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            Abstract
          
        

        
          In this paper, we describe the fabrication of a paper-based enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect polygalacturonase (PG), which is used as a biomarker to determine whether a plant is infected with a disease. The proposed paper-based ELISA can analyze the concentration of PG in a short time using a small sample compared to the traditional ELISA, which is generally performed using a well plate. To increase the resolution of the sensor, we optimized the dilution ratio of the HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody and the dilution ratio of the anti-PG and HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibodies. Furthermore, for quantitative analysis of PG concentration, Delta RGB analysis was conducted to detect color changes in the sensing window displayed by the PG samples at various concentrations. Based on the experiment, the fabricated paper-based ELISA could measure at least 0.25 μg of PG and the measurement range was 0.25–2 μg. Therefore, the paper-based ELISA for detecting PG is expected to be able to determine the presence or absence of disease in crops at the infection stage in the future.
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      1. 서 론
      식물을 구성하는 식물세포는 일반적으로 펙틴(pectin), 헤미셀룰로오스(hemicellulose), 셀룰로오스(cellulose) 복합체로 이루어져 있으며 세포벽을 견고하게 하고 외부로부터 침입하는 병원체를 방어하는 물리적·화학적 장벽 역할을 한다 [1]. 식물은 일생 동안 다양한 병원균에 의해 영향을 받아 생장하는데 박테리아 및 진균 같은 병원균은 병원체가 식물세포 내로 침투할 수 있게 다양한 펙틴 분해 효소를 생성한다. 그 중에서 Polygalactronase(PG, EC 3.2.1.15)는 펙틴(Pectin) 분해 효소중 하나로 펙틴사슬 사이에 물 분자를 첨가해서 α-(1,4)-glycosidic bond를 끊고 펙틴을 분해하는 역할을 한다. 특히, 식물에서 PG는 질병감염의 초기와 숙주 정착(host colonization) 동안 많이 생성되며 조직 침범(tissue maceration)과 연성 부패(soft rot)를 특징으로 하는 식물 질병에 매우 관련성 많은 것으로 알려져 있다 [2,3]. 그러므로, 식물에서 PG의 유무는 식물 내로 병원체의 침입 여부를 확인할 수 있는 기준이 될 수 있으므로 PG의 유무를 검출하는 연구는 매우 중요하다.

      대부분의 병을 일으키는 곰팡이는 식물의 세포벽을 분해하기 위해 다양한 효소를 생성하며 효소는 병원체가 식물 조직 내부의 침투 및 균사 분사 분지에 중요한 역할을 한다 [4-6]. 특히, 다양한 펙틴 분해 효소 중 하나인 PG는 곰팡이에 탄소원을 제공해 주는 펙틴을 분해하여 식물의 병원체 감염에 결정적인 역할을 하기 때문에 식물체 내에서 PG의 검출은 식물의 질병감염 여부를 판단하는데 있어 기준이 될 수 있으므로 매우 중요하다 [7,8].

      기존의 PG의 검출 방법으로는3,5-dinitrosalicy acid(DNS) 방법, Somogyi-nelson 방법 및 Rythenium Red(RR) 방법 등이 있으며 위 방법들은 샘플에 있는 PG의 활성도에 따라 변화는 색의 변화를 스펙트로미터(spectom eter)를 활용한 흡광도 측정을 통해 PG의 활성도를 측정하였다 [9-12]. 하지만 기존의 분석 방법들은 샘플 내 PG의 활성을 측정할 수 있지만 PG의 양을 정량적으로 분석할 수 없으며 검출하는 과정이 복잡하고 고가의 장비인 스펙트로 미터가 필요하다는 단점을 가지고 있다. 최근에 현장에서는 신속하고 간단하게 생·화학적인 물질을 검출할 수 있는 센서에 대한 요구가 계속적으로 증가하고 있다. 그래서 저렴하면서 휴대가 용이하며 소량의 시약으로 빠른 분석을 제공할 수 있는 특징을 가진 종이기반 센서의 개발이 주목 받고 있으므로 샘플 내에 PG의 양을 검출하는 센서로도 활용을 고려할 수 있다.

