BOLUM 7

BIYOSENSORLER VE BiYOKIMYA ALANINDAKI
UYGULAMALARI

Gokay VARDAR!
Ferhat HANIiKOGLU:

BiYOSENSORLERIN TANIMI

Bir biyosensor genellikle biyolojik bir yanit1 veya olay1 6lgiilebilir bir yanita do-
niigtiiren analitik bir cihaz olarak tanimlanir. Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC)’ye gore biyosensorler kimyasal bir maddeye verilen biyo-
lojik cevabi optik, termal veya elektrik sinyallerine doniistiiren elektrokimyasal
cihazlardir. Biyoteknoloji ve elektronigin sinerjik kombinasyonu, biyosensor tek-
nolojisi ad1 verilen bir teknoloji nesline yol agmustir (1).

Biyosensoérler, modern analitik kimyanin gesitli alanlarinda 6nemli olan ana-
litik araglar grubunu olusturur. Neredeyse tiim biyoetkilesim tiirleri ve analit ta-
nima semalarina uygulanabilir. Bu semalarda kiigiik biyomolekiiller, enzimler,
antikorlar, niikleik asitler ve ayrica viriisler, hiicreler ve mikroorganizmalar yer
alabilir. Ayrica, biyosensoérlerin klinik ve biyomedikal uygulamalari, ¢evre, gida
ve ila¢ analizleri gibi diger 6nemli alanlar da biyosensorlerin kullanim alanina
girmektedir. (2).

BIYOSENSORLERIN TARIHCESI

Biyosensor caligmalar: 20. yiiz yilin baslarinda pek yapilmamaktayd: (3). 1956
senesinde Clark kandaki oksijen diizeyini oksijen elektrodu ile 6lgerek biyosen-
sorlerin babasi ismini almistir. Daha sonra biyosensorlerin onciileri olan Clark
ve Lyons 1962 senesinde glukoz oksidaz enzimini oksijen elektrodu yiizeyindeki
diyaliz membran i¢inde tutarak kan glukoz diizeyini 6l¢en glukoz biyosensorii
tasarlamislardir (4). Daha sonra 1967de Updike ve Hicks, glukozun hizli ve kan-
titatif tayini icin glukoz oksidaz enziminin bir oksijen elektrodunun yiizeyine bir
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poliakrilamid jel i¢inde immobilize edildigi benzer bir cihazi tanimlamak i¢in
“enzim elektrodu” terimini kullanmislardir. Guilbault ve Montalvo 1969da po-
tansiyometrik 6l¢iim ile iire konsantrasyonunu 6l¢mek igin iireaz ile birlestirilmis
cam elektrotlar kullanarak ilk potansiyometrik biyosensorii meydana getirmisler-
dir. ClarK’in ¢alismasi ve ardindan teknolojisinin Yellow Spring Instrument Com-
pany’ye transferi, 1975de ilk 6zel glikoz biyosensoriiniin ticari olarak basarili bir
sekilde piyasaya siiriilmesine yol agmistir (5).

1970’lerde iyon segici elektrotlar (ISE) tizerine arastirmalar ¢ok aktifti. Profesor
G. Rechnitz, benzaldehit ve siyaniir vermek iizere bir Iyon Segici Elektrot (siyaniir
ISE) ile beta glukozidazin baglanmasina dayanan bir “amigdalin” sensorii gelis-
tirdi. Buna ek olarak, termal donistiiriiciilere dayali biyosensor uygulamalarin
popiilerligi artig gosterdi. Bu bulugu, immobilize bir indikator ile CO, veya O,y
tespit etmek icin Lubberz ve Optiz tarafindan optik biyosensoriin gelistirilmesi
izledi. 1970’lerde potansiyometrik teknikler biyosensor alaninda ivme kazandi.
Ayrica bu dénemde antikorlarin elektroda piezoelektrik ve potansiyometrik do-
niistiiriicii ile sabitlenmesiyle amperometrik algilamaya dayali bir immiinosensor
gelistirildi (6,7).

BIYOSENSORLERIN YAPISI VE FONKSiYONU

Biyosensorler, Sekil 1'de goriildiigii gibi spesifik olarak analite baglanan biyokom-
ponentler (biyoreseptor) ve biyoreseptoriin analit ile etkilestiginde ortaya ¢ikan
fiziksel ya da kimyasal sinyali elektriksel sinyale doniistiiren fiziksel komponent-
lerden (transduser) olusur.

Analit ile biyoreseptor etkilestiginde ortaya ¢ikan sinyal proton konsantras-

yonundaki degisimden, amonyak ya da oksijen gibi gazlarin salinmasindan, 151k
veya 1s1 emisyonu, kiitle degisimi, absorpsiyon gibi degisimlerden kaynaklanir (3).
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Sekil 1. Biyosensorlerin Genel Yapisi
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Biyosensorlerin olusturulmasinda biyoreseptor ve transduser se¢imi ve bunla-
rin kombinasyonu ¢ok 6nemlidir. Bu yilizden teorik olarak reseptor ve transduser-
lerin kombinasyonu miimkiin olmasina ragmen, bu kombinasyon bir elektriksel
sinyal olusturamazsa biyosensor fonksiyon gostermez (8).

