ANKARA UNIVERSITESI
KiMYA MUHENDISLiIGI BOLUMU

DERS : KYM 101 KIMYA MUHENDISLIGINE GIRIS

BiYOSENSORLER

GRUP NO : 10

GRUP UYELERI : BUSRA MERAL
CIHAN OCAL
FATMA OZBEK
R. GAMZE ONEY

ARALIK , 2006

ANKARA



ONSOZ

Bu projede biyosensorlerin ne oldugunu, ne ise yaradagini anlattik. Biyosensorlerin kullanim
alanlarindan birkagini ele alarak kullanim amaclarini ve kullanim yollarin1 daha somut
olarak ifade etmeye calistik.

Projeyi hazirlarken en ¢ok biyosensorler hakkinda dnceden higbir sey duymamis olmamiz ve
yalmz Ingilizce kaynaklara ulasabilmemiz bizi zorladi. Ozellikle de terimlere yabanci
olmamiz, gevirilerimizi layikiyla yapamamamiza neden oldu. Ankara Universitesi, Ortadogu
Teknik Universitesi kiitiiphaneleriyle birlikte, Milli Kiitiiphane ve IGEME ’de bazi
aragtirmalar yaptik.Son olarak Ankara Universitesi Kimya Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof.
Dr. Sule Pekyardimci’nin katkilariyla projemizi tamamladik.

Projemizi hazirlamamizda bize yardimci olan danisman hocamiz Sayin Emine Bayraktar’a ve
Sayin Sule Pekyardimci’ya tesekkiirlerimizi sunuyoruz.
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1 GIRIS

Tiim canlilar yasadiklar ortamdaki degisimleri derhal algilayip yasamlarini siirdiirebilmek
icin degisimlere uymaya calisirlar.Iste bu algilama mekanizmasi biyosensorlerin in vitro
kullanim1 i¢in temel olusturmustur.

Canlilar teknologlarin hayal bile edemeyecegi duyarlik performansi gosterirler.Ornegin bazi
kopeklerin koku almalari insanlardan 100.000 kat daha duyarlidir.Yilan baliklar: tolarca su
icerisine ilave edilen birka¢c damla yabanci maddeyi derhal algilarlar.Kelebekler
partnerlerinin yaydigi birka¢ molekiilii bile hissederler.Algler ise zehirli maddelere karsi
cok duyarlidirlar.

Canlilara bu uyarilar algilamay1 miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile
birlestirilmesi biyosensorleri dogurmustur.Biyosensor teknolojisi o kadar hizli gelismektedir
ki, International Union of Pure and Applied Chemistry tarafindan olusturulan Biyosensorleri
Simiflandirma ve Adlandirma Komisyonu 1996 yilinda hazirlayip yayinladigi  biyosensor
tanim1 biyomikrochiplerin gelisimi ile daha simdiden gecerliligini yitirmistir. Biyosensorlerin
gelisiminde, mikroelektronikten bildigimiz daima daha kii¢iik, daha dogru ve daha ucuz
aletlere egilim saptanmaktadir.

Biyosensorlerin tarihi 50’li yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde (
Ohio,ABD ) ameliyat sirasinda kanin O, miktarin bir elektrod ile izlemesiyle baglar. 1962
yilinda Clark ve Lyons Glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile kombine ederek
kanin glukoz diizeyini O6l¢cmeyi basardilar. Boylece yeni bir analitik sistem olustu. Bu
sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifisikligini (enzim) diger taraftan ise
fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligin birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama
olanagi bulmustur.

Glukoz + O, — Glukono — 6 — lakton + H,0,

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membran1 gecerek
elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu sirada
O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, tiiketimi durur. O, elektrodu ile baslangictaki
ve reaksiyon sonundaki ¢Oziinmiis O, Olciilir. Aradaki fark ortamdaki glukozun
oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktari
hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bir¢cok maddenin tayini
miimkiindiir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine BIYOSENSORLER ad: verilir.