      본 연구에서는 샘플 내에 있는 PG를 정량적으로 분석할 수 있는 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 제작 및 그 성능을 실험하였다. PG의 양을 검출하기 위한 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서는 왁스프린팅 방법을 사용하여 쉽고 간단하게 제작되었으며 샘플 내 PG 양 측정은 센싱부의 색 변화를 Delta RGB 값을 분석하여 정량화 하였다. 특히, 제안된 센서는 약 3 μl의 소량 샘플을 사용하여 2시간 내에 샘플 내에 PG의 양을 정량적으로 분석할 수 있다는 장점을 가진다.

    

    

  
    
      2. 연구 방법
      
        2.1 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 설계 및 제작
        PG의 양을 측정하기 위해 제안된 센서는 단층으로 이루어졌으며 지름 4 mm 크기 원형 부분을 샘플 주입부 및 센싱부로 같이 사용한 구조로 설계되었다. Fig. 1(a)는 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 개략도를 보여준다. 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서는 먼저 센서의 구조 및 형상을 AutoCAD를 사용하여 설계한 후 설계된 센서를 왁스프린터를 사용하여 종이 위에 왁스를 프린팅 한다. 다음으로 종이 표면 위에 있는 왁스를 종이 내부로 완전히 침투 시키기 위해 왁스가 패턴된 종이를 평판가열기(hotplate) 위에 놓고 120oC에서 3분 동안 가열하면 센서의 제작이 완료된다. Fig. 1(c)는 왁스프린터를 사용하여 제작된 종기 기반의 효소결합 면역반응 센서의 광학적 이미지를 보여준다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            A paper-based ELISA for PG detection; (a) schematic diagram of a paper-based ELISA, (b)mechanism of a paper-based ELSISA for PG detection, and (c) optical image of the fabricated paper-based ELISA.
          
          

          

        

      

      
        2.2 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 구동 원리
        종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 구동 원리는 다음과 같다. 왁스프리팅 방법을 사용하여 제작된 종이센서의 샘플 주입부 영역에 phosphate buffer saline(PBS) 용액을 사용한 희석한 샘플을 3 μl 넣고 20분 정도 샘플을 배양한다. 샘플 배양 후 washing buffer로 세척한 다음 2 % bovine serum albumin(BSA)가 포함되어 있는 blocking buffer를 3 μl 첨가하고 10분 동안 반응시킨 후 washing buffer를 사용하여 다시 세척한다. 다음으로, blocking buffer에 희석된 anti-PG 항체를 3 μl 첨가한 후 다시 20분 동안 반응하도록 두었다가 washing buffer로 씻어낸다. 마지막으로 goat anti-rabbit horseradish peroxidase(HRP) 항체를 3 μl 첨가한 후 다시 10분 동안 반응하도록 두었다가 washing buffer로 다시 씻어준다. 종이가 건조되면 3 μl의 tetramethylbenzidine(TMB) substrate solution를 센싱부에 넣은 후 30분 방치하고 센싱부의 색의 변화를 확인하여 샘플내 PG의 양을 정량화 할 수 있다. Fig. 1(b)는 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 구동 원리를 보여준다. 만약, 샘플 내에 PG가 있다면 센싱부의 색이 흰색에서 파란색으로 발색되며 PG의 양이 많을수록 더욱 진한 파란색으로 발색되므로 발색되는 정도를 Delta RGB 값 분석을 통해 PG의 양을 정략적으로 분석할 수 있다.

      

      
        2.3 시약 및 기구
        PG를 정량적으로 측정하기 위한 센서를 제작하기 위해 다양한 시약이 사용되었다. 센서의 플랫폼으로 사용되는 Whatman Grade 1 CHR chromatography paper는 GE healthcare제품을 사용하였다. PG는 Novozymes에서 구매하였고, goat anti-rabbit IgG HRP는 Cell signal 제품을 사용하였다. 기본 완충액으로 사용된 PBS, washing solution으로 사용된 Tween20, blocking solution으로 사용된 BSA은 Sigma 제품을 사용하였다. 접합된 HRP의 발색을 위해 사용된 TMB substrate solution은 Thermo 제품을 사용하였다.