Bir hedef analit belirlendikten sonra, basarili bir biyosensor gelistirmek i¢in
agagidaki kosullarin olmas: gerekmektedir.

1. Uygun bir biyoreseptor veya bir tanima molekiiliiniin secimi 6nemlidir. Biyo-
reseptor, analizin amaci i¢in oldukea spesifik olmali, normal saklama kosulla-
r1 altinda stabil olmali ve testler arasinda diisiik varyasyon gostermelidir.

2. Uygun bir immobilizasyon yonteminin se¢ilmesi gerekmektedir. Ayrica re-
aksiyon, karistirma, pH ve sicaklik gibi fiziksel parametrelerden yonetilebilir
diizeyde bagimsiz olmalidir.

3. Baglanma reaksiyonunu 6l¢iilebilir sinyale ¢eviren bir donistiiriictiniin segi-
mi ve tasarimina dikkat edilmelidir.

4. Yanit, seyreltme veya konsantrasyon olmaksizin, ilgili konsantrasyon araligin-
da dogru, kesin, tekrarlanabilir ve dogrusal olmalidir. Ayrica elektriksel veya
diger doniistiiriicti kaynakl giiriiltillerden arindirilmis olmalidir.

5. Biyosensor klinik durumlarda invaziv izleme i¢in kullanilacaksa, prob kiigiik
ve biyouyumlu olmali, toksik veya antijenik etkileri olmamalidir. Ayrica, bi-
yosensdr inaktivasyona veya proteolize egilimli olmamalidir.

6. Insan numunelerinden alinan analitlerin hizli él¢timleri icin biyosensériin
gercek zamanli analiz saglamasi arzu edilir.

Komple biyosensor ucuz, kiigiik, tasiabilir ve yar1 vasiflh operatorler tarafin-
dan kullanilabilecek nitelikte olmalidir (5,9).

Biyoreseptorler (Biyokomponentler)

Biyosensorlerin yapisinda bulunun biyoreseptorler, analite kars1 yiiksek afinite,
ozgiillik gosteren ve analit ile segici olarak etkilesime giren biyomolekiillerdir.

Enzimler, hiicreler, viriisler, mikroorganizmalar, dokular, reseptorler, niikleik
asitler ve antikorlar biyosensoriin biyolojik bilesenini olusturur. Enzimler olduk-
¢a spesifiktir, bu nedenle biyosensorlerde enzimlerin yer aldigi kapsamli uygula-
malar bulunmaktadir. Sensorlerde kullanilmak {izere kullanilan enzimlerin ¢ogu
mikroorganizmalardan izole edildiginden, organizmalarin kendilerinin potansi-
yel biyokatalizorler olarak kabul edilmesi mantiklidir. Antikor ve antijen etkile-
simleri, biyosensor yapiminda kullanilan hiicre zarlar1 ve organellerinin yani sira
immiinosensorlerde de kullanilmistir (10,11).
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Fiziksel Komponentler (Transduserler)

Bir biyosensoriin anahtar pargasi, reaksiyona eslik eden fizikokimyasal degisim-
den yararlanan doniistiiriiciilerdir. Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksi-
yonunu oOlgiilebilir fiziksel bir sinyale donistiirtirler ve biyokimyasal reaksiyona
gore transduser segilir. Biyosensorlerin gelistirilmesinde cesitli dontistiiriicii tiir-
leri kullanilmistir (1,8). Biyosensorlerde kullanilan dort ana dontstiirticti tiri
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve termal doniistiiriiciilerdir. Elektrokemilii-
minesans cihazlari, uyarma elektrik enerjisi gerektirdiginde bile, genellikle optik
olarak kabul edilir (11).

BiYOSENSORLERIN SINIFLANDIRILMASI

Biyoreseptorler, biyosensor yapiminda birincil bilesen olarak kabul edilir. Biyore-
septore gore biyosensorler, enzimatik biyosensoérler (en yaygin biyosensor sinif1),
immiinosensorler (yiiksek 6zgiilliige ve duyarliliga sahiptir ve 6zellikle tanida fay-
dalidir), aptamer veya niikleik asit bazli biyosensorler (mikrobiyal tiirler ve niik-
leik asitler i¢in yiiksek ozgiilliige sahiptir) olarak ve mikrobiyal veya tam hiicreli
biyosensérlerdir. Ikinci siniflandirma déniistiiriicii bazinda yapilir ve sensérler
elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik, empedans ve kondiiktometrik
olarak gruplandirilir), elektronik biyosensor, termal biyosensér, optik ve kiitle ta-
banli veya gravimetrik olarak siniflandirilir.

Baska bir smiflandirma, sinirli olan biyoreseptor-analit kombinasyonlarini
icerir. Algilama sistemine bagli olarak bazi siniflandirmalar yapilmaktadir. (Op-
tik, elektrik, elektronik, termal, mekanik ve manyetik) ve teknolojiye bagl olarak
(nano, ytizey plazmon rezonansi (SPR), ¢ip lizerinde biyosensorler (lab-on-chip),
elektrometreler) (12).

