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Biosensor sinivetika toksiini mikrotsistiin-LR maaramiseks

Ké&esolevas t60s konstrueeriti antikeha-aptameer tuvastussusteemil pdhinev biosensor
sinivetika toksiini mikrotststiin-LR maaramiseks. Mikrotsustiin-LR on fitoplanktonite
perekonna Microcystis poolt toodetud hepatotoksiin, mis on keemiliselt véga stabiilne ning
mille poolestusaeg looduslikes keskkondades vOib ulatuda kuni 120 p&evani. Seepérast on
oluline tuvastada ka peale sinivetikate massilist vohamist mikrotsustiin-LR kontsentratsioon
veekogudes, valtimaks toksiini sattumist korgematesse organismidesse. Biosensorid
vBimaldavad Kiirelt testida toksiini kontsentratsiooni proovides, elimineerides vajaduse

k&esoleval ajal kasutusel olevate kulukate ning aegandudvate testide jargi.
Marksonad: biosensor, mikrotsustiin-LR, sinivetikas, aptameer, antikeha.

CERCS: T270 Keskkonnatehnolooiga, reostuskontroll.

Biosensor for the detection of cyanobacterial toxin microcystin-LR

The purpose of this work was to develop an antibody-aptamer based biosensor for the
detection of cyanobacterial toxin microcystin-LR. Microcystin-LR, which is chemically
stable and with a half-life up to 120 days, is classified as a hepatotoxin and is produced by the
phytoplankton family Microcystis. On those reasons, it is important to detect microcystin-LR
concentration in water bodies after the algal bloom has occurred to prevent the toxin uptake
by higher organisms. Biosensor offers the ability to test toxin concentrations in samples fast

by eliminating the need for expensive and time-consuming tests that are used today.
Keywords: biosensor, microcystin-LR, cyanobacteria, aptamer, antibody.

CERCS: T270, Environmental technology, pollution control.
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Kasutatud luhendid

MC-LR — Mikrotsustiin-LR (Microcystin-LR)

FOCB - Kiudoptiline kemoluminestsents biosensor (Fiber Optical Chemiluminescent
Biosensor)

LOD — Avastamispiir (Limit Of Detection)

TOPA — Orgaanilise saaste jélje analiisaator (Trace Organic Pollutant Analyzer)
CL-MADAG — Mitmekanaline kemoluminestsents immunosensor (Chemiluminescence
Multichannel Immunosensor)

MSPE — Magnetiline tahke faasi ekstraktsioon (Magnetic Solid Phase Extraction)
FPIA — Fluorestseeriv polarisatsiooni immunoanalliis (Fluorescence Polarization
Immunoassay)

PBS - Fosfaatpuhevr, millele lisatud NaCl (Phosphate-buffered saline)

Rpm — pd6ret minutis (Rotations per minute)

DNA — desoksuribonukleiinhape (Deoxyribonucleic acid)

RNA — Ribonukleiinhape (Ribonucleic acid)

BIA — Graanulsisestusanalilis (Bead Injection Analaysis)

ELISA — enstiim-immunosorptsioon analtlis (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)



Sissejuhatus

Sinivetikate erinevad perekonnad on v@imelised tootma mitmeid erinevaid toksiine,
neist enim levinud on tstianobakterite perekonna Microcystis poolt toodetud mikrotsustiinid.
Mikrotsustiin-LR (MC-LR), olles kdige toksilisem ning enim toodetud toksiin sinivetikate
poolt on oma olemuselt hepatotoksiin, kahjustades maksarakke ning halvimal juhul
pdhjustades maksapuudulikkust.

Sinivetikate Gitsemine, mille k&igus toimub nende massiline paljunemine, toob endaga
kaasa mitmeid probleeme, alates vee hédgustamisest kuni toksiinide vabastamiseni
veekogudesse. Olles keemiliselt vaga stabiilne ning omades poolestusaega kuni 120 péeva
[1], pOhjustab MC-LR mitmeid probleeme ning valjakutseid nii tervislikust kui ka
majanduslikust seisukohast. Tanapédeval kasutusel olevad kulukad ja aegandudvad meetodid
oleks vaja kiire ning lihtsasti opereeritava aparatuuriga asendada.

Uheks v@imaluseks on biosensorite kasutuselevgtt. Biosensorid on kiired ning

lihtsasti kasutatavad ning neil on potentsiaali asendada praegu kasutusel olevad meetodid.

Ké&esoleva bakalaureuset6d eesmaérgiks oli konstrueerida antikeha-aptameer baasil

pdhinev biosensor mikrotsustiin-LR méaaramiseks ja optimeerida médtmismetoodikat.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1 Tsuianobakterite levik ja nende poolt pdhjustatavad probleemid

Tstianobakterid (Cyanobacteria) ehk sinivetikad on autotroofsete bakterite hGimkond,
mida vOib leida peamiselt veekogudes, aga ka niiskel pinnasel, samblikes, késnades,
puukoorel, lompides ja isegi kuumaveeallikates. Sinivetikate hdimkonnas on umbes 2000 eri
liiki ning ligi 400 neist on praeguseks tuvastatud ka Eestis [2].

Tavaliselt sinivetikad inimesele ohtlikud ei ole, kuid ettevaatlik tuleb olla nende
massesinemise ehk Oitsemise ajal, sest pérast Gitsemist eritavad lagunevad sinivetikad

erinevaid tsiianotoksiine [2].

1.1.1 Veekogude 6itsemine ja seda soodustavad tegurid

Veekogude ditsemiseks loetakse stindmust, kus lihikese aja jooksul paljuneb tks voi
mitu erinevat futoplanktoni liiki [3]. Tstanobakterid kuuluvad fitoplanktonite hulka, kuna
nad on vGimelised fotostinteesiks.