Clark ve Lyons ‘ un gelistirdigi ilk biyosensOr generasyonu membran diyalizator ,
reaksiyon bolgesi ve ceviriciden olusmaktadir. Ikinci generasyon biyosensorlerde O,
yerine elektronlart enzimin redoks merkezinden elektrodun yiizeyine tasiyabilen bir
elektron akseptorii (redoks mediyatorii) kullanildi.

GOD - FADH,; + My <> GOD - FAD + M,y + 2H;



Mred > Mox
GOD : Glukoz oksidaz , FAD : Flavin Adenin Diniikleotid , M : Redoks Mediyatorii

Uciincii generasyon biyosensorlerde enzimin redoks merkezi ile elektrod yiizeyi
arasinda direkt elektriksel iletisim saglanmis ve redoks mediyatorlerine gereksinim
kalmamustir.

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler yaninda doku kiiltiirleri ,
mikroorganizmalar , organeller , antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmekte olup
Olciim teknigine gore amperometrik , potensiyometrik , termal , piezoelektrik , akustik veya
optik sensorler olarak adlandirilirlar.

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda ; renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan oOl¢iime olanak saglamak gibi istiinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH , sicaklik , iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim Omriinii kisalttigindan bir
dezavantajdir. ( Telefoncu 1999 )



2 GENEL BILGILER

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler (biyoalgilayicilar) , biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan ve bir
fizikokimyasal ceviriciyle birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
biyosensoriin amact , bir veya bir grup analitin ( analiz edilecek madde ) miktariyla
orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali iiretmektir.

Biyosensor sistemleri ii¢c temel bilesenden olugmaktadir. Bunlar ; se¢ici tanima
mekanizmasina sahip "biyomolekiil / biyoajan " , bu biyoajanin incelenen maddeyle
etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen
" cevirici " ve " elektronik " boliimler. Bu bilesenlerden en Onemlisi, tayin edilecek
maddeye kars1 son derece secimli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarl
biyolojik ajandir. Genel olarak biyoajanlar, biyoafinite ajanlar1 ve biyokatalitik ajanlar
olarak iki alt gruba ayrilirlar. Biyoafinite ajanlari olan antikorlar , hormon almaglar,
DNA , lektin gibi molekiiller antijelerin , hormonlarin , DNA parc¢aciklarinin ve
glikoproteinlerin molekiiler tanimlanmasinda kullaniliyorlar. Kompleks olusumu
sonucunda , tabaka kalinlig1 , kirinim indisi , 151k emilmesi ve elektriksel yiik gibi
fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olurlar. Biyokatalitik ajanlarsa, analit
tizerinde molekiiler degisime neden olmakta ve bu doniisiim sonucu ortamda azalan ya
da artan madde mikan takip edilerek sonuca gidilmektedir. Bu amacla saf enzim ya da
benzim sistemleri , mikroorganizmalar ve bitkisel ya da hayvansal doku pargalari
kullanilmaktadir.

Biyosensorlerin , klinik , teshis , tibbi uygulamalar , siire¢ denetleme , biyoreaktorler , kalite
kontrol , tarim ve veterinerlik , bakteriyel ve viral teshis , ila¢ liretimi , endiistriyel atik su
denetimi , madencilik , askeri savunma sanayi gibi alanlarda yaygin olarak kullanimi s6z
konusudur. Ozellikle 20. yiizyilin son 10 yilinda, askeri bir tehdit olusturmasi acisindan
hem donemin genelkurmay baskani, ABD eski disisleri bakan1 Colin Powell “in
olabilecek en iirkiitiicii silahin biyolojik silahlar oldugu yoniindeki agiklamalar , 21.
yiizyilin ilk donemi i¢in hem maddi hem de teknik agidan biyosensor arastirmalarinin
yOniinii belirlemistir.

