C juures 5 minutit. Seejdrel inkubeeriti elektroodi 110 puM 16-
merkaptoheksadekaan-1-ool lahuses etanoolis toatemperatuuril 24 h. Elektroodi pesti
3 korda atsetooni ning seejirel 3 korda veevaba atsetooni lahusega. Elektroodi
pinnaga norgalt seotud molekulide eemaldamiseks sonikeeriti elektroodi 5 minutit.
Vabade hiidroksiiiilriihmade aktiveerimiseks asetati elektrood 30 minutiks 0,01%
tresiitilkloriidi lahusesse veevabas atsetoonis. Seejdrel pesti elektroodi esmalt
atsetooni ja seejirel 1 mM HCI lahusega ning modifitseeritud elektrood asetati
moodterakku. IgG tiitipi antikeha immobiliseerimiseks kanti elektroodile 10 pg/ml
inimese seerumi albumiini vastast kiitiliku IgG-d fosfaatpuhvris (10 mM PB pH 7,4)
10 minuti jooksul voolutuskiirusega 50 pl/min. Aktiveeritud vabad hiidroksiiiilriihmad

blokeeriti etanoolamiini lahusega (1 M pH 8,5) 20 minuti jooksul.
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Joonis 11. SAM aktiveerimine tresiiiilkloriidiga ja IgG tiilipi antikeha immobiliseerimine.

3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Modifitseeritud elektroodide vordlus analiiiidi méfiramiseks

Esmalt  vorreldi  poliitiiramiini, 16-merkaptoheksadekaan-1-ool  ja  16-
merkaptoheksadekaanhappe ning nendele immobiliseeritud tiilipi antikeha kihiga
kaetud elektroodide efektiivsusi. Saadud andmete pdhjal valiti vélja sobivaima
isoleeriva kihiga modifitseeritud elektrood, millega teostati edaspidised analiitidi

mootmised.

3.1.1 Poliitiiramiinile seotud IgG tiiiipi antikehadega tooelektrood

Inimese seerumi albumiini madramiseks valmistati proovist erineva analiilidi
kontsentratsiooniga standardlahused fosfaatpuhvris (10 mM PB, 0,005 % Tween 20,
pH 7,2). Saadud lahused sisestati modterakku voolutamiskiirusega 100 pl/min.
Kandepuhvrina kasutati 10 mM fosfaatpuhvrit pH-ga 7,2, kuhu oli siisteemi
bakteriaalse saastumise ning mittespetsiifilise seondmise véltimiseks lisatud 0,005%
Tween 20. Albumiin seondub tddelektroodi kiillge immobiliseeritud spetsiifiliste IgG
tiilipi antikehade kiilge, moodustub antikeha-antigeen kompleks, mille tulemusena
mahtuvus vdheneb. Umbes 20 minutit pédrast proovi siistimist mooterakku saavutas
mahtuvus stabiilse véirtuse. Elektroodi regenereerimiseks eemaldati seondunud
albumiin elektroodi pinnalt gliitsiinpuhvriga (25 mM pH 2,5). Joonisel 12 on toodud
poliitiramiini kihiga modifitseeritud elektroodi mahtuvuse muutuse sensorgram
Jooniselt on ndha, et mahtuvuse véértus viheneb konstantselt ning saavutab stabiilse

vadrtuse alles pdrast kandepuhvri ja analiiiidi sisestamist mdoterakku. Seega antud
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elektrood ei sobinud analiiiidi madramiseks, sest katsetulemused ei olnud korratavad

ning baasijoon oli vdga ebastabiiline.

12500

Puhver

12400 -

12300

12200 -

Mahtuvus, nF cm?

12100 -

12000 . T , )
0 20 40 60 80

Aeg, min

Joonis 12. HSA sensorgram poliitiramiini ja IgG tiilipi antikeha kihiga modifitseeritud
elektroodil. Kandepuhvriks oli 10 mM PB, 0,005 % Tween 20, pH 7,2. HSA ja fosfaatpuhvri

voolutuskiirus moodterakku oli 100 pl/min.

