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TNF-a TAYINI ICIN REFLEKTOMETRIK INTERFERANS SPEKTROSKOPISI
TEMELLI SENSOR GELISTIRILMESI

Sibel Emir DILTEMIZ ', Ay¢a Atihr OZCAN !, Ozlem YALCINKAYA '
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Bu ¢alismada, TNF-a biyomolekiiliinii segici olarak taniyan ve baglayabilen reflektometrik
interferans spektroskopisi temelli sensor sistemi hazirlanmistir. Bu amagla, reflektometrik interferans
spektroskopisi temelli ve karboksimetildekstran kapli sensor sistemleri TNF-o antibadinin uygun
yonlenimli baglanabilmesi amaciyla aktive edilmis, ardindan uygun derisimdeki anti-TNF-o antibadi
aktive ylizeylere baglanmis ve hazirlanan sensorlerin TNF-o molekiiliinii baglama etkinlikleri incele-
nerek, baglanma sabitleri hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler : TNF-a, Reflektometrik interferans spektroskopisi, Biyosensor sistemleri.

DEVELOPMENT OF SENSOR BASED ON REFLECTOMETRIC INTERFERENCE
SPECTROSCOPY FOR DETERMINATION OF TNF-a

ABSTRACT

In this work, sensor system based on reflectometric interference spectroscopy has been prepared
for selective recognition and binding of TNF-a biomolecules. For this purpose, carboxymethyldextran
coated and reflectometric interference spectroscopy based sensor systems have been activated for
binding of suitable orientated antibody. Then, anti-TNF-a antibody has been bound on the surface and

binding efficiency and binding constants of prepared sensors have been investigated.

Keywords: TNF-a, Reflectometric interference spectroscopy, Biosensor systems.

1. GIRiS

Endiistri, ¢evre miihendisligi ve ila¢ alanin-
daki gelismeler, her gecen giin yeni metodlar ve
ylksek hassasiyet gerektiren yoOntemlere olan
ihtiyact arttirmaktadir. Bu yeni metodlardan
birisi de yiiksek segicilige sahip sensorlerin kul-
lanilmasidir (Pearson vd., 2000). Genel anlamda
sensorler, kimya, biyoloji, fizik, miihendislik
gibi pek ¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden
yararlanip molekiillerin veya sistemlerin se¢im-
lilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin
birlestirilmesiyle gelistirilen analitik cihazlar
olarak tanimlanabilir (Yagiuda vd., 1996, Schel-
ler vd., 2001). Sensorler analiz edilen madde ile
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secimli bir sekilde etkilesime giren aktif bir bile-
senin, bu etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan sin-
yali ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve
bunlarin bir 6l¢lim sistemiyle kombinasyonuyla
olusturulur (Wang vd., 1997, Sharma vd., 2003,
Jacobs vd., 2010).

Timor nekrozis faktor-o, (TNF-a), apopto-
zun yani sira hiicre regiilasyonu, proliferasyonu
inflamasyon, bagisiklik, sepsis, seker hastaligi,
kanser, osteoporoz, multiple skleroz, romatoid
artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklart ve
vaskiiler cevaplar da yiiksek stimiile edici potan-
siyeli olan polipeptid yapida bir sitokindir ve
insan hastaliklariin ¢ok genis bir spekturu-
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munda temel aract molekiil olarak gorev alir
(Dana vd., 1991; Tiina vd., 2001; Chen ve
Goeddel 2002). Tiimdr nekroz faktor (TNF),
birgok hiicre tipi tarafindan salgilanan ve kan-
serli hiicrelerin yikimini saglayan bir sitokindir
(Old 1985). Bu nedenle kanser hastaliklarinin
tayini ve tedavisi amaciyla ilizerinde oldukca
yogun c¢alisilan bir protein grubudur. Genel
olarak TNF-o nin normal hiicreler tarafindan
iiretilmedigi diistiniilmektedir, fakat endoplastik,
iltehapli ve bulasici hastaliklarda istilacilar taraf-
indan tetiklenmesine ihtiya¢ duyulur. Bu ne-
denle makrofaj ve monositlerin bakteriyal, viral
ve parazitik organizmalar ve iriinleri karsisinda
lokal ve sistemik TNF-a cevap olusturmasinin
pay1 oldugu ispatlanmistir (Mehdi ve ark. 2001).