Biyoreseptorlere Gore Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyotanima ilkesine gore, biyosensorler katalitik biyosensorler ve afinite veya
katalitik olmayan biyosensorler olarak siniflandirilir. Katalitik bir biyosensorde,
analit-biyoreseptor etkilesimi, yeni bir biyokimyasal reaksiyon iiriiniiniin ortaya
¢ikmasiyla sonuglanir. Bu biyosensor enzimleri, mikroorganizmalari, dokular1 ve
tiim hiicreleri igerir. Afinite (katalitik olmayan) biyosensér durumunda, analit re-
septore geri doniistimsiiz olarak baglanir ve etkilesim sirasinda yeni biyokimyasal
reaksiyon tiriinii olugsmaz. Bu sensor tipi, tespit icin hedef olarak antikorlari, hiic-
re reseptorlerini ve niikleik asitleri igerir (12,13).
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Enzim Bazli Biyosensérler

Enzim bazli kimyasal biyosensorler biyolojik tanimaya dayalidir. Caligmak igin,
enzimlerin belirli bir biyokimyasal reaksiyonu katalize edecek sekilde mevcut ol-
mast ve biyosensoriin normal ¢alisma kosullar1 altinda stabil olmasi gerekir (14).
Bir biyosensorde, enzim aktivitesini stirdiirmek i¢in doniistiiriicti yiizeyindeki
destek matriksi iizerinde/iginde hareketsiz hale getirilir.

Enzim-substrat etkilesimlerinin yiiksek 6zgiilliigii ve biyokatalizorlerin yiiksek
devir hizlar1 (yani, katalizor aktivitesinin ve yasam siiresinin {iriinii) gibi enzim
kullanmanin avantajlari, enzim bazli biyosensorleri en kapsamli galisilan alanlar-
dan biri haline getirmistir. Bununla birlikte, enzim yapisi son derece hassastir, bu
da duyarliligini, kararliligini ve uyarlanabilirligini gelistirmeyi pahali ve karmagik
hale getirir (12). Enzim bazli biyosensoriin algilama prensibi, proton konsantras-
yonu (H*), gazlarin salinimi veya alimi (yani, CO,, NH,, 0, vb.), 151k emisyonu
gibi degisiklikleri olgerek belirli analitlerin varligini tespit etmektir. Uygun do-
niistiiriicii daha sonra bu degisiklikleri ilgili analitleri tanimlamak i¢in kullanilan
olgiilebilir sinyallere (elektriksel, optik veya termal sinyaller) doniistiiriir (15).

Antikor Bazh Biyosensorler

Antikorlar veya immiinoglobulinler, konagin antijene kars1 immiin yanit1 olarak
B-hiicreleri tarafindan iiretilen Y-sekilli proteinlerdir. Ligand olarak gomiili bir
antikora sahip olan veya antikor-antijen etkilesimi tizerinde islev goren biyosen-
sorlere immiinosensorler denir. Biyosensor uygulamast i¢in, hedefe karsi spesifik
bir antikor tepkisi elde etmek i¢in uygun bir konakg adjuvan da kullanilarak ilgili
antijen ile immiinize edilir. Prob olarak kullanilan antikorlar poliklonal, monok-
lonal veya rekombinant olabilir (16). Immiinosensorler (i) etiketsiz ve (ii) etiketli
olarak smiflandirilir. Etiketlenmemis immiinosensorler, kompleksin gelisiminin
neden oldugu fiziksel degisiklikleri tahmin ederek antijen-antikor kompleksini
spesifik olarak belirlemek i¢in olusturulur. Etiketli immiinosensér durumunda,
hassas olarak saptanabilir bir etiket (isaretleyici) eklenir. Antijen-antikor komp-
leksi, etiket 6l¢iimil ile hassas bir sekilde degerlendirilir (12).

Aptamer Bazli Biyosensérler

Aptamerler, hedef molekiillere secici olarak baglanan ve iki boyutlu (2D) ve iig
boyutlu (3D) yapilara katlanabilen sentetik tek sarmalli niikleik asitlerdir (DNA
veya RNA dizileri). Aptamerlerin en énemli 6zelligi, hedef molekiil i¢in saptama
kriterlerine gore kimyasal olarak modifiye edilebilmeleridir. Aptamerler, teshis ve
tedavi i¢in giderek daha 6nemli molekiiler araglar haline gelmistir. Bu sebeple son

- 69 -



Gtincel Biyokimya Calismalari IV

yillarda aptamer tabanli sensorler (aptasensorler) ozellikle dikkat ¢ekmektedir.
Aptamer bazli biyosensorler, antikor bazli sensorlere gore yeniden kullanilabilir-
lik avantaji sunar. Ayrica, kii¢iik boyutlar1 ve ¢ok yonliiliigii nedeniyle minyatiir
sistemlerde kullanilabilmektedir. Optik, elektrokimyasal ve piezoelektrik teknik-
ler aptamer bazli biyosensorlerde en sik kullanilanlardir. Farkli transdiiksiyon tek-
niklerine bagli olarak, bu biyosensorler ayrica etiketli veya etiketsiz aptasensorler
olarak kategorize edilir. Yiizey plazmon rezonansi (SPR), etiketsiz optik sensorler
i¢in en yaygin kullanilan yontemdir, oysa etiket tabanli optik aptasensorler icin
floresan boyalar (floresan) kullanilir (12, 17).