3.1.2 Poliitiiramiinil olevate kulla nanoosakeste kiilge seotud IgG tiiiipi
antikehadega tooelektrood

Albumiini analiiiis teostati sarnaselt eelmises peatiikis kirjeldatud metoodile.
Mahtuvus saavutas stabiilse vidrtuse péarast kandepuhvri siistimist, kuid hakkas uuesti
kiiresti vihenema umbes 10 minutit pérast analiiiidi sisestamist (joonis 13). Kuna
stabiilseid tulemusi ei saadud, void jareldada, et IgG tiiiipi antikeha ei seondunud
elektroodi pinnale piisivalt. Mahtuvuse ebstabiilse vairtuse tottu ei sobi antud meetod

tooelektroodi valmistamiseks analtitidi mairamiseks.
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Joonis 13. Poliitiiramiini, kulla nanoosakeste ja IgG tiilipi antikeha kihiga modifitseeritud
elektroodi sensorgram. Kandepuhvriks oli 10 mM PB, 0,005 % Tween 20, pH 7,2. HSA ja

fosfaatpuhvri voolutuskiirus mdoterakku oli 100 pl/min.

3.1.3 16-merkaptoheksadekaan-1-o0l kihile immobiliseeritud IgG tiiiipi
antikehaga tooelektrood

Antud elektroodiga c¢TnT kvantitaviivse madramise efektiivuse hindamiseks
valmistati analiiidist 0,0001-100 ng/ml kontsentratsiooniga lahused fosfaatpuhvris
(10 mM PB, 0,005 % Tween 20, pH 7,2). Saadud proovid siistiti modterakku
voolutuskiirusega 100 pl/min. ¢TnT seondub elektroodi pinnale immobiliseeritud
spetsiifilise IgG tiilipi antikehade kiilge, mille tulemusena mahtuvuse véértus vaheneb
jéarsult ning saavutab miinimumi umbes 7 minutit parast proovi siistimist rakku (joonis
14). Seejdrel pesti mitteseondunud analiiiit siisteemist vélja ja mahtuvuse véértus
stabiliseerus umbes 35 minutit pdrast proovi sisestamist. ¢cTnT kontsentratsoonile
vastava signaali hindamiseks arvutati 5 punkti keskmine mahtuvuse véirtus enne
proovi sisetamist rakku, millest lahutati keskmine mahtuvuse viirtus 30 minutit
parast ¢TnT siisti. Sensorsiisteemi regenereerimiseks ja antikeha-antigeen kompleksi
15hustamiseks kasutati gliitsiinpuhvrit (10 mM pH 2,5). Uhe proovi analiiiisimiseks ja

tooelektroodi regenereerimiseks kulus keskmiselt 80 min.
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Joonis 14. cTnT sensorgram 16-merkaptoheksadekaan-1-o0l ja IgG tiilipi antikeha kihiga
modifitseeritud elektroodil. ; [cTnT]=10 ng/ml. Kandepuhvriks oli 10 mM PB, 0,005 %

Tween 20, pH 7,2. ¢TnT ja fosfaatpuhvri voolutuskiirus mddterakku oli 100 pl/min.

3.1.4 16-merkaptoheksadekaanhappe kihile immobiliseeritud IgG tiiiipi
antikehaga tooelektrood

Modterakku sisestati erineva kontsentratsiooniga kardiaalse troponiin T (cTnT)
standardlahused kandepuhvris (10 mM PB Tween 20 0,005% pH 7,2)
voolutuskiirusega 100 pl/min. Antikeha-antigeen kompleksi moodustumise
tulemusena mahtuvus vidhenes ning saavutas stabiilse véddrtuse 20 minutit pérast
proovi siistimist moodrakku (joonis 15). cTnT seondumise poolt pdhjustatud
mahtuvuse muutuse arvutatamiseks lahutati 5 punkti alusel leitud keskmisest
mahtuvuse vaartusest enne analiiiidi siisti 5 punkti keskmine védrtus 20 minutit péarast
analiilidi stisti. Pérast seda pesti slisteemi antikeha-antigeen kompleksi lagundamiseks
gliitsiinpuhvriga (10 mM pH 1,5) ning elektroodi kasuti jirgmiseks analiiiisiks. Uks
modtmistsiikkel stabiliseerumisest kuni signaali mdotmispunktini kestis umbes 55

min; siisteemi regenereerimiseks kulus 30 min.
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Joonis 15. ¢cTnT sensorgram 16-merkaptoheksadekaanhappe ja IgG tiilipi antikeha kihiga
modifitseeritud elektroodil. Sensorgram on saadud fosfaatpuhvris lahjendatud CCM-s
lahustatud 10 ng/ml ¢TnT siistimisel rakku. Kandepuhvriks oli 10 mM PB Tween 20 0,005%

pH 7,2. cTnT ja fosfaatpuhvri voolutuskiirus mddterakku oli 100 pl/min.