        PG 검출센서를 제작하기 위해 AutoCAD프로그램을 사용하여 센서의 형상 및 구조를 설계하였으며, Xerox ColorQube 8570DN 프린터를 사용하여 설계된 센서를 종이 위에 형상화 했다. 제안된 종이기반의 효소결합 면역반응 센서를 사용하여 PG의 양을 정량적으로 분석하기 위해 일정한 빛의 밝기가 유지되는 공간에서 센서의 센싱부 이미지를 Sony의 α-5100 디지털 카메라를 이용해서 획득했다. Fig. 2는 일정한 빛의 밝기가 유지된 PG 측정 시스템을 보여준다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Schematic of the detection system for quantitative measurement of PG.
          
          

          

        

      

      
        2.4 이미지 분석
        디지털 카메라를 통해 획득한 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 센싱부 이미지는 Image J 프로그램으로 분석하여 센싱부에 대한 평균 RGB값을 획득했다. Delta RGB 값은 PG가 존재하지 않는 샘플에서 얻어진 센싱부의 평균 RGB값(R0, G0, B0)과 PG가 존재하는 샘플에서 얻어진 센싱부의 평균 RGB값(Rn, Gn, Bn)의 차이를 이용하여 정량적으로 분석된다. 측정의 정확성을 위해 동일 샘플에 대한 Delta RGB 분석은 3번 반복을 통해 얻었다.
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      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 PG를 검출하기 위한 종이 기반 효소결합 면역반응 센서의 최적화
        종이 기반 효소결합 면역반응 센서를 사용하여 PG를 검출하기 위해서는 센서의 최적화가 필요하며 이에 영향을 미치는 다양한 요소들을 고려하여 센서를 설계 및 제작했다. 제안한 센서는 항원과 항체의 면역반응을 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG항체와 TMB substrate 용액의 반응에 의해 나타나는 발색의 크기를 분석하여 PG의 양을 검출하는 것을 기본 원리로 함으로 TMB substrate 용액과 반응하는 goat anti rabbit IgG 항체의 희석 비율과 goat anti rabbit IgG 항체와 반응하는 anti-PG항체의 희석 비율이 센서의 분해능에 미치는 영향이 매우 크다. 그러므로 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체의 희석 비율과 anti-PG항체의 희석 비율을 최적화 할 필요가 있다.

        첫 번째로 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체의 희석비율을 결정하기 위해서 다양한 농도로 희석된 goat anti rabbit IgG항체와 TMB substrate 용액을 반응시켜 발색의 크기를 비교 분석 하였다. 실험에 사용된 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체의 희석 비율 범위는 1:1250부터 1:80000이다. Goat anti rabbit IgG항체의 희석 비율을 최적화하기 위한 실험은 먼저 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체를 PBS 용액에 희석하여 종이센서 센싱부에 3 μl 주입하고 20분 동안 배양한 다음 TMB substrate 용액을 첨가하여 30분 동안 반응 후 발색의 정도를 비교분석 하였다. 실험결과 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체의 희석 비율 1:1250부터 1:5000 사이에서 Delta RGB 값이 오차 범위 내로 가장 크게 나타나는 것을 알 수 있으며, 센서를 저가로 제작하기위해 최적의 희석 비율을 1:5000으로 결정하였다. Fig. 3은 goat anti rabbit IgG HRP 희석 비율에 따른 TMB 발색을 Delta RGB로 분석한 값을 보여준다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Delta RGB value of TMB color development according to the goat anti rabbit IgG HRP dilution ratio.
          
          

          

        

        다음으로 anti-PG 항체의 희석 비율을 결정하기 위해 다양한 농도로 희석된 anti-PG 항체와 1:5000으로 희석된 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체와 반응시켜 발색의 크기를 비교분석 하였다. 실험에 사용된 anti-PG 항체의 희석 비율 범위는 1:62.5부터 1:8000 이다. Anti-PG 항체의 희석 비율을 최적화하기 위한 실험은 먼저 anti-PG 항체를 PBS 용액에 희석하여 종이센서 센싱부에 3 μl 주입하고 20분 동안 배양한 다음 blocking 후 씻어내고 1:5000으로 희석된 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체를 3μl 첨가하고 반응시킨다. 반응 후 마지막으로 3 μl TMB substrate 용액을 첨가하여 30분 동안 반응 시킨 다음 희석 비율에 따른 발색의 정도를 비교분석 하였다. 실험결과 anti-PG 항체의 희석 비율 1:62.5부터 1:125 사이에서 Delta RGB 값이 오차 범위 내로 가장 크게 나타나는 것을 알 수 있으며, 센서를 저가로 제작하기 위해 최적의 희석 비율을 1:125로 결정하였다. Fig. 4는 종이 센서에서 anti-PG와 goat anti rabbit IgG 항체 상호 반응에 따른 희석비율 최적화를 보여준다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Delta RGB value of TMB color development according to anti-PG dilution ratio.
          