Tam Hiicre Bazli Biyosensorler

Tam hiicre bazli biyosensorler, potansiyel biyotanima eleman: olarak mikroplar:
(bakteri, mantar (mayalar ve kiifler), algler, protozoa ve viriisler) kullanirlar. Bu
biyosensorler ayrica bir numunenin farmakolojisi, hiicre fizyolojisi, toksikolojisi
ile ilgili bilgiler gibi molekiil tabanl biyosensorlerin veremedigi bilgileri de sag-
layabilir. Tipik bir tam hiicre tabanli biyosensoriin temel mekanizmasi, belirli bir
analit tiiriintin tespiti ve bu tanimlamanin bir islemci araciligiyla bir elektriksel ve
optik sinyale yiikseltilmesidir. Bu okuma islemi, molekiiler tanima elemanlarini
saglayan birim olarak canli hiicrelerin veya bakterilerin hareketsizlestirilmesi ve
kullanilmasi yoluyla saptanabilir. Geleneksel bir biyosensorden farkl olarak, tam
hiicre tabanli biyosensorler daha genis bir madde yelpazesini algilayabilir ve bu
nedenle bir doku 6rneginin, diger hiicrelerin veya gevrenin elektrokimyasal duru-
mundaki degisikliklere kars1 daha hassastir, ¢linkii bunlar genetik modifikasyona
sahiptir ve ¢esitli sicaklik ve pH degerleri gibi daha genis bir kosullar araliginda
calisabilirler (12,18).

Doniistiiriiciilere Gore Biyosensorler

Elektrokimyasal Biyosensérler

Elektrokimyasal biyosensorler, enzim-substrat reaksiyonu ve antijen-antikor etki-
lesimi gibi biyokimyasal olaylar1 elektrik sinyallerine (6rn. akim, voltaj, empedans
vb.) doniistiiren analitik cihazlardir (19).

Yiiksek hassasiyet, daha diisiik tespit limitleri, otomasyon, diisiik test maliyet-
leri ve ¢ok kii¢iik numune hacimleriyle ¢alisabilen tek kullanimlik cihazlarin ve
metodolojilerin gelistirilmesi, elektrokimyasal biyosensorlerle iliskili avantajlar-
dan bazilaridir (20).

Biyosensorleri karakterize etmek veya biyotanima olaylar1 sirasinda cevap
sinyallerini 6l¢mek i¢in ¢ok gesitli elektrokimyasal teknikler kullanilabilir (21).
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Bu nedenle elektrokimyasal biyosensorler voltametrik, konduktometrik, empedi-
metrik, amperometrik ve potansiyometrik olarak siniflandirilabilir (20).

a) Potansiyometrik Biyosensorler: Potansiyometrik biyosensor, bir elektrokim-
yasal potansiyel doniistiiriiciiye bagli biyolojik algilama elemani igeren bir cihaz
olarak tanimlanabilir. Potansiyometrik biyosensorler genellikle daha basit bir
kimyasal tiire ve ardindan elektrokimyasal algilamaya (NH,OH, CO,, pH, H,0,
...) yol agan biyokimyasal reaksiyonlara dayanir. Potansiyometrik biyosensor ta-
rafindan tretilen analitik sinyal, bir elektrik potansiyelidir (22). Potansiyometrik
tabanli biyosensorler, gesitli biyolojik bilesiklerin tespitini ilerletme ve gesitli has-
taliklarin erken teshisine yardimci olma potansiyeline sahiptir (23).

b) Amperometrik Biyosensorler: Amperometrik biyosensorler, bir redoks re-
aksiyonu meydana geldiginde elektrotlar arasindaki akim akisini 6lger. Ampe-
rometrik biyosensorler antijenleri, antikorlari, proteinleri, DNA pargalarini, pH
degisikliklerini, agir metal iyonlarini vb. tespit etme yetenegine sahiptir. En ¢ok
arastirilan amperometrik biyosensor sistemi muhtemelen glukoz biyosensoriidiir.
Bu sistemde, glukoz oksidaz (GOx), glukonolakton ve hidrojen peroksit iiretmek
i¢in glikozun oksijenle reaksiyonunu katalize eder. Sinyal genellikle, ¢alisan elekt-
rotta bir aracinin veya hidrojen peroksitin redoks reaksiyonunun neden oldugu
glikoz konsantrasyonuna karsi akim (amper) olarak gosterilir (24,25).

¢) Voltametrik Biyosensorler: Voltametri, bir potansiyelin degistirilmesi ve ar-
dindan ortaya ¢ikan akimin él¢iilmesi yoluyla analit hakkinda bilgilerin elde edil-
digi elektro-analitik yontemler kategorisine aittir. Bu nedenle, bir amperometrik
tekniktir. Siklik voltametri en yaygin kullanilan voltametrik yontemlerden biri-
dir ve analit ¢ozeltilerinin redoks potansiyeli ve elektrokimyasal reaksiyon hizlar:
(6rn. kimyasal hiz sabiti) hakkinda bilgi edinmek i¢in yararlidir (5,12).

d) Kondiiktometrik Biyosensorler: Kondiiktometrik biyosensorler, bir elekt-
rokimyasal reaksiyon (analitin iletkenlik ozelliklerindeki degisiklik) nedeniyle
elektrot ¢ifti arasindaki iletkenlikte ortaya ¢ikan degisikligi nicelendirir. Kondiik-
tometrik ve empedimetrik biyosensorler genellikle canli biyolojik sistemlerdeki
metabolik stiregleri izlemek i¢in kullanilir.