3.2 Optimaalsete m6otmistingimuste leidmine
Kuna analtitidi madramiseks osutus koige sobilikumaks 16-
merkaptoheksadekaanhappe kihiga modifitseeritud elektrood, siis kasutati jargnevates

katsetes ¢cTnT mairamiseks sellel meetodil modifitseeritud elektroode.

3.2.1 IgG tiiiipi antikeha immobiliseerimiseks kasutatava puhvri pH
optimeerimine

Esmalt hinnati immobiliseerimispuhvri pH mdju IgG tiilipi antikehade
immobiliseerimise efektiivusele pinnal olevate karboksiiiilriihmade kiilge. Selleks
valmistati inimese cTnT vastasest hiire monoklonaalsest IgG-st lahused
kontsentratsiooniga 10 pg/ml 10 mM naatriumatsetaatpuhvris, mille pH varieerus
vahemikus 4,0 — 5,5. Elektrood puhastati, modifitseeriti ning aktiveeriti vastavalt
peatiikis 2.3.2.3 kirjeldatud metoodikale. Saadud lahused siistiti mddterakku ning

sensorgrammilt arvutati mahtuvuse muutused. Joonisel 16 on toodud biosensori
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mahtuvuse muutuse soltuvus IgG tiilipi antikeha immobiliseerimiseks kasutatud

lahuse pH vairtusest. Graafiku koostamiseks kasutati kolme korduskatse andmeid.
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Joonis 16. Mahtuvuse muutuse soltuvus cTnT vastase hiire monoklonaalse IgG
immobiliseerimiseks kasutava puhvrlahuse pH-st. IgG tiilipi antikeha kontsentratsioon

puhverlahustes oli 10 pg/ml.

Léhtudes iilaltoodud graafikust, ilmeb, et puhvelahuse pH ja IgG tiilipi antikeha
immobiliseerimise efektiivuse vahel esineb soltuvus. Elektroodi pinnale seonduva
IgG tiitipi antikeha hulk on kodige vdiksem kasutades immobiliseerimiseks madamalt
pH-d ning saavutab maksimaalse viirtuse atsetaatpuhvri pH 5,0 juures. Seega

kasutati jargevalt IgG tiilipi antikeha immobiliseerimiseks puhvrit, mille pH oli 5,0.

3.2.2 Regenereerimispuhvri pH optimeerimine

Kuna eesmirk oli kasutada iihte elekroodi mitme modtmise jaoks, siis oli tdOpinna
efektiivne regenereermine dirmiselt oluline. Antikeha-antigeen kompleksi
lagundamiseks kasutati 10 mM gliitsiinpuhvrit, mille pH védrtust varieeriti
vahemikus 1,5 kuni 2,5. Katse Ildbiviimiseks toddeldi pinda erineva pH-ga
gliitsiinpuhvriga misjérel sisestati mooterakku cTnT, mille kontsentratsioon koikides
teostatud katsetes oli 10 ng/ml. Regenereermise efektiivusust hinnati analiitidi

seondumise poolt pohjustatud signaali muutuse vordlemisel (tabel 3).
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Tabel 3. ¢cTnT biosensori mahtuvuse muutuse soltuvus regenereerimispuhvri pH-st

Puhvri pH Mahtuvuse muutus, nF cm™
2,5 2,9

2,0 53

1,5 14,1

Tabelist 3 selgub, et korgemal pH-1 ei ole ¢cTnT eemaldamine IgG tiilipi antikeha
kiiljest piisavalt efektiivne ning analiilidi tédielikuks eemaldamiseks peab kasutama
madalamat pH-d. Seega kasutati jirgevates katsetes biosensori pinna

regenereermiseks gliitsiinpuhvrit pH-ga 1,5.