Sinivetikate ~ Oitsemise  esinemine  on  tingitud  mitmetest  erinevatest
keskkonnatingimuste kokkulangemisest. Peamised tingimused, mis tstianobakterite vohamist
soodustavad on valguse intensiivsus, sobiva temperatuuri ning toitainete olemasolu. Lisaks
mojutab bakterite kasvu vee keemiline koostis (pH, soolsus) ning veekogu hiidroloogia.
Madrava tahtsusega sinivetikatele fotostnteesi toimumiseks kui ka nende paljunemiseks on
valguse intensiivsus. Kuna sinivetikad vajavad oma elutegevuseks vahe energiat, suunatakse
uleliigne energia paljunemiseks ja nérgema valguse intensiivsuse esinemisel on neil
taheldatud kiiremat paljunemismaéara kui teistel futoplanktonitel [4].

Sinivetikate vohamist soodustab ka piisavalt korge veetemperatuur. Enamus
tstianobakterite liike vajavad vett, mille temperatuur on vahemalt 25°C. Globaalne
soojenemine suurendab Gitsemise tekke riski ning pikendab Gitsemise kestvust [5].

Tsuanobakterite Oitsemised toimuvad peamiselt eutrofeerunud veekogudes, kus
lammastiku ja fosfori suhe ja&b 10 kuni 15 vahele. VVohamiste esinemine korreleerub
paremini lammastiku ja fosfori tldkontsentratsiooniga, kui lammastiku ja fosfori suhtega [5].
Lisaks on tsuanobakterid vdimelised siduma ka Ohuldmmastikku, mis samuti soodustab

suuremate vohamiste tekkimist [6].



1.1.2 Tstianobakterite poolt péhjustatavad probleemid

Tstianobakterid esinevad veekogudes alati, probleemid tekivad siis, kui veekogudes
tekivad soodsad olud massiliseks paljunemiseks. Peamine margatav probleem, mis
Oitsemisega kaasneb on vee labipaistvuse langus. Tsuanobakterid, olles vdimelised
veekogude pinnal héljuma, suruvad pinnakihtides oleva loomse hdéljumi sligavamatesse
kihtidesse [7].

Léabipaistvuse languse tottu vaheneb hapniku kontsentratsioon alumistes veekihtides
soodustades anaeroobsete tsoonide teket, lammatades kalad. Anaeroobsetes tsoonides
kéivituvad keemilised protsessid, mis tarbivad vees leiduvat CO,-te. CO, tarbimise tottu
tduseb veekogu pH, tuues endaga kaasa ammoniaagi eraldumise [7].

Lisaks keskkondlikele probleemidele péhjustavad tstianobakterid majanduslikku
kahju. Oitsemised avalikes randades loovad olukorra, kus rand on vaja sulgeda, v&i
rakendada kulukaid meetmeid randade puhastamiseks. Oitsemise korral joogivee
reservuaaris, tekitab olukorra kus joogivee puhastamiseks peab kasutusele vdtma suuremas

hulgas kemikaale, naiteks kloor [8].

1.2 Tsuanotoksiinid
Nagu eespool Geldud, vdivad sinivetikad produtseerida erinevaid toksiine, kusjuures
erinevatel toksiinidel on erinev keemiline struktuur ning omadused [5]. Toksiinide lihtsamaks
eristamiseks, jaotatakse need mdju alusel neljaks suuremaks rihmaks [9].
o Hepatotoksiinid, mis omavad kahjulikku mdju maksale ning mida
produtseerivad tstiianobakterite Microcystis ja Nodularia perekonna liigid.
o Tsutotoksiinid, millel on nii hepatotoksiline mdju kui ka neurotoksiline
moju (Cylindrospermopsin).
o Neurotoksiinid, millel on kahjustav m&ju nérviststeemile (Anatoxins,
Saxitoxins, p-Methylamino-L-Alanine ehk BMAA).
o Dermatotoksiinid, mis pohjustavad nahaarritusi (Lypopolysaccharide,
Lyngbyatoxins, Aplysiatoxin).
Peamisi tslianobakterite poolt toodetavaid hepatotoksiine, mis kahjustavad
maksarakke ning vdivad pdhjustada maksapuudulikkust nimetatakse mikrotsustiinideks [10].

Lisaks on tdhendatud hepatotoksiinidel ka kantserogeensed omadused [11].



1.2.1 Mikrotsustiin-LR

Kdige toksilisem tslianobakterite poolt toodetud hepatotoksiinidest on mikrotsustiin-
LR. MC-LR, keemilise brutovalemiga C49H74N10012 on tsiikliline heptapeptiid, mis koosneb
seitsmest erinevast aminohappe j&agist. Kokku on ténapdeval tuvastatud tle 90 erineva
mikrotsUstiinide vormi. Erivormid s6ltuvad erinevate a-aminohapete paiknemisest vastavalt
tsukli teisel ja neljandal positsioonil [12]. MC-LR on oma nime saanud leutsiini ning arginiini
jargi, mis asetsevad mikrotsitiini molekulis vastavalt X ning Z positsioonidel (joonis 1).
Slstemaatiline MC-LR nimetus IUPAC jargi on (5R,8S,11R,12S,15S,18S,19S,22R)-15-[3-
(diaminomettileenamino)propuil]-18-[(1E,3E,5S,6S)-6-metoksi-3,5-dimetull-7-fentiulhepta-
1,3-dienitil]-1,5,12,19-tetrametliul-2-metllideen-8-(2-mettdlpropadl)-3,6,9,13,16,20,25-
heptaokso-1,4,7,10,14,17,21-heptasatsiuklopentakosaan-11,22-dikarboksttlhape [13].
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Joonis 1. Sinivetikatoksiin mikrotststiin-LR [14].

MC-LR, nagu ka teised mikrotststiini vormid, on keemiliselt véga stabiilne.
Stabiilsuse pdhjuseks arvatakse olevat tema tsukliline struktuur, mis v8imaldab terviklikuks
jaada peale mitmeid tunde keetmist ning aastaid kuivas, toatemperatuuriga kohas hoiustamist
[15].