2002 yili Mayis ayinda Japonya “nin Kyoto sehrinde gerceklesen " 7. Diinya Biyosensor
Kongresi " ¢alisma gruplarina ait basliklar , diinyanin giivenlik , teknik ve ticari anlamda
hagi tiir aragtirmalara Oncelik tanidigi konusunda fikir vermesi bakimindan Onemlidir.

( Mutlu 2002)

Biyoelektronik ve mikroanalitik sistemler
Niikleik asit sensorleri ve DNA yongalar
Organizma ve tam hiicre sensorleri
Biyosensorler i¢in dogal ve sentetik reseptorler
Enzim tabanli sensorler

Immunosensorler



2.2 Biyosensorlerin Yapis1 ve Fonksiyonu

Biyosensorler biyokomponentler (reseptor) ile fiziksel komponentlerden (transdeeuser)
olusurlar. Biyosensoriin gorevi biyolojik bir olayin elektriksel sinyale doniistiiriilmesidir.

Sekilde bir biyosensoriin caligma prensibi sematize edilmistir. ( Telefoncu 1999 )

Cizelge 1 . Biyosensorlerin Yapis1 ve Calisma Prensibi

BIYOSENSORLER
Elektrokimyasallar
e Enzimler ¢ Potensiyometrik
e Doku kesitleri e  Amperometrik
e Organeller e Konduktometrik
e Tutucu ajanlar e Transistorler
e Niikleik asitler Optik
e Mikroorganizmalar ¢ Fotometri ELEKTRONIK
e Reseptor ¢ Florimetri
molekiilleri ¢ Luminesans
Kiitle Degisimi
e Piezoelektrik
Is1 Degisimi
e Termistorler




2.2.1 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyokomponentler cogu kez biyoreseptor olarak
adlandirilirlar. Bunlarin i¢cinde en yaygin kullanmilanlar enzimler ve antikorlardir. Enzim —
substrat ve antikor — antigen arasindaki etkilesimin ilk adimi analitlerin protein
molekiillerine baglanmasidir. Hidrolazlar disindaki enzimler kosubstrat yoklugunda yalniz
enzimi substrata baglarlar. Ayn1 durum inhibitér ve diger effektorler igin de gecerlidir.
Kosubstrat varliginda ise substratin kimyasal bir doniisiimii gerceklesir. Son yillarda
gelistirilmis olan katalitik antikorlar yalniz antigenlere baglanmakla kalmaz bunlar
kimyasal bir doniisiimii de katalizlerler.

Biyolojik membranlar icine yerlesmis kimyasal reseptorler ise hiicre metabolizmasi
tarafindan yonlendirilir ve biyolojik aktif maddeler tarafindan kontrol edilirler. Bu
durum toksinler , ilaclar ve hormonlarin secimli tayini i¢in miikemmel bir olanak
saglarlar.

Protein yapili makromolekiillere ilaveten niikleik asitler ve karbonhidratlar da genom
zincir analizleri ve hiicre yiizeyi karakterizasyonu gibi 6zel alanlarda kullanilan
biyosensorlerin yapisina girmektedir.

Aslinda biyosensorleri calisma prensiplerine gore biyoaffinite sensorleri ve biyokatalitik
sensorler olmak iizere iki grupta incelemek miimkiindiir .

BIYOAFFINITE SENSORLER BIYOKATALITiK SENSORLER
RESEPTOR ANALIT RESEPTOR ANALIT
e Enzim Substrat,Inhibitor Enzim Substrat
e Apoenzim Prostetik grup Mikroorganizma Kofaktor
e Antikor Antigen Organel Aktivator
e Reseptor Hormon Doku kesiti Inhibitor
e Lektin Glikoproteinler Enzim
Sakkaritler
Protein
Transduserler :
® Amperometrik ve potensiyometrik elektrodlar
¢ Semikondiiktor elektrodlar
e  Termistorler
e Transistorler
[ ]

Optoelektronik detektorler



Biyoaffinite sensorlerde ; boyalar , lektinler , antikorlar veya hormon reseptorleri matrikse
bagli olarak enzimler, glikoproteinler, antigenler ve hormonlarin molekiiler
tanimlamalar1 icin kullanilirlar. Kompleks olusumu sonucu tabaka kalinligi, refraktif
indeks , 151k absorpsiyonu ve elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin
magnitiidiinii degistirir ve bu degisimler optik sensorler , potensiyometrik elektrodlar
veya transistor ler tarafindan saptanir.