          

          

        

        위의 실험결과들을 바탕으로 PG의 양을 고분해능으로 검출하기 위해서 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서에 1:5000으로 희석된 HRP가 접합된 goat anti rabbtit IgG 항체와 1:125 로 희석된 anti-PG 항체를 사용하였다.

      

      
        3.2 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서를 사용한 PG 양의 정량적인 분석
        위의 실험결과들을 기반으로 최적화된 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서를 제작하였으며 이를 사용하여 다양한 양을 가진 PG 샘플에 대해서 정량적으로 분석하였다. 실험에서 사용한 샘플의 PG의 양 범위는 0부터 4 μg 이며 PG의 양에 따른 센싱부의 Delta RGB 값을 분석하여 PG의 양을 정량화하기 위한 실험을 진행하였다. 실험은 제작된 종이센서 센싱부에 다양한 양을 가진 PG 샘플 3 μl 주입하고 20분 동안 배양한 다음 blocking 과정 및 씻어낸 후 1:125 비율로 희석된 anti-PG 항체와 1:5000 비율로 희석된 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG 항체를 3 μl를 순서대로 첨가하고 반응시켰다. 반응 후 마지막으로 TMB substrate 첨가하여 30분 동안 반응 시킨 후 발색의 정도를 비교 분석 하였다. 실험결과 종이센서를 사용하여 0 μg 부터 0.125 μg을 가진 PG 샘플을 분석한 결과 센싱부의 Delta RGB 변화가 거의 없었으며 0.25 μg 부터 유의미한 Delta RGB 값의 변화를 확인할 수 가 있었다. Fig. 5는 다양한 양의 PG를 가진 샘플에 따른 Delta RGB값의 변화를 보여준다. PG의 양이 0.25 μg일 때 센싱부의 Delta RGB 값은 4.7이며 PG의 양이 2 μg 일 때 센싱부의 Delta RGB 값은 12.7로 가장 큰 것을 알 수 있다. 2 μg 보다 많은 양의 PG 샘플에서는 항원-항체 반응이 포화되어 발색 크기가 변화가 거의 없는 것을 알 수 있다. 제안한 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서로 검출한 가능한 PG의 양은 0.25 μg-2 μg 임을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Change of Delta RGB value according to the amount of PG.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 논문에서는 식물의 질병 감염 여부를 판단하는 바이오 마커로 사용되는 PG를 검출하기 위한 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서의 제작 및 제작된 센서의 성능에 대해서 평가하였다. 제안된 센서는 왁스프린팅방법을 사용하여 간단하게 제작하였으며 제작된 센서의 성능 평가는 다양한 농도를 가진 PG 샘플을 센싱부에 놓고 면역반응을 통해서 나타나는 센싱부의 색 변화를 Delta RGB 분석하여 나타내었다. 센서의 분해능을 높이기 위해 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG항체의 희석비율 및 Anti-PG와 HRP가 접합된 goat anti rabbit IgG항체의 상호 반응의 희석 비율을 최적화 하였으며 이를 통해 센서에서 항원과 항체의 면역반응을 최적화 하였다. 제작된 센서를 사용하여 PG를 검출한 결과 측정한 가능한 PG의 최소 농도는 0.25 μg 이며 PG의 측정 가능 범위는 0.25 μg-2 μg 이었다. 위 실험결과를 바탕으로 제안된 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서는 기존 방법과 비교하여 소량의 샘플을 사용하여 짧은 시간에 PG를 검출하고 분석할 수 있다는 장점이 있지만 분해능이 낮다는 단점을 가짐을 알 수 있다. 그러므로, 제안된 PG를 검출하기 위한 종이 기반의 효소결합 면역반응 센서는 앞으로 분해능 개선된다면 농작물의 질병 유무를 판단하는데 사용될 것으로 예상되며 농작물의 생산성 향상에 기여할 것으로 기대된다.
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