3.3 Kalibreerimisgraafiku konstrueerimine ¢TnT méairamiseks mahtuvusliku
biosensoriga

Mahtuvusliku immunobiosensori véljundsignaali muutust mdoddeti kolme erineva
samal meetodil valmistatud biosensoriga cTnT kontsentratsioonidel 0,01-1000 ng/ml.

Saadud tulemused on toodud joonisel 17.
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Joonis 17. Mahtuvuse muutuse sdltuvus cTnT kontsentratsioonist. Kandepuhvriks oli 10 mM
PB Tween 20 0,005% pH 7,2. ¢TnT ja fosfaatpuhvri voolutuskiirus modterakku oli 100
pl/min. ¢TnT vastase IgG tiilipi antikeha konsentratsioonid I, II ja III elektroodil olid vastavalt

10, 7 ja 10 pg/ml.
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IgG tiiiipi antikeha kontsentratsioon immobiliseerimispuhvris oli I ja III elektroodi
valmistamisel 10 pg/ml, II elektroodi puhul 7 pg/ml.

Kalibreerimisgraafik on lineaarne vahemikus 1-1000 ng/ml. Méédramisskeemi
usaldusvddrsuse hindamiseks moddeti mittespetsiifilist seondumist elektroodile
immobiliseeritud troponiin T vastaste IgG tiilipi antikehade kiilge. Selleks siistiti
modterakku 250 pl inimese seerumi albumiini fosfaatpuhvris (10 mM PB Tween 20
0,005% pH 7,2) kontsentratsiooniga 100 ng/ml. Albumiini seondumine IgG kiilge on
vorreldes ¢TnT-ga nork ja saadav signaal on vorreldav sensori signaaliga, mis saadi
c¢TnT kontsentratsioonidel alla 1 ng/ml. Seega voib seniste tulemuste pdhjal hinnata

antud modtesiisteemi méddramispiiriks 1 ng/ml.

3.4 Elektroodi katva 16-merkaptoheksadekaanhappe isolatsioonikihi paksus
Selleks, et hinnata elektroodi katva SAM kihi paksust uuriti pinnakihti
ellipsomeetriga enne ja pirast IgG tiilipi antikeha immobiliseerimist todpinnale.
Tabelis 4 on toodud erinevate elektroodide pinnakihi paksuste keskmised vaartused
ning modtevead, mis on arvutatud viie kordusmddtmise tulemuste alusel. 16-
merkaptoheksadekaanhappe molekuli keskmine pikkus on ligikaudu 26,1 A. Selleks,
et saavutada molekulide voimalikult tihe ja efektiivne pakkimine pinnal, asetsevad
tioolhappe molekulid elektroodil 30° nurga all, mis tdhendab, et teoreetiliselt peaks
ellipsomeetriga mdddetav SAM kihi paksus olema ligikaudu 13 A [28]. Reaalselt
mdddetud tulemus jdi vahemikku 15,2-18,3 A. Siinkohal on huvitav vilja tuua, et
viiksema IgG tiilipi antikeha kontsentratsiooniga elektroodil oli bioselektiivse kihi
paksus suurem, kuid analiitidi signaal vorreldes teiste elektroodidega vdiksem (joonis
17). Kuna IgG hulka pinnal hinnati ellipsomeetriga alles pérast elektroodi korduvat
kasutamist, siis vOib liheks pinnakihi paksuste suure varieeruvuse pohjuseks olla ka

pinna happega todtlemise etappide arvu erinevus.