Mikroobide populatsioonis seevastu on avastatud bakterikultuure, mis on vdimelised
lagundama MC-LR molekuli [16]. Lisaks bakteritele on vdimalik kasutada kombineeritud
ultraviolettkiirguse ja vesinikperoksiidi tehnoloogiat (UV/H,0,), mille efektiivsust on
toestatud keemiliselt stabiilse MC-LR-i lagundamisel.. Uuringus jareldati, et OH radikaali
otsene fotolliis UV kiirguse toimel on MC-LR molekuli degradeerumise peamine pdhjus.
UV/H,0, meetodit peetakse tehnoloogiaks, mida on véimalik kasutada MC-LR-iga saastunud

veekogude puhastamiseks [17].

1.3 Meetodid tstianotoksiinide maaramiseks

Tstanotoksiinide poolt pdhjustatud haiguste valtimiseks on vajalik toksiinide
Oigeaegne tuvastamine veekogudes. Tuvastamise meetodid peaksid olema voimalikult kiired
ja lihtsasti kasutatavad ning lisaks ka tundlikud, suutmaks tuvastada toksiine kvantitatiivselt.
Praegu kasutusel olevad meetodite rakendamiseks vajatakse kas kallist aparatuuri ja oskusega

t06joudu, vdi on meetodid madala efektiivsuse- ja tundlikkusega [9].

1.3.1 Mikroskoopia

Mikroskoopia kasutamine on vanim viis sinivetikate tuvastamiseks veekogudes.
Antud meetodi eelisteks loetakse odavat opereerimiskulu ja kiiret tulemust ning v@imalust
méarata mikroorganisme kvantitatiivselt ning taksonoomiliselt. Suurim probleem selle
meetodi kasutamisel seisneb mitte-toksiliste ja toksiliste tsuanobakterite mitteeristamises.
Antud negatiivne aspekt ei vdimalda teavitada ditsemise ohtlikkusest [9].

Rakkude loendamiseks kasutatakse kahte erinevat mikroskoopilist meetodit:
fluorestsentsmikroskoopi voi invertmikroskoopi. Fluorestsentsmikroskoobi puhul kasutatakse
maérgistamiseks vérve, millega on vdimalik tstianobaktereid identifitseerida ning
kvantifitseerida. Lisaks on vOimalik eristada autotroofseid ja heterotroofseid rakke.
Kasutades sedimentatsioonikambrit, on vOimalik invertmikroskoobiga analliisida
fitoplanktonite suhtelist kogust veeproovis. See meetod vdimaldab spetsialistidel méérata
isegi sinivetikaid kuni perekonnani voi liigini. Mdlema meetodi puuduseks on madal
tundlikkus. Valgusmikroskoobil on vaike eraldusvdime, mistottu ei ole vOimalik maarata
sinivetikate rakke, kuna nad kuuluvad bakterite hulka. Lisaks raskendab Gigete tulemuste

saamist rakkude ebatihtlane paiknemine proovis [9].



1.3.2 Molekulaarsed meetodid

Molekulaarsete meetodite t66p6himdte seisneb tslianobakterites olevate spetsiifiliste
geenide tuvastamises. Tuvastatakse geene, mis vastutavad toksiinide sunteesimise eest, vOi
geene mis vastutavad raku elutegevuse eest. Molekulaarsete meetodite, nagu PCR
(polimeraasi ahelreaktsioon) eeliseks loetakse sensitiivsust ning kiirust, aga ka korget
spetsiifilisust. Antud meetodi puuduseks peetakse tulemuste erinevust vorreldes teiste
meetoditega, nagu keemilised vOi biokeemilised meetodid. Otsides toksiini slnteesiga
tegelevaid geene rakkudes ei tdhenda see alati seda, et antud rakk toksiini sunteesimisega
tegeleb [18].

1.3.3 Keemilised meetodid

Keemilisi meetodeid kasutatakse enim molekulaarsete meetodite tulemuste
valideerimisel. Molekulaarne meetod hindab toksiinide esinemise potentsiaali, peale mida
kasutatakse erinevaid keemilisi meetodeid nende tulemuste kinnitamiseks [18].

Kdige enam kasutatakse korgefektiivset vedelikkromatograafia (HPLC) tehnikat, mis
on kombineeritud kas ultraviolett (UV) voi fotodiood (PDA) detektoriga. Lisaks kasutatakse
fluorestsents detektorit (FLD) erinevate tsuanotoksiinide méaaramiseks. Vajadusel kasutatakse
anallusitulemuste valideerimiseks vedelikkromatograafia-massispektromeetria (LC-MS)
meetodit. Antud meetodid on enimlevinud tsuanotoksiinide tuvastamiseks ning
kvantifitseerimiseks. Proovide analulsimisel rakendatakse just keemilisi meetodeid. Kuigi
need on laialdaselt levinud, peidavad nad endas mitmeid probleeme. Antud meetodite
rakendamiseks on vaja kallist aparatuuri ning vajaliku véljadppega tdo6tajaid. VVéimaldades
korraga mé&arata ainult Ght tulpi toksiini, muudab see anallisi kalliks. Lisaks peetakse
probleemseks madalat selektiivsust ning pikka analtitisi aega [18].

1.3.4 Biokeemilised meetodid

Biokeemilised meetodid kasutavad &ra tstianotoksiinide biokeemilisi omadusi,
tuvastamaks toksiini koostist. Kasutades antikehi on v@imalik tuvastada toksiini vees
lahustunud kujul ning isegi inimese vereseerumist. Enstium-immunosorptsioon analiitsi
meetodil (ELISA) on kasutusel kas monoklonaalsed vdi poliklonaalsed antikehad, mis
tuvastavad proovis leiduvaid toksiine. Antikehade eeliseks loetakse nende vGimet tuvastada

toksiine erinevates keskkondades. Peale selle seonduvad antikehad ainult endale vastava
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toksiiniga. Puuduseks antud meetodil loetakse aeg-ajalt valepositiivsete tulemuste saamist

[18].