Kondiiktometrik biyosensorlerin dnemli avantajlar1 vardir: Referans elektrot kul-
lanimina ihtiya¢ duymazlar; diisiik genlikli alternatif voltajda ¢alisirlar, boylece
elektrotlarda Faraday islemlerini onlerler; 1518a kars1 duyarsizdirlar; ve ucuz bir
ince film standart teknolojisi kullanilarak minyatiirlestirilebilir ve kolayca entegre
edilebilirler (26).
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e) Empedimetrik Biyosensorler: Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS),
ok ¢esitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin hassas bir gostergesidir. Empedimetrik
biyosensorler, hedefin segici baglanmasi meydana geldiginde sensor yiizeyindeki
yiik iletkenligi ve kapasitanstaki degisiklikleri 6lger. Su anda empedimetrik biyo-
sensorlerin gelistirilmesine yonelik artan bir egilim gozlemlenmektedir (27,28).

Optik Biyosensorler

Optik biyosensor, bir optik doniistiiriicli sistemi ile entegre edilmis biyolojik ta-
nima algilama elemani igeren kompakt bir analitik cihazdir. Bir optik biyosen-
sortin temel amaci, dlglilen bir maddenin (analitin) konsantrasyonuyla orantili
bir sinyal iiretmektir. Optik biyoalgilama genel olarak iki genel moda ayrilabilir:
Etiketsiz ve etiket tabanli. Kisaca, etiketsiz bir modda, algilanan sinyal, dogrudan
analiz edilen materyalin dontstiiriicii ile etkilesimi sonucu tretilir. Buna karsilik,
etiket tabanl algilamada, etiket kullanilir ve optik sinyal daha sonra kolorimetrik,
floresan veya 1s1ldayan (luminesan) bir yontemle tretilir. Optik biyosensor, biyo-
tanima elemanlar1 olarak enzimler, antikorlar, antijenler, reseptorler, niikleik asit-
ler, tiim hiicreler ve dokular dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik malzemeleri kul-
lanabilir. En yaygin olarak kullanilan optik tabanli biyosensorler floresan tabanl
optik biyosensorler, kemiliiminesans tabanli optik biyosensorler, yiizey plasmon
rezonans (SPR) tabanli optik biyosensorler ve fiber optik tabanli optik biyosen-
sorlerdir. Optik biyosensorler, bir¢cok biyolojik ve kimyasal maddenin dogrudan,
gercek zamanli ve etiketsiz olarak saptanmasini sagladiklarindan, geleneksel ana-
litik tekniklere gore biiyiik avantajlar sunar (12,29).

a) Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensorler: SPR, yiizey plazmon dalgas:
araciligryla bir metal yilizeyde molekiiler etkilesimin neden oldugu kirilma indi-
sindeki kaymay tespit eden teknolojidir. SPR, biyomolekiiler etkilesimlerin ki-
netigini etiketsiz bir sekilde analiz eder. SPR tabanli biyosensorler, su anda optik
biyoalgilama uygulamalari igin en yaygin olarak kullanilan cihazlardir. Ozellikle
tibbi teshis ve saglik hizmetlerinde, kullaniminda geleneksel viriis tespit yontem-
lerini geride birakmustir (30, 31).

b) Floresan Bazli Optik Biyosensorler: Floresan, tespit eden analit veya mole-
kiiller i¢in etiketlemeyi igeren optik doga olayidir. Bu olay, floresan bazli optik
biyosensorlerin tasarimina ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bu tiir biyosensor, yiiksek segi-
ciligi, duyarlilig1 ve kisa tepki siiresi nedeniyle tibbi teshis ve cevre ve gida kalitesi
izleme uygulamalari i¢in en ¢ok arastirilan biyosensérlendendir. (12).

c) Kemiliiminesan Bazli Optik Biyosensorler: Kemiliiminesan tabanli sensorler
temel olarak ii¢ tiptedir: (1) biyo-kemiliiminesan tabanli, (2) termo-kemiliimi-
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nesan tabanli ve (3) elektrokemiliiminesan tabanli. Biyo-kemiliiminesan tabanl
sensorler, biyolojik immiin deney sistemlerinde kullanildiklarinda ¢ok hassastir-
lar; attomol konsantrasyonlarina kadar tespit edebilirler. Kemiliiminesan tekno-
lojisi biyolojik olarak 6nemli molekiiller i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (32).

d) Optik-Fiber Bazli Optik Biyosensdrler: Optik fiber tabanl biyosensorler, bi-
yolojik bir tanima elemaninin kullanimini bir optik fiber veya optik fiber demeti
ile birlestirir. Algilama i¢in kullanilan biyolojik tanima elemaninin dogasina gore
siniflandirilirlar: Enzim, antikor/antijen (immunoassay), niikleik asit, tam hiicre
ve biyomimetik ve metaller ve kimyasallardan fizyolojik materyallere kadar gesitli
analitler i¢in kullanilabilirler (33).