Tabel 4. SAM- ja IgG tiilipi antikeha kihi paksus elektroodil

c¢TnT SAM SAM+mAb A mAb mAb (IgG)

elektrood (isoleeriv (IgG) (IgG) kontsentratsioon
monokiht) immobiliseerimisel

I 15,4+0,6 A 24,5425 A 9,1A 10 pg/ml

11 15241,6 A 33,7+2.1 A 18,5 A 7 pg/ml

I11 18,3+0,6 A 33,6£2,6 A 153A 10 pg/ml
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3.5 ¢TnT maidramine siidameraku kasvusubstraadis

Inimese kardiomiiotsiilitide (stidamelihase rakkude) kasvukeskkonna lahusest tehti
fosfaatpuhvris (10 mM PB Tween 20 0,005% pH 7,2) 100 ja 1000 kordne lahjendus.
Seejarel voeti kummastki saadud lahusest 900 pl ning lisati neile 100 pl
fosfaatpuhvris lahjendatud cTnT lahust konsentratsiooniga vastavalt 100 ng/ml ning
10 pg/ml. Saadi proovid kontsentratsioonidega vastavalt 10 ja 1 ng/ml ning nende
proovide sensorgrammidelt arvutati mahtuvuse muutused. Lisaks teostati ka katsed
fosfaatpuhvris (10 mM PB Tween 20 0,005% pH 7,2) lahjendatud raku
kasvukeskkonnaga, kuhu ei olnud analiiiiti lisatud. Saadud tulemused on toodud nii

kalibreerimisgraafikul (joonis 17) kui tabelis 5.

Tabel 5. ¢TnT signaalid fosfaatpuhvris ja raku kasvukeskkonnas

Proov Elektrood Keskmine mahtvuse
muutus, nF cm™

cTnT (10 ng/ml) puhvris III 16,52+0,76

c¢TnT (10 ng/ml) CCM-s III 19,93+1,46

cTnT (10 ng/ml) puhvris I 17,02+0,99

c¢TnT (10 ng/ml) CCM-s I 22,53+4,88

c¢TnT (1 ng/ml) puhvris III 9,83+3,33

c¢TnT (1 ng/ml) CCM-s III 9,36£2,15

CCM 1000xlahjendus M1 3,47

Selgus, et cTnT-d sisaldava kasvukeskkonna keskmine signaal sarnaneb
fosfaatpuhvris mdoddetud analiitidi signaalile. Samuti ilmnes, et kasvukeskkonna

komponendid analiilisi mérgatavalt e1 sega.

3.6 Bioselektiivse elektroodi eluea hindamine

Pinna regenereerimise kdigus gliitsiinpuhvriga (10 mM, pH 1,5) kaasneb ajapikku ka
pinnale immobiliseeritud 1gG tiiiipi antikeha hulga vihenemine voi inaktiveerumine.
Seetottu viheneb korduvate regenereerimiste kdigus bioselektiivse kihi aktiivsus ning
analiiiiti seondub pinnale {iha vdhem. Elektroodi korduvkasutatavuse hindamiseks
uuriti cTnT poolt pdhjustatud signaali vdhenemist selle korduval kasutamisel (joonis

18).
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Joonis 18. c¢TnT biosensori viljundsignaali suuruse soltuvus sensori kasutuskorra
jarjekorranumbrist. Kandepuhvriks oli 10 mM PB Tween 20 0,005% pH 7,2. ¢TnT ja
fosfaatpuhvri voolutuskiirus modterakku oli 100 pl/min. ¢cTnT kontsentratsioon on koikides
katsetes 10 ng/ml. Punane joon tdhistab piiri, kust edasi hakkab elektoodi efektiivsus

langema.

Kdikides katsetes oli ¢cTnT kontsentratsioon 10 ng/ml. Joonisel 18 toodud graafikult
on ndha, et elektroodi saab analiilidi mdaramiseks kasutada vihemalt 60 modtetsiiklit,

péarast seda kaotab t66pind kiiresti oma aktiivsust.
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KOKKUVOTE

Kliinilises diagnostikas on mitmesuguste bioloogiliste analiilitide kiire, kuid samas
tundlik midramine ddrmiselt oluline. Elektrokeemiliste biosensorite rakendamine
diagnostikas voimaldab spetsiifilist biomolekulide méairamist ilma proovi mahuka
ettevalmistuseta. Antud  t60s  uuritigi spetsiifilisel antigeen-antikeha
dratundmisreaktsioonil pdhineva mahtuvusliku biosensori konstrueerimise voimalusi
troponiin T selektiivseks maddramiseks, mida saaks kasutada bioloogilistes vedelikes

ilma proovide eeltddtluseta.