Kokkuvatlik tilevaade eelpooltoodud meetoditest on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Tsiianotoksiinide tuvastamise meetodid.

Meetod Eelised Puudused Maéramis- Viide
vahemik
Mikroskoopia Odav opereerida, kiire | Puudub v8imalus Voimalik [9]
analusi vastus, hinnata Gitsemise maérata alates
vOimalik méérata ohtlikkust, 200 rakust
kvantitatiivselt mikroskoobi véikene
eraldusvdime, rakkude
ebauhtlane paiknemine
Molekulaarsed | Sensitiivne, Kiire, Vajalik valideerida 8 rakku [9]
meetodid korge spetsiifilisus teiste meetoditega milliliitri kohta
Keemilised Enimlevinud meetod Kallis aparatuur, Tuvastatud [19]
meetodid tuvastamiseks ja kvalifitseeritud tootaja | kontsentrat-
kvantifitseerimiseks vajadus, pikk analliisi | sioone alates
aeg 0,00075 pg/L
Biokeemilised | V8ime tuvastada Vale positiivsete Madaramispiir [20]
meetodid toksiine mitmetes tulemuste esinemine alates 0,03 pg/L
erinevates keskkon-
dades

Lisaks toodud meetoditele on MC-LR madramiseks valja pakutud ka mitmeid

biosensoreid.

1.4 Biosensorid mikrotsustiin-LR maaramiseks

Biosensorid on anallutilised seadmed, mis vdimaldavad mddta proovis leiduva

analttdi  kontsentratsiooni otse proovi maatriksis ning neid kasutatakse erinevates
valdkondades, alates haiguste monitooringust meditsiinis kuni saasteainete tuvastamiseks
keskkonnas. Biosensorsiisteem koosneb tavaliselt viiest erinevast komponendist, mille loetelu

ja kirjeldus on toodud tabelis 2 [21].
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Tabel 2. Biosensori komponentide kirjeldused [21].

Biosensori komponent

Komponendi tlesanne

Analuit

Biosensoriga uuritav aine

Bioretseptor

Selektiivse bioloogilise komponendi tuvastamine

analtldis

Muundur

Bio-tuvastuse muutmine méddetavaks signaaliks

Signaali konverter

Muunduri signaali analoogvormist digitaalvormi

muutmine

Ekraan

Elektroonikalt saadud signaali visualiseerimine

Vorreldes traditsiooniliste meetoditega on biosensoril mitmeid eeliseid: véimalus

sooritada mitmeid mddtmisi lihikese aja jooksul, mobiilsus, odavus, kdrge spetsiifilisus

uuritava molekuli suhtes ja vGime md6ta mittepolaarseid molekule [22]. Puudusteks loetakse

biosensoritel

pdhimdtteline skeem on toodud joonisel 2.

Analiit

Joonis 2. Biosensori lihtsustatud skeem [21].

Bioretseptor

). |

Ensiiiim

Rakud

Aptameer

DNA

Valgus

Soofus

—

pH mmmitus

Massi

keskkonnast tingitud ebastabiilsust (pH, temperatuur) [23]. Biosensori
Mummndur Elektroonika Ekraan
Fotodiood
‘dv
Analoog -
signaahi
Termistor | Mimmnduri | proutmine Toodeldud
signaal digitaglseks signaal
— —
pH Signaalil . )
clekirood ettevalmistamine & =
i. e
I .
Kvarts N S
elektrood . S

Nanoosakesed

vahetus

Y Y Y

Biotirvastus

Signalisatsioon

Kvantifikatsioon
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Suur osa tdnapdaeval vélja pakutud MC-LR biosensoritest on immunosensorid ning kasutavad
analliisitava aine detekteerimiseks MC-LR vastaseid antikehi [20,24,25]. Jérjest enam
biosensoreid konstrueeritakse ka aptameeride baasil. Vorreldes antikehadega, on
aptameeridel rohkelt eeliseid, vdimaldades biosensoreid odavamalt ja lihtsamalt opereerida.
Aptameeride eelised tulenevad nende madalast slinteesimise kulust. Lisaks on aptasensoritel
tdpsem spetsiifilisus MC-LR tuvastamiseks [26].

Aptameerid on oma ehituselt lthikesed (20-100 nukleotiidi pikad) Uksikahelalised
DNA vdi RNA molekulid, mis on vdimelised seonduma endale vastavate spetsiifiliste
sihtmérkidega (proteiinid) [27].

Kuigi suurem osa biosensoritest MC-LR tuvastamiseks pBhinevad antikehadel, siis
jarjest enam hakatakse kasutama ka antikehade ja aptameeride kombinatsioone [28].

Tabelis 3 on toodud erinevate MC-LR biosensorite tahtsamad karakteristikud.
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Tabel 3. Biosensorid MC-LR méaaramiseks.

Toksiini tuvastusmeetod Signaali Avastamispiir | Analtusi Viide
detekteerimise (LOD) aeg (min)
meetod

Monoklonaalne antikeha | Kapillaarne 0,3 pg/L <35 [29]

(MC8C10), kemoluminestsents

MC-LR aptameer anallisaator

MC-LR Aptameer, kuld nano- | UV-nahtav 0,37 pg/L 30 [30]

osakesed spektroskoop

Monoklonaalne anti-MC-LR | FOCB 0,03 pg/L <30 [31]

antikeha

Monoklonaalne anti-MC-LR | TOPA 0,03 pg/L <20 [20]

antikeha

MC-LR aptameer Elektrokeemiline 0,018 pg/L 120 [32]
analusaator

Anti-MC-LR antikeha CL-MADAG 0,2 ug/L 13 [24]

Monoklonaalne anti-MC-LR | Mikrovedelik kiip 0,02 ug/L 25 [33]

antikeha

Magneetiline tahke faasi eraldus | HPLC-UV 0,00075 pg/L [19]