BiYOSENSORLERDE iMMOBILiZASYON TEKNIiKLERI

Bir biyosensoriin biyolojik tanima kismini tasarlamak i¢in doniistiirtictiniin yii-
zeyinde biyolojik elementlerin hareketsiz hale getirilmesi gereklidir. Sensor ha-
zirlamanin kilit yonlerinden biri, uygun immobilizasyon tekniginin segilmesidir.
Bunun nedeni, immobilizasyondan sonra biyotanima elemaninin/molekiiliiniin
etkisiz hale gelmesi veya siiziilerek uzaklagmasi ihtimalinin olmasidur.

Son yillarda biyotanima elemaninin immobilizasyonunda birgok yontem ge-
listirilmistir ve evrensel uygun bir teknik belirlemek oldukga giigtiir. Uygun bir
immobilizasyon tekniginin se¢imi, segilen biyolojik tanima elemanina, doniistii-
riiciiye ve fiziksel-kimyasal ortama ve analitin 6zelliklerine baglhdir.

Enzimlerin immobilizasyonunda baslica 5 yontem kullanilmaktadir.

« Kovalan baglama

o Tutuklama

« Adsorpsiyon

o Capraz baglama

« lIyonik baglama (12,35,36).

Adsorpsiyon

Bu metot immobilizasyon yontemleri igerisinde en kolay metottur. Adsorpsiyon
tekniginde, biyolojik tanima elemani van der Waals kuvveti, elektrostatik kuvvet,
iyonik bag veya hidrojen bag gibi zayif gekici kuvvetlerle inert kat1 malzemenin
dis yiizeyi tizerinde hareketsiz hale getirilir. Bu yontemin dezavantajlar1 arasinda
immobilizasyonun pH, sicaklik ve iyonik kuvvetteki degisikliklere duyarl: olmast,
zayif etkilesimlerle birbirine baglanmasi ve zayif galigma ve saklama stabilitesine
sahip olmasi yer alir (12,37).
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Tutuklama

Bu yontemde, biyolojik tanima elemanlari, kovalan veya kovalan olmayan bag-
lar yoluyla ti¢ boyutlu matriksler i¢inde fiziksel olarak tutulur. Tutulma polimer
matriks i¢indeki kafeslerde veya yar1 gecirgen membranlar icinde mikrokapsiille-
me ile gergeklestirilebilir. Bu yontemde biyolojik tanima elemanlar1 herhangi bir
kimyasal modifikasyona ugramadigindan yontem ¢ok biiyiik bir avantaja sahiptir.
Bu sebeple biyotaniyicilarin kendine 6zgii 6zellikleri degismemektedir. Ancak en-
zimler jel matrikslerde deaktive olabilmektedir. Enzim kagis1 da ayn1 zamanda bir
problemdir (3,12,37).

Kovalan Baglama

Kovalan baglanma ile biyolojik tanima elemanlarin (enzim) immobilizasyonu, bu
molekiillerin iizerindeki fonksiyonel gruplar ile bir destek matriksi arasinda ko-
valan baglarla kararli komplekslerin olusturuldugu en yaygin kullanilan yontem-
lerden biridir. Biyotanima elemaninin (enzim) kat1 destege baglanma prosediirii
genellikle iki agamadan geger: (1) glutaraldehit veya karbodiimid gibi baglayici
molekiiller kullanilarak yiizeyin aktivasyonu ve (2) aktive edilmis destege enzi-
min kovalan baglanmasi. Baglayic1 molekiiller, kovalan bag yoluyla yiizey ve biyo-
molekiil arasinda koprii gorevi goren cok islevli reaktiflerdir (glutaraldehit veya
karbodiimid). Dogrudan kovalan baglanmanin avantajlari, cevresel degisikliklere
kars1 giiclii direng, biyolojik tanima elemaninin (enzim) az sizintist ve biyolojik
tanima elemani (enzim) ile matriks arasinda giiglii bag olusumunu igerir. Bu yon-
temin ana dezavantajlari, sert kimyasallarin kullanilmasi ve gelistirilen matriksin
bir kez kullanildiktan sonra yeniden tiretilememesidir (12,38).

Capraz Baglama

Capraz baglama mekanizmasi, biyotanima elemanlar1 (enzimler) arasinda veya
biyotanima elemanlari ile iglevsel olarak inert proteinler (6rnegin sigir serum al-
biimini) arasinda molekiiller arasi kovalan gapraz baglantilarin yaratilmasi yoluy-
la gergeklesir.

Avantajlari, daha az enzim sizintisi, daha giiglii kimyasal baglanma ve uygun
stabilize edici ajanlar kullanilarak biyotanima elemani i¢in ortamin ayarlanmasi
olanagidir. Dezavantajlari, matriks ve protein yerine protein molekiilleri arasinda
kovalan gapraz baglarin olusmasi ve bu kismi protein yapisinin denatiirasyonu
sonucunda ¢apraz baglama ile immobilizasyonunun sinirlanmasidir (12).

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagini
igeren tastyic1 ve enzim arasinda iiretilen fiziksel etkilesimlerden yararlanir. Bag-
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lanma oldukga zayiftir ve asil 6nemli olan baglanmanin enzimin dogal yapisin
degistirmemesidir. Bu, enzimin aktif bolgelerinin yapisal olarak seklinin bozul-
masini engeller ve enzim aktivitesinin korumasini saglar (39).