Diger yandan enzimler (saf enzimler, organeller , doku kesitleri veya mikroorganizmalar )
tarafindan gerceklestirilen molekiiler degisimlere analitlerin kimyasal doniisiimii eslik
eder. Bu sebeple bu tiir sensorler katalitik veya metabolizma sensorleri olarak
tanimlanirlar.

Enzimler , mikroorganizmalar , organeller , doku kesitleri , antikorlar ve niikleik asitler ve
biyolojik membranlar i¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler sensorlerde biyokomponent
(biyoreseptor) olarak kullanilirlar.Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime
ugratirlar ve bu doniisiime eslik eden degisimler transduser tarafindan algilanir. Yiiksek
spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir. Uygun bir
enzimin bulunamamas: veya enzimin kararsiz olmasi ve birden ¢ok sayida maddenin
tayini durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen mikroorganizmalar kullanilir.
Mikroorganizmalar degisik reseptor davraniglari gosterirler ve biyolojik oksijen
gereksinimi (BOD) , toksisite ve mutajenite testlerinde basar1 ile kullanilirlar.

Enzimler ve hiicreler metabolitlerin (kii¢iik molekiillii maddeler) ,antikorlar ve niikleik asitler
ise makromolekiillerin ve patojen mikroorganizmalarin tayininde kullanilan biyosensorlerin
bilesenidirler.

Teorik olarak reseptor ve transduserlerin bircok kombinezonu miimkiin olmasina
ragmen bu kombinezonlar bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor fonksiyon
gostermez. Ornegin ; transduser olarak bir termistoriin kullanilmas1 durumunda substratin
doniisiim reaksiyonu sonucu entalpide bir degisim olmaz ise biyosensor calismaz.

( Telefoncu 1999)



2.2.2 Ceviriciler

Transduserler , reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu ol¢iilebilir fiziksel bir sinyale
doniistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyona gore transduser segilir. Elektrodlar amperometrik
ve potensiyometrik ol¢iimlerde kullanilir ve burada hedef ;maddedir (O, — elektrodunda
¢oziinmiis O, , pH elektrodunda H' iyonu gibi ) .Optik sensorlerde hedef ; 151k ,
pieozoelektrik sensorlerde ise kristalin salinim rezonansimin kiitle yiiklenimi sebebiyle
degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistorler de transduser olarak
kullanilmaktadir.

2.2.3 Reseptor Immobilizasyonu ( Tutuklanmasi )

Reseptorlerin transduserler iizerinde immobilizasyonu fiziksel ( adsorpsiyon ,polimer
matrikste tutuklama vb.) veya kimyasal (kovalent baglama,bi veya multi fonksiyonel
reaktifler ile capraz baglama ) yontemleri ile gerceklestirilir. Doku Kkiiltiirleri , organeller
ve mikroorganizmalarin immobilizasyonunda daha ¢ok polimer jellerde tutuklama
yontemi kullanilir.Polimer matriksi biyokatalizatoriin kacisin1 engellerken kiiciik
substratlar ve iirlin molekiillerinin gecisine engel olmaz. ( Telefoncu 1999 )



2.3 Biyosensorlerin Uygulama Alanlar

Biyosensorler tip, gida, eczacilik , ¢cevre kirliligi , savunma ve bircok endiistriyel
aktivitede Ozellikle otomasyon , kalite kontrolii , durum tespit ve enerji saklanmasinda
cok Onemls rol oynarlar. Bugiine kadar 180 “den fazla farkli madde i¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler
icin miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir :

e Klinik diyagnostik , biyomedikal sektor