Proinflamatuvar ajan1 olarak pek c¢ok
hastalikta TNF-o miktar1 belirte¢ olarak kul-
lanilmaktadir (Ping vd., 1996). Yillardir TNF-a
nin miktarmin belirlenmesi i¢in yapilan biyolo-
jik caligmalar fare fibroblastlarinda sitotoksik
Olciimleri igermekteydi. Fakat TNF-a nin sahip
oldugu pek c¢ok biyolojik 6zellikler sonucu et-
kilemekteydi. Bu nedenle gelismis bioassay ve
immiinoassay yontemlerle bu &zellikler hesaba
katilabilir hale getirilmistir. Cesitli enzim im-
miinoassay yontemleri pek c¢ok analitin tayini
icin farkli duyarliliga sahiptir (Srinivasan vd.,
2004). Enzim immiinoassay sistemlerinin en
onemli uygulamasi biotin-streptavidin uygu-
lamalaridir. Bu sistemin esaslarina dayanarak
ELISA metodu gelistirilmistir. Bu sayede hizli
ve duyarli Olgiimler yapilarak hTNF-o miktar1
hiicre kiiltiir ortami1 gibi viicut sivilarinda sapta-
nabilmektedir (Kittigul vd., 2000; Wanachi-
wanawin vd., 1999). Bu yontemlerden bir digeri
ise serum Orneklerinde TNF-a miktarinin sap-
tanmas1 i¢in biotin-streptavidin sistemi kul-
lanilarak (BS-ELISA) bir modifiye sandvi¢ en-
zim-bagimli immiinosorbent assay dir. Yapilan
caligmalar BS-ELISA yonteminin serum Ornek-
lerinde ki TNF-a tayini i¢in ¢ok duyarlt bir yol
oldugunu gostermistir (Kittigul vd., 2000).

Bu galismada, canlilar ig¢in olduk¢a dnemli
olan TNF-a tayini i¢in yeni bir sensor sistemi
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda cal-
isma kapsaminda gelistirilen TNF-a biyo-
molekiiliinii taniyan reflektometrik interferans
spektroskopisi temelli yeni nesil sensor bazli
calisma biyosensor ve biyoayirma igerikli lit-
eratiirde hi¢ yer almamaktadir.
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2. DENEYSEL
2.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

TNF-a, N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid, 0.1 M N-Hidroksisiiksinimid
Aldrich (Milwaukee, WI, ABD) firmasindan
temin edilmistir. Diger biitiin kimyasallar ve bi-
yokimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmgtir.

Deneylerde kullanilan su; yiliksek akish
seliloz membranli Barnstead (Dubuque, IA)

Ropure LP® ters 0zmoz iinitesinde isleme tabi
tutulduktan sonra Barnstead D3804

NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve
dolgulu iyon degisim sistemi kullanilarak
saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi
18 megaohm/cm'dir.

pH oOlgtimleri WTW Series InoLab pH730
model pHmetre ile, fiber optik spektroskopi
Olciimleri Avantes marka, AvaSpec-1024, Eer-
beek, Hollanda model spektrofotometre ile, re-
flektometrik interferans spektroskopisi ol¢iimleri
Analytic Jena marka, Biaffinity, Jena, Almanya
model spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.
AFM goriintiileri Q-Scope 250, Quesant Instru-
ments, CA, USA cihaz1 kullanilarak elde
edilmistir.

2.2 Karboksimetildekstran Kaph Reflek-
tometrik Sensorlerin NHS/EDC ile
Aktivasyonu

Bu amagla reflektometrik interferans spek-
troskopisi cihazina uyumlu ve Analytic Jena
firmasindan satin alinan karboksimetildekstran
(CMD) polimer tabakasi ile kapli ¢ipler cihaza
takilarak HBS pH:7.4 (HEPES:NaCl:EDTA)
tampon sistemi kullanilarak yikanmis ve 0,1 M
N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve 0,1 M 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC)
cozeltileri ile aktive edilmistir (Sekil 1). Sensor
ylizeylerinin NHS/EDC ile aktivasyonu sonu-
cunda ylizey morfolojisinin degismesi 15181 kir-
mim agisini degistirdigi i¢in sensorgram sinya-
linde artma ile belirlenmistir. Ayrica sensor
ylzeylerinin NHS/EDC ile aktivasyonundan
sonra yiizey morfolojisi atomik kuvvet mik-
roskopu (AFM) ile incelenmistir.
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Sekil 1. CMD kapli sensdrlerin aktivasyon semasi