BiYOSENSORLERIN KULLANIM ALANLARI

Biyosensorler gida endiistrisi, saglik, tarim, gevre kirliligi, askeri alan, eczacilik,
kriminal ve denizcilik sektorii gibi birgok alanda uygulanmakta ve geleneksel
yontemlere gore daha iyi stabilite ve hassasiyet saglamaktadir (40,41). Biz bu bo-
limde biyosensorlerin biyokimya alanindaki uygulamalar1 ve bu alandaki yeni
arastirmalar tizerinde duracagiz.

Biyosensoérlerin Biyokimya Alanindaki Kullanimi

Cesitli insan hastaliklar1 ilerlemelerinin ilk asamalarinda bu hastaliklar1 teshis
etmek, hastalarin basarili bir sekilde tedavi edilmesini saglamak i¢in esasen ¢ok
onemlidir. Bu nedenle, hastaliklar1 etkin bir sekilde tespit etmek i¢in biyosen-
sorler gibi basit, hassas ve uygun maliyetli teshis araglarinin gelistirilmesi esastir.
Biyosensorler, hastalik tanimlama, 6nleme, rehabilitasyon, hasta sagligi gozetimi
ve insan saglig1 yonetimi igin basariyla uygulanmaktadir. Biyosensorler ayrica
bakteri, patojen ve viriis mikroorganizmalarini tespit etmek icin de kullanilabil-
mektedir (42,43).

Biyosensorler taginabilir cihazlarda bakim noktasinda izleme (point of care
testing) i¢in siklikla kullanilmaktadir. Glukoz, bagimlilik, hamilelik ve benzeri
amaglarla kullanilan taginabilir cihazlarda biyosensérler bulunur. Ayrica implant
edilebilir biyosensorler, rutin hasta bakimi i¢in ve hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
heyecan verici bir giice sahiptir, ancak ¢oziilmesi ve dogrulanmasi gereken bazi
teknik zorluklara sahiptir (43,44,45).

Bugiin kars1 karsiya kalinan en biiyiik ikilem, diinyada yaklagik bir milyon
insanin muzdarip oldugu kalp yetmezligidir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin sap-
tanmasi i¢in teknikler arasinda immiinoafinite kolon testi, florometrik analiz ve
enzime bagli immiinsorbent testi (ELISA) yer alir. Bunlar zahmetlidir, kalifiye
personel gerektirir ve zaman alicidir. Bu nedenle, kardiyovaskiiler hastaliklarin
tespiti i¢in bir dizi taginabilir, hizli ve diisiik maliyetli biyoalgilama cihazina yo-
nelik artan bir talep vardir. Biyosensoérler, pahali ve zaman alic1 laboratuvar test-
lerinin Onerildigi hastane ortamina girmeye gerek kalmadan kardiyovaskiiler
hastaliklarin erken teshisinde dnemli bir rol oynayabilir. Son on yilda, saglik ba-
kim maliyetlerini azaltmak icin ¢esitli kardiyak belirtegleri tespit etmek amaciyla
biyosensorler gelistirilmistir. Kanda tespit edilebilen ve kardiyovaskiiler hastalik
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riskini tahmin edebilen tanisal ve prognostik biyobelirteglerin bulunmasina bii-
yiik ilgi vardir. Bunlardan C-reaktif protein (CRP) en iyi bilinen biyobelirtectir
ve bunu kardiyak troponin I veya T (cTnl/T), miyoglobin (Mb), lipoprotein ile
iligkili fosfolipaz A2, interldkin-6 (IL-6), takip eder. Interlokin-1 (IL-1), diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL), miyeloperoksidaz (MPO) ve tiimoér nekroz faktor
alfa (TNF-a) kardiyovaskiiler olaylar1 tahmin etmek i¢in kullanilmigtir. Kardiyo-
vaskiiler biyobelirteglerin tespiti i¢in bir dizi sensor gelistirilmistir. Bu biyosen-
sorler elektrokimyasal, optik, piezoelektrik veya manyetik temelli olabilir. Farkli
optik tabanli biyosensor platformlarinda bir dizi farkli kardiyak biyobelirteg tespit
edilmistir. Mevcut arastirmalar daha ¢ok ¢oklu analit tespiti i¢in metodolojile-
re ve immiinosensorlerin ¢ip tabanli mikroakigkan platformlara entegrasyonuna
odaklanmistir. Ornegin, CRP, Mb ve c¢Tnl'yi igeren multianalit kardiyak belirteg
tespiti i¢in kendi kendini diizenleyen mikroakiskan ag tabanli bir immiinosensor
tasarlanmistir (46). Ayrica, son zamanlarda, optik fiberlere dayali SPR, kardiyak
spesifik biyobelirtegler olan BNP , cTnl, Mg , CRP, sinir biiyiime faktorii ve IL-
6’nin saptanmasi i¢in kullanilmigtir. Elektrokimyasal yontemlere dayali son yirmi
yilicinde cTnl/T, Mb, CRP, lipoprotein ile iliskili fosfolipaz A2, IL-6, LDL ve MPO
dahil olmak tizere kardiyak belirtecler tespit edilmistir (47,48).