Monoklonaalne anti-MC-LR | FPIA 0,86 pg/L [34]

antikeha

Erinevate biosensorite avastamispiirid on védga erinevad. Parimate bisensorite korral
on see 0,75 ng/L, mis tdhendab, et antud meetodiga on vdimalik tuvastada piirméérast 1333
korda véiksemaid kontsentratsioone kui Maailma Terviseorganisatsiooni poolt maaratud 1
ng/L [1]. Anallusi l&biviimiste aeg varieerub eri meetodeid kasutades, alates 2 tunnist
IGpetades 13 minutiga, on vBimalik méarata MC-LR kontsentratsioon proovis, voimaldades

saada kiiresti katte analitisi tulemused.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Kasutatud reagendid

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9

Naatriumhudroksiid (NaOH) (AppliChem, min 99%)

Naatriumkloriid (NaCl) (Sigma-Aldrich, min 99,8%)

Epiklorohidriin (C3HsCIO) (Acron Organics, 99%)

Naatriumkarbonaat (Na,COs3) (AppliChem, min 99,5%)

Etanoolamiin (C,H;NO) (Fisher Chemical, min 99%)

Sephadex G50 Medium geel (Pharmacia Fine Chemicals 50-150 pm)
Monoklonaalne anti-MC-LR antikeha (AH diagnostics, MC10E7, 200 ng)
Fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud MC-LR spetsiifiline DNA oligomeer

5’ GGC GCC AAA CAG GAC CAC CAT GAC AAT TAC CCA TAC CAC
CTC ATT ATG CCC CAT CTC CGC 3’Alexa Fluor 647N/ (Integrated DNA
Technologies)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, 99%)

10) Vesinikkloriidhape (HCI) (Sigma Aldrich, 30-50%)
11) Naatriumdivesinikfosfaat-dihtdraat (NaH,PO, x 2H,0) (AppliChem, min

99%)

2.2 Kasutatud aparatuur

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Voogsisestusanaliilisi stisteem FlAlab 3500B (FIAlab)

Spektrofotomeeter USB2000+ (Ocean Optics)

Valgusallikas DH-2000 UV-VIS-NIR (Ocean Optics)

Tsentrifuug Microfuge 16 (Beckman Coulter )

Loksuti S3 (ELMI)

Analtutiline kaal XS105 Dual Range, tapsusega £0,01mg (Mettler Toledo)
Analidtiline kaal PB602-S/FACT, tapsusega +0,01g (Mettler Toledo)
pH-meeter, tapsusega 0,2 Ghikut (Mettler Toledo)
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2.3 Kasutatud metoodikad

2.3.1 Antikehade immobiliseerimine graanulitele

Antikehade immobiliseerimiseks kasutati varasemalt véljatootatud protokolli [35].
Esmalt kaaluti 47,47 mg Sephadex G50 Medium graanuleid, lisati 1 ml MilliQ vett
(p66rdosmoosiga puhastatud vesi) ning jaeti 24 tunniks 4°C juurde punduma. Seejérel lisati
200 pul NaOH (0,4 M) lahust ning loksutati ettevaatlikult. Lisati 50 ul 99%-list
epiklorohtdriini ning asetati segu toatemperatuuril 3 tunniks loksutile 130 rpm juurde. Peale
inkubeerimist segu tsentrifuugiti 5 minutit 2450xG juures ning pesti labi kaks korda 343 ul
MilliQ veega ning the korra 343 ul Na,COj3; puhvriga (0,5 M, pH 9,5). Pérast iga pesu
eraldati graanulid tsentrifuugimise teel (5 minutit 2450xG juures).

Antikeha lahus valmistati 110 pul Na,COs; puhvrisse (0,5 M, pH 9,5),
kontsentratsiooniga 2 mg/ml. Seejdrel segati 55 ul antikeha lahust ning 0,5 ml geeli
suspensiooni. Peale selle lisati 288 pl Na,COj3 puhvrit (0,5 M, pH 9,5) ning asetati loksutile,
130 rpm 24 tunniks 4°C juurde inkubeerima. Peale inkubeerimist eraldati geel
tsentrifuugimise teel (5 minutit 2450xG juures) ning pesti he korra 1&bi Na,COj3 puhvriga
(0,5 M, pH 9,5). Pérast pesu eemaldati puhver, lisati 343 ul etanoolamiini lahust (85 ul/ml)
Na,COs puhvris (0,5 M, pH 9,5) ning paigutati 2 tunniks loksutile 130 rpm juurde (4°C).
Pérast seda pesti suspensiooni kaks korda 343 ul MilliQ veega ning kuus korda 343 ul PBS
puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2). Pesutsuklite kiirendamiseks tsentrifuugiti
suspensiooni 5 minutit 2450xG juures peale lahuste lisamist. Peale pesu 18ppu lisati
graanulitele 343 ul PBS puhvrit (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2) ning hoiustati 4°C juures kuni

1,5 kuud. Antikeha immobiliseerimise skeem on toodud joonisel 3.

O on O +R-NH, R
—OH+CI_A —» o A2, —o/\/\NH/

Joonis 3. Antikeha immobilisatsioon graanulile [35].
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Antikeha kinnitumist graanulile kontrolliti 0,1% Coomassie Brilliant Blue lahusega
enne etanoolamiini lisamist, segades 10 ul suspensiooni ja 10 ul Coomassie Brilliant Blue
lahust. Lastes 10 minutit seista pesti suspensioon labi 200 pl MilliQ veega kuniks graanuleid

umbritsev vesi oli labipaistev.

2.3.2 Modtmiste labiviimise protokoll

Enne katsete alustamist pesti modtmisteks kasutatav FIAlab susteemi kanalid 3 korda
1abi 1000 pl PBS puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2). Sisendkanalite taitmiseks sisestati
erinevatesse sisendkanalitesse 60 pl vastavaid reagente (kiirusega 2 ul/s) ning peale kdikide
kanalite taitmist pesti mddteala 3 korda labi 1000 ul PBS puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH
7,2), kindlustamaks, et mddterakk on puhas ning ei esine kanalite taitmise jaéke.