Kuna mahtuvusliku biosensori elektroodi pinnakatte omadustest ja t66pinnal olevate
vabade funktsionaalriihmade vd41 bioselektiivsete molekulide aktiveerimisest soltub
suuresti analiilisi tundlikkus ja tépsus, uuriti biomolekulide voimalikult efektiivseks
madramiseks poliitiiramiini, kulla nanoosakestega, 16-merkaptoheksadekaan-1-ool ja
16-merkaptoheksadekaanhappe poolt moodustatava isolatsioonikihiga kaetud ning
sellele immobiliseeritud antikehadega kulla kihiga kaetud rénielektroode.
Immunoglobuliinide sidumiseks pinnale kasutati isolatsioonikihi funktsionaalrithmade
aktiveerimist glutaaraldehiitidi, EDC/NHS lahuse voi1 tresiiiilkloriidiga. Analiitidi
madramiseks osutus kdige sobivamaks 16-merkaptoheksadekaanhappe EDC/NHS

lahusega aktiveeritud monokihile immobiliseeritud antikehaga kaetud elektrood.

Too kdigus optimeeriti ka antikeha immobiliseerimiseks kasutatava puhverlahuse ja
toopinna regenereerimispuhvri pH véairtusi. Koostati kalibreermisgraafik inimese
kardiaalse troponiin T méédramiseks fosfaatpuhvris kolme sama metoodikaga
valmistatud bioselektiivse elektroodi jaoks. Saadud graafik oli lineaarne analiitidi
kontsentratsioonide vahemikus 1-1000 ng/ml. Madalaim cTnT kontsentratsioon, mida
antud mootmisskeemiga miédrata saab, oli 1 ng/ml. Bioselektiivse elektroodi

vialjundsignaali oli stabiilne 60 jérjestikuse mdotmise korral.
Lisaks moddeti sensoriga ka troponiin T kontsentratsiooni raku kasuvukeskkonnas,

kuhu oli lisatud kindel hulk analiiiiti. Saadud tulemused nditavad, et keskkond

analiiiisi tulemusi oluliselt ei mdjuta.
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Konstrueeritud mahtuvuslikul biosensorsiisteemil pdhinev moddtmisskeem vajab
edaspidist tdiendamist, et suurendada sellega saadud tulemuste usaldusviirsust ning
alandada troponiin T mééramispiiri, et seda sensorit saaks rakendada meditsiinilistes

vo1 toksikoloogilistes uuringutes.
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SUMMARY

Construction of capacitive immunosensor for the detection of biomarkers

Ave Kuusk

Rapid and sensitive detection of various biomarkers is of utmost importance in
clinical diagnostics. For this task, electrochemical biosensors have several advantages
like low detection limits and high selectivity. In addition, no laborious sample
pretreatment is required in most cases. The aim of the master project was to develop
and study a new immunobiosensor assay based on capacitive immunosensor for
sensitive and selective detection of troponin T, which serves as a biomarker for

myocardial injury in heart failure.

The properties of the surface coating, amount of free functional groups on the surface
and the activity of the immobilized biorecognition layer were the key parameters of
the performance of the biosensor system. In order to compare the analyte binding
efficiency, we studied different electrode surface coatings. The antibodies for
selective detection of biomolecules were immobilized onto gold-covered electrodes,
modified with 16-mercaptohexadecanoic acid, 16-mercaptohexadecan-1-ol or
tyramine The formed SAM layer was activated using EDC/NHS or tresyl chloride.
Based on the obtained results, it can be concluded, that 16-mercaptohexadecanoicacid
monolayer-coated and EDC/NHS activated electrode was the most appropriate for the

detection.

We also optimized the pH of the buffer solutions, used for the immobilization of
antibodies and regeneration of biosensor after analyte binding. A calibration curve
was constructed for the detection of human cardiac troponin T. A linear relationship
was observed between troponin T concentrations 1-1000 ng/ml and the limit of
detection was calculated to be 1 ng/ml. In addition, cTnT concentration was measured

in spiked cell culture media.
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The constructed biosensor system needs further development to improve its
sensitivity and reliability in order to be applicable for clinical and toxicological

studies.
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kehtivuse tdhtaja 16ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud digused jddvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus/Tallinnas/Narvas/Parnus/Viljandis, 26.05.2015
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