Diyabetik hastalarda diyabet belirtelerinin arastirilmasi ve izlenmesi i¢in
coklu testler yaygindir. Diyabet takibinde diyabetik hastalar tarafindan kan glu-
koz seviyesinin kendi kendine izlenmesini bu sistemlerle yapilabilmektedir. Kan
glukozunu 6lgen farkl1 glukoz sensorleri ticari olarak vardir, glukoz biyosensor-
lerindeki gelismeler yillar iginde degismistir. Clark ve Lyons ilk olarak 1962de
glukoz oksidaz enzimi (GOx) kullanimu ile elektrokimyasal yaklasima bagli olan
ilk glukoz biyosensoriinii gelistirdiler. Bu birinci nesil glukoz biyosensérii elektro-
kimyasal yaklasimi nedeniyle, donemin yontemlerine gore yiiksek diizeyde has-
sasiyet sunmus ve imalat1 nispeten diisiik maliyetli olmustur. Birinci nesil glukoz
biyosensorlerinin bazi sinirlamalarinin tistesinden gelmek i¢in ikinci ve tigiincii
nesil glukoz biyosensdrleri iiretilmistir. Bununla birlikte enzimatik olmayan glu-
koz sensorleri, dordiincii nesil glukoz biyosensoérleri olarak kabul edilebilir. Glu-
koz oksidasyonu i¢in katalitik elektrot {iretimi, enzimatik olmayan glukoz biyo-
sensorlerinin ana mottosudur (48,49,50).

Kanser en 6limciil hastaliklardan biridir ve son zamanlarda bircok arastir-
maci kanserin erken teshisi i¢in biyosensor gelistirmistir. Kanserde, biyosensor
tarafindan cesitli timor belirtecleri (Prostat-spesifik antijen (PSA), Kanser anti-
jen 125, Kanser antijen 15-3, Kanser testis antijen, Reseptdr baglh kanser antijen
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(RCAS1)) analit olarak tespit edilmektedir. Bu nedenle, biyosensorler, tiimor hiic-
releri tarafindan eksprese edilen ve/veya salgilanan belirli proteinlerin seviyelerini
olgerek, bir tiimoriin mevcut olup olmadiginy, varsa iyi huylu veya kanserli olup
olmadigini ve tedavinin kanserli hiicreleri azaltmada veya ortadan kaldirmada
etkili olup olmadigin tespit edebilir. Cogu kanser tiirii birden fazla biyobelirteg
icerdiginden, birden fazla analiti tespit edebilen biyosensorler, kanser teshisi ve
izlenmesinde 6zellikle yararli olabilir. Bir biyosensoriin birden fazla belirteci ayni
anda test etme yetenegi, yalnizca teshise yardimci olmakla kalmaz, ayni zamanda
zaman ve finansal kaynak tasarrufu saglar. Ayrica biyosensorler sadece hastalig
teshis etmek ve izlemek i¢in degil, ayn1 zamanda tedaviye prognostik bir yaklagim
saglamak i¢in de kullanilirlar (49,50,51).

Salmonella, Klebsiella ve Staphylococcus gibi yaygin gida kaynakli patojenlerin
veya HIV ve dang viriisii gibi viriislerin tespiti, iligkili hastaliklarin kontrolii i¢in
biyosensorler hayati 6nem tagimaktadir. Viral bazli biyosensorlerin iki ana biyolo-
jik tanima stratejisi vardir: Viral niikleik asit (NA) dizisinin tespiti ve yiizey prote-
inleri/antijenleri gibi spesifik viral biyomolekiillerin tespiti. Nanoteknoloji tabanl
biyosensorler, niikleik asit probu, antikor veya hedef yapiya afinitesi olan bagka
bir spesifik molekiil ile etiketlendikten sonra yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyet goste-
rir. Viriis biyoalgilamasinda, 6zellikle floresan, 151k sagilmasi, ylizeyle giiglendiril-
mis Raman sagilmasi (SERS), elektrokimyasal, kuartz kristal mikrobalans (QCM)
ve yiizey plazmon rezonans (SPR) sensorlerinde gelismeler saglanmistir (52, 53).
Aralik 2019dan bu yana, siddetli akut solunum sendromuna (SARS-CoV-2) ne-
den olan yeni bir koronaviriis [COVID-19], ilk olarak Cin’'in merkezindeki Wu-
han sehrinde rapor edildi ve kiiresel olarak bildirilen vaka sayisinda patlamaya yol
a¢t1. Bu pandemiyi kontrol altina almak i¢in dogru tani ve hizli teknoloji kullani-
larak dogru teshis cok 6nemlidir. RT-PCR testi, erken viriis tanimlamasi i¢in altin
standart olarak kabul edilir, ancak teknik karmagsiklig1 nedeniyle, hasta bag1 tan
olarak sinirh kullanimi vardir. Hizly, giivenilir ve hassas yeni COVID-19 biyosen-
sorleri gelistirmeye biiyiik ilgi vardir. Genel olarak, SARS-CoV-2"nin saptanmasi
i¢in biyosensor platformlar ii¢ temel duruma dayanir. Bunlar sirasiyla; hedefi ta-
nimlama (6r. viral RNA ve proteinler veya insan immiinoglobulinleri), tanimlama
yontemleri (aptamerlere, antikorlara, niikleik asit problarina, reseptorlere dayali),
sinyallerin ve transdiiksiyon sistemlerinin amplifikasyonu (elektrik, yiizey plaz-
mon rezonansl, elektrokimyasal, optik, mekanik sistemler ve floresan sinyallerine
dayali) (54,55,56).
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