Mdotmise labiviimiseks sisestati antikehaga aktiveeritud 20 pl Sephadex G50
Medium graanuleid Kkiirusega 2 ul/s ning seejarel lisati 30 pul PBS puhvrit (10mM; 0,15 M
NaCl, pH 7,2), kiirusega 2 ul/s moodustades mikrokolonni (voolukanalu ots suleti niimoodi,
graanulid erinevalt lahusest 1abi ei paasenud). Peale kolonni tekkimist lisati 150 ul MC-LR
sisaldavat proovi kiirusega 2 pl/s ning lasti inkubeerida 15 minutit. Inkubatsiooniaja 16ppedes
pesti seondumata MC-LR maha 150 pl PBS puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2)
kiirusega 2 pl/s. Modtmiseks voolutati 20 ul aptameeri lahust (kontsentratsiooniga 0,033 mg-
0,1 mg/L) kiirusega 1 pl/s mddtealasse, ning lasti sellel 15 minutit inkubeerida. Toksiiniga
mitte seondunud aptameerid pesti 150 pul PBS puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2)
kiirusega 2 ul/s mootealast vélja ning jargnevalt oodati 4 minutit, millega tagati signaali
stabiliseerimine. Erinevate kontsentratsioonide mddtmiseks pesti analiiiti sisaldav kanal 1000
ul PBS puhvriga (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2) kiirusega 50 ul/s, tagamaks, et eelnevalt
mdddetud proove ei esineks kanalis. Madteprotsessi kokkuvotlik skeem on toodud joonisel 4.
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Graanuli sisestamine

A

MC-LR sisestamine

Y

MC-LR inkubeerimine (15min)

Y

Seondumata MC-LR viiljapesu

Y

Aptameeri sisestamine

A 4

Aptameeri inkubeerimine (15min)

¥

Seondumata aptameeri mahapesu

Y

Aptameeri stabiliseerimine (4min)

Y

Kiirguse detekteerimine

A

Graafiku visualiseerimine

Joonis 4. Mddteprotsessi skeem.
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2.3.4. Biosensori signaali detekteerimine

Seondunud aptameeri detekteerimiseks registreeriti siisteemi fluorestsentssignaal
lainepikkusel 670 nm enne ja pérast fluorestsentsmargisega aptameeri lisamist ning saadud
signaalide vahe kasutati biosensorsusteemi vastussignaalina. Biosensori signaali profiil koos

erinevate reagentide sisestusaegadega on toodud joonisel 5.

Kinnitumata
aptameeri
300 e
Kinnitumata /valjapesu
MC-LR
250 Inkubeerimise — véljapesu

algus /
200 Aptameeri
-] . .. ~
< inkubeerimise 10pp
30 MC-LR
oo . .
& sisestamine
100 Apt :
L ameeri
Inkubeerimise .p .
o sisestamine,
I16pp . .
50 inkubeerimise
algus
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Aeg,s

Joonis 5. Biosensori signaali muutumine ajas.

Graanulite sisestamine mdGtealasse pdhjustab muutuse baasjoones, mis on tingitud
valgusallikalt tuleneva valguse peegeldumisest graanulite pinnalt ja moodustab susteemi
taustsignaali. Peale kolonni moodustamist graanulid pakitakse tihedalt kokku, et nende
lilkkumine oleks minimaalne ning need ei mdjutaks signaali kdiku modtmise ajal. MC-LR
sisestamine moodtealasse pohjustab mddtealas hiidraulilise Soki, mistdttu toimub liihiajaline
signaali suurenemine graanulite liikumise tottu ning selle 18ppedes stabiliseerub signaal
endisel tasemel. MC-LR inkubeeritakse 15 minutit, et tagada toksiini kinnitumine antikeha
killge ning inkubeerimisaja |0ppedes pestakse seondumata MC-LR md6tealast valja,
valistades vOBimaluse, et aptameerid seonduvad toksiini molekuliga, mis ei ole kinnitunud
antikeha kulge. Aptameeri inkubatsiooniks arvestati 15 minutit, mis tagas piisava aja
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aptameeridele, et kinnituda MC-LR kilge. Kinnitumata aptameeride véljapesu v6imaldab
registreerida signaali intensiivsuse, mida emiteerivad MC-LR molekuli kilge seondunud
aptameerid. Signaali stabiliseerimise eesmérk on tagada Uhtlane nivoo, mis vdimaldab

arvutada signaali muutuse, mis on saadud aptameeri lisamisel proovile.

3. Tulemused ja arutelu

3.1 Biosensorsusteemi disainimine MC-LR mé&aramiseks

Loodavas biosensorsiisteemis, mis on mdeldud MC-LR maédramiseks on rakendatud
immunobiodratundmise pdhimotet. Antikeha — aptameer susteemil p&hinev biosensori
konstrueerimisel voeti kasutusele MC-LR ma&ramiseks monoklonaalne anti-MC-LR antikeha
ning lisaks MC-LR spetsiifiline aptameer. Varasemalt on uuritud antikeha ja aptameeri
sidumiskohtade kattumise v@imalust MC-LR molekulil. Avastati, et hoolimata toksiini
suhteliselt vaikesest molekulaarmassist (M= 995 g/mol), ei kattu nende sidumiskohad toksiini
molekulil, vdimaldades nii antikehal kui ka aptameeril toksiiniga seonduda [29]. Disainitavas
biosensoris rakendatakse BIA slisteemi, kus monoklonaalne antikeha immobiliseeritakse
graanulitele, mida kasutatakse mikrokolonni moodustamisel. Analuldi sisestamisel siisteemi,
seonduvad MC-LR molekulid graanulitel asetsevate antikehadega, tagades vdimaluse proovi
hilisemalt kontsentreerida kui ka maatriksit eraldada. Graanulitele seondunud MC-LR
méaaramiseks kasutatakse biosensorsiisteemis fluorestsentsmarkeriga (Alexa Fluor 647)
konjugeeritud MC-LR spetsiifilist DNA oligomeeri. Detekteerides fluorestsentsi intensiivust
peale seondumata markeri véljapesu erinevatel MC-LR kontsentratsioonidel on vdimalik
koostada kalibreerimisgraafik, mille alusel saab maé&drata tundmatu kontsentratsiooniga
proove.