2.3 TNF-0. Immunoassay Amaciyla Sen-
sorlere Anti TNF-a-Antibadi
Baglanmasi

Sensor yiizeyinde uygun geometrili antibadi
yonlenmesi saglamak iizere modifiye edilen re-
flektometrik  sensorler ylizeyinden HEPES
pH:7,4 tamponunda hazirlanan 10 mgL™ deri-
simdeki anti TNF-a-antibadi c¢ozeltisi gegir-
ilerek, sensor yiizeylerine TNF-o antibadinin
baglanmasi1 saglanmis ve Orneklerden TNF-a
tayini i¢in sensoOrler hazirlanmistir. Hazirlanan
sensoOr yiizeyleri TNF-a antibadi immobilizas-
yonundan sonra AFM cihazi ile incelenmistir.

2.3 Hazirlanan Sensorlerin TNF-a Tayini
I¢in Kullanilmasi

Uygun yonlenimli antibadi immobilizas-
yonu gerceklestirilmis karbaksimetil dekstran
kapli sensorler BIAffinity cihazi kullanilarak
farklh derisimlerde (HEPES pH:7,4 tamponunda
hazirlanan 10, 25 ve 50 ngmL™") TNF-o ¢ozeltil-
eri ile etkilestirilmis ve antibadi ile TNF-a
molekiilii arasinda baglanma incelenmistir.
Glisin-HCI tampon sistemi kullanilarak TNF-a
molekiilii yiizeyden uzaklastirilmis ve ¢ip ylizeyi
rejenere edilmistir.

3. BULGULAR

3.1 Karboksimetildekstran Kaph Reflek-
tometrik Sensorlerin NHS/EDC ile
Aktivasyonunun Incelenmesi

Sensor yiizeylerinin NHS/EDC ile aktivas-
yonu sonucunda yiizey morfolojisinin degigmesi
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1518 kirmim agisini degistirdigi i¢in sensor-
gram sinyalinde artma meydana gelmistir (Sekil
2). Sensorgramlarda 1 ile belirtilen sinyal, spesi-
fik baglanmayi, 3 ile verilen sinyal spesifik ol-
mayan baglanmay1 ve 2 ile verilen sinyal
aradaki farki gostermektedir. Sensorgramdaki
artis etkilesimin gerceklestiginin bir gosterge-
sidir.
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Sekil 2. CMD kapli sensorlerin aktivasyonuna
ait sensorgram

Sensor yiizeylerinin NHS/EDC ile aktivas-
yonundan sonra yiizey morfolojisi atomik
kuvvet mikroskopu (AFM) ile incelenmistir.
Sekil 2 de goriildiigli gibi aktivasyon sonrasi
sensOr ylizeylerinin homojenitesi ve baglanma-
dan dolay1 yiizey yiiksekligi degismistir. Bu du-
rum aktivasyonun gergeklestigini gostermekte-
dir.
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Sekil 3. (a)CMD kapli sensorlerin aktivasyon 6ncesi ve (b) aktivasyon sonrast AFM goriintiisii

3.2 Karboksimetildekstran Kaph Reflek-
tometrik Sensorlere Antibadi Immo-
bilizasyonunun Belirlenmesi

Yapilan 6l¢iimler sonucunda sensor yiizey-
lerine baglanacak uygun antibadi derisimi 10
mgL" olarak belirlenmistir. Antibadi baglan-
masi sonucunda elde edilen sensorgram Sekil
3’de gosterilmistir. Sensor yiizeyine TNF-a an-
tibadi baglanmasi sonucunda sinyalde artis ol-
mus ve baglanma bdlgelerinin tamamlanmasina
kadar artma devam etmistir.

1]

Tz

| —t

500 1500 [seq]

Sekil 3.3 Aktive edilmis sensor yilizeylerine 10
mgL "’lik anti-TNF-o immobilizas-
yonuna ait sensorgram

Sensér yiizeylerine 10 mgL"’lik anti-TNF-a
immobilizasyonundan sonra yiizey morfolojisi
AFM ile incelenmistir. Sekil 4 de goriildiigii gibi
immobilizasyon sonrast sensOr yiizeylerinin
homojenitesi degismistir. Ayrica ylizey yiiksek-
ligi 800 um den 1290 um ye artmistir ki bu da
sensOr yiizeyine anti-TNF-o immobilizas-
yonunun gerceklestigini gostermektedir.

Sekil 4. CMD kapl sensorlerin anti-TNF-o im-
mobilizasyonundan sonra AFM
goruntiisi

3.3 Antibadi immqbilize Sensorlerin
TNF-0 Tayini I¢cin Kullanilmasi

HEPES pH:7,4 tamponunda hazirlanan 10,
25 ve 50 ngmL" derisimdeki TNF-o ¢ozeltil-
erinin sensor ylizeyinden gegirilmesinden sonra
elde edilen sensorgramlar Sekil 5’de verilmistir.
Sensorgramlardan da goriildiigii gibi artan TNF-
a derisimi ile baglanma sinyalinde de artis ol-
mustur.

Derisim ve sinyaldeki artig arasindaki
iligkiden yararlanilarak kalibrasyon dogrusu
olusturulmus hazirlanan sensér sistemlerinin
TNF-o0 tayinin de kullanilabilirlikleri ve
baglanma sabitleri belirlenmistir (Sekil 6).
Deneyler {i¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri
seti i¢in ortalama degerler ve standart sapmayi1
hesaplamak iizere standart istatistiksel yontem-
ler uygulanmistir. Giiven araligir % 95 tutulmus-
tur.
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Sekil 5. 10 ngmL™" (a), 25 ngmL™" (b) ve 50 ngmL" (c) i¢in TNF-a baglanmasina ait sensorgram
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Sekil 6. TNF-a i¢in kalibrasyon grafigi

Sensér yiizeyi ve TNF-o arasindaki
baglanma etkilesimleri Langmuir adsorpsiyon
izotermi kullanilarak belirlenmigtir. Bu amagla
Esitlik 1.1°de verilen Langmuir adsorpsiyon
denklemi kullanilmistir.

1 1 1
= I+ 1.1
R K, Ve R (b

R

denge maks maks

Bu esitlikte;

C : TNF-o derigimi

Riaks : Sonsuz TNF-o derisimindeki
denge sinyali

Ka : Afinite sabiti

Sekil 3.7°de verilen Langmuir grafigi kul-
lanilarak anti-TNF-o immobilize edilmis sen-
soriin TNF-o baglanmasi i¢in afinite sabiti (K,)
2.4x10* M olarak bulunmustur

Reenge : TNF-a enjeksiyonundan sonra
sinyal
0016 y=4E+12x+ 0,0157
R? = 0,9556
0,012 1

0,008

1/Rdenge

0,004 -

0
0,00E+00

1/C (/M)

5,00E-15

Sekil 7. TNF-a tayini i¢cin Langmuir grafigi
4. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen ¢alismada, biyolojik olarak
olduk¢a Onemli bir biyokimyasal olan TNF-
o’nin tayin ve teshisine yonelik reflektometrik
interferans spektroskopisi temelli sistemler gel-
istirilmistir. Reflektometrik interferans spek-
troskopisinin sensor yiizeyi NHS/EDC ile aktive
edilmis ve anti-TNF-a antibadi sensor yiizeyine
immobilize edilmistir. Elde edilen pikler immo-
bilizasyonun diizgiin bir sekilde gerceklestigini
gostermektedir. Bu sonu¢ anti-TNF-o’nin
baglanma bolgelri aktif olarak etkilesime gire-

bilecegini gostermistir. Reflektometrik interfer-
ans spektroskopisinin anti-TNF-a immobilize
edilmis sensor ylizeyinden farkli derisimlerdeki
TNF-a ¢ozeltileri gecirildiginde, birbirleriyle
olan etkilesimleri sonucu meydana gelen pik,
anti-TNF-a’nin etkinligini korudugunu ve anti-
jen baglama bolgesi ile TNF-a’y1 dogal resep-
torlere yakin bir baglanma sabiti ile (2.4x10* M)
bagladigini gostermektedir.
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