Biosensorsiisteemis  vOeti  kasutusele monoklonaalsed antikehad, vorreldes
polliklonaalsete antikehadega on need spetsiifilisemad, omavad vOimet proteiine

kvantifitseerida proovides ning antikehad on homogeensemad [38].
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3.1.1 Aptameeriga seotud fluorestsentsmarkeri AlexaFluor 647 spektrite
maaramine

T60s kontrolliti aptameeriga konjugeeritud fluorestsentsmarketite spektrite vastavust
kirjanduses toodule [36], sest markerite konjugeerimisel vO@ib esineda ergastus- ja
emissioonspektrite maksimumide nihkeid [37]. Saadud spektrid on toodud joonisel 6.

Leiti, et ergastusmaksimum asub 650 nm ja emissioonimaksimum asub 670 nm peal,
mis on vastavuse kirjanduses toodud andmetega [36]. Kasutatud fluorofoor Stokes’i nihe
suuruseks on 20 nm. Saadud tulemusi kasutati biosensorsisteemi valgusallika seadistamisel

mddbteprotsesside tarbeks.

40000
35000
30000
25000
20000
15000 —— Ergastus

Signaal, AU

10000 ——— Emissioon
5000

450 500 550 600 650 700 750

Lainepikkus, nm

Joonis 6. Aptameeri ergastus ning emiteerimis maksimum.

3.2 Mddoteprotokolli optimeerimine

Kuna toogrupis pole varasemalt aptameeridel pdhinevate biosensorite uurimisega
tegeldud, siis esmalt modifitseeriti voogsisestusssiteemil ja detekteerivate antikehade
kasutamisel pdhineva biosensorsusteemi mdooGteprotokolli, et biosensorsisteemi oleks

vOimalik rakendada MC-LR maaramiseks.

3.2.1 Aptameeri kontsentratsiooni optimeerimine
Modtmiste optimeerimiseks kontrolliti  kdigepealt signaali s6ltuvust aptameeri
kontsentratsioonist  (joonis 7). Mdadtmised sooritati  kolmel erineval aptameeri

kontsentratsioonil - 0,1 mg/L, 0,05 mg/L ning 0,033 mg/L. Biosensorsisteemi
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valjundsignaali pohjal arvutati mdétmise keskmine tulemus ning halbed ja koostati graafik,

signaali ja kontsentratsiooni s6ltuvuse kohta (joonis 7).

y= (1634+75)x

N

o

o
|

=

a1

o
|

Signaal, AU
|_\
o
T

50

0.00 0.05 0.10
Aptameeri kontsentratsioon, mg/L

Joonis 7. Signaali sdltuvus aptameeri kontsentratsioonist.

Jooniselt 7 véljendub, et sensorsisteemi véljundsignaal sO6ltus aptameeri
kontsentratsiooni suhtes lineaarselt. Edasises t60s kasutati aptameeri kontsentratsiooni 0,05

mg/L, mis on optimaalne, et saada piisav signaali suurus véimalikult véikse reagendi kuluga.

3.2.2 Biosensori valjundsignaali s6ltuvus mdddetava signaali detekteerimise ajast

Optimaalse signaali detekteerimise aja leidmiseks katsetati kolme erinevat signaali
integratsiooniaega ning koostati graafik, mis iseloomustab valjundsignaali s6ltuvust
integratsiooniajast (vt. joonis 8). Integratsiooniaeg madrab dra signaali integreerimise aja
detektoris.
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Joonis 8. Signaali muut s6ltuvalt integratsiooniajast.

Joonisel 8 toodud graafikult selgub, et signaali suurus sdltub integratsiooniajast
lineaarselt. Saadus signaali vaartuste pohjal valiti integratsiooniajaks 300 ms, omades
signaali k&ikumise amplituudi vaid £3,9 Uhikut. Luhema integratsiooniaja kasutamine
pdhjustas taustsignaali k&ikumise amplituudi kasvu vahemal madral kui tle 300 ms
integratsiooniaja kasutamine. Taustsignaali kdikumise amplituudi kasvuga intensiivistub
maddtmisprotsessidel tekkiv mira, mis raskendab proovide mddtmisel korrektsete tulemuste
saamist.

3.3 Mikrotsustiin-LR kontsentratsiooni maaramine
Sensorsusteemi t66 kontrollimiseks testiti sisteemi kasutades mddtmisteks erinevaid
MC-LR kontsentratsioone. MC-LR kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 5 — 50 mg/L.

Mdotmistulemused on esitatud joonisel 9.
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Joonis 9. Biosensori signaali sdltuvus MC-LR kontsentratsioonist.

Jooniselt 9 on néha, et biosensori véljundsignaal sdltub MC-LR kontsentratsioonist
lineaarselt, kusjuures kalibreerimisgraafiku tdus, mis iseloomustab biosensori tundlikkust, on
0,76+£0,11 AU*L/mg. Siisteemi taustasignaali vaartus oli 5,1+3 AU. Saadud tulemuste p&hjal
on vBimalik eeldada, et antikeha-aptameer kombinatsiooniga biosensor suudab tuvastada
MC-LR toksiini kontsentratsioone proovides, MC-LR avastamispiir suhteliselt korge, 26
mg/L. Modtmistulemuste tundlikumaks muutmiseks on vajalik muuta parameetreid, mis
antud protsessid kasutusel olid. Eelkdige tuleb réhku pdorata inkubatsiooniaegadele, aga ka
antikeha ning aptameeri kontsentratsioonidele lahuses.

Kuna sinivetikate esinemine soltub ilmastiku tingimustest ja vees leiduvatest
Uhenditest, siis on vajalik, et arendatava biosensoriga oleks vdimalik detekteerida ka
vdiksemate kontsentratsioonide esinemist proovides. Looduslikes veekogudes esineb MC-LR
kontsentratsioonide amplituudi kdikumine nii sesoonses kui ka tsirkaadses I6ikes. Uhe
O6pédeva jooksul on taheldatud, et toksiini kontsentratsioon voib 60siti olla 6 korda véiksem
vorreldes péevase ajaga [39].

Eesmaérgiks on, et antud susteemiga oleks vdimalik véhemalt 1 pg/L kontsentratsioone

mdota, mis Uhtib Maailma Terviseorganisatsiooni poolt ette antud piirmadradega [1].
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Biosensorsiisteemi on vaja kindlasti muuta tundlikumaks, et sellega oleks vdimalik
mddta mitmeid suurusjarke véiksemaid MC-LR Kkontsentratsioone proovides. Silsteemi
sensitiivsuse tdstmiseks peaks esmalt optimeerima antikeha ning toksiini kontsentratsioonide
omavahelist suhet. Samuti on vajalik leida kdige optimaalsem MC-LR ning aptameeride suhe
ning aptameeride inkubeerimisaeg. Liiga pika inkubatsiooniajaga suureneb tGen&osus, et
aptameeride fluorestsentsmarkerid pleekuvad. Pika inkubatsiooniaja jooksul on tdndolisem, et
aptameerid lagunevad DNA nukleaasi toimel [40]. Lisaks on vaja leida kdige optimaalsem
valjapesu kiirus, elimineerides vOimaluse, kus toksiin voi aptameerid pestakse graanulitelt
maha.

T6Os konstrueeritud biosensor jai oma mdédtmistulemustega alla kirjanduses
kirjeldatud sisteemidele [29,32]. Kuna varem ei oldud t66grupis aptameeri pdhiste
biosensoritega tegeletud, siis esines mitmeid kitsaskohti stisteemi tundlikumaks muutmisel.
Toos kirjeldatud siisteemi on vdimalik tdiustada, optimiseerides inkubatsiooniaegu, lahuste

kontsentratsioone ja véljapesu Kiirust, vdimaldades stisteemi tundlikumaks muuta.
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Kokkuvote

Ké&esolevas bakalaureusetods konstrueeriti antikeha-aptameer tuvastusmeetodil

pdhinev biosensor mikrotsustiin-LR mé&ramiseks ning optimeerida mdétmismetoodikat.

Mikrotsustiin-LR on tstianobakterite perekonna Microcystis poolt enimtoodetud
toksiin, mis esineb sinivetikate 6itsemise ajal. Keemiliselt vdga stabiilne ning poolestusajaga
kuni 120 péeva, kujutab MC-LR endast ohtu ka pikalt peale tslianobakterite massilist
vohamist veekogudes. MC-LR, olles hepatotoksiin, kahjustab see organismi sattumisel
maksarakke ning halvimal juhul voib tekitada maksapuudulikkuse.

Biosensori  konstrueerimine algas kasutatava aptameeri  Kkontsentratsiooni
optimeerimisega. Kasutades erinevaid aptameeride kontsentratsioone koostati esiteks signaali
ning aptameeri omavaheline sdltuvusgraafik, mille pdhjal otsustati aptameeri
kontsentratsioon jargnevateks katseteks. Otsuse tegemisel voeti arvesse nii signaali
intensiivsus kui ka aptameeride kontsentratsioon. Maodtmisteks kdige optimaalsema
integratsiooniaja leidmiseks testiti kolme erinevat integratsiooniaega. Valikut tehes voeti
arvesse nii signaali tugevus, mis oli arvutatud puhta aptameeri lahuse moédtesignaali ning

integratsiooniaja taustsignaali vahena, kui ka signaali amplituudi kdikumist.

Leiti lineaarne sdltuvus MC-LR kontsentratsiooni ning signaali vahel, tGestades et

antikeha-aptameer baasil pdhinev biosensor mikrotsustiin-LR méaramiseks on véimalik.

Kuigi katsetega loodi baas uuele biosensor tehnoloogiale, siis tulevikus peab antud
tehnoloogiat tdiustama, muutes sensori tundlikumaks, et oleks vdimalik madrata Maailma

Terviseorganisatsiooni poolt ette antud piirm&ar 1 pg/L.
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Summary

Biosensor for the detection of cyanobacterial toxin microcystin-LR

The aim of this work was to construct an antibody-aptamer based biosensor for the
detection of cyanobacterial toxin microcystin-LR and to optimize the systems measurement
methodology.

Microcystin-LR produced by the phytoplankton family Microcystis is the most
produced toxin that occurs during algal blooms. Chemically stable and with a half-life up to
120 days is still a threat even after the algal bloom has ended. Microcystin-LR, classified as a
hepatotoxin, causes damage to liver cells, and the worst-case scenario can end with the liver

failure.

Biosensor construction began when the aptamer concentration was optimized. By
using different aptamer solution concentrations, a graph was constructed to determine the
aptamer solution concentration, which will be used in following tests. Signal intensity and
aptamer concentration were taken into consideration when the decision was made. To
determine the integration time, three different integration times were tested. The signal
amplitude fluctuation and the signal intensity, which was calculated as the integration time
baseline intensity were taken into account when making the decision and extracted from the

signal intensity gotten from pure aptamer solution.

A linear dependence was found between the concentration of MC-LR and the signal,
proving that the antibody-aptamer based biosensor technology can determine the

concentration of microcystin-LR.

Even though the base for new biosensor technology was founded, the technology must
be improved in the future by making the sensor more sensitive and to meet the guideline

value determined by the World Health Organization of 1 pg/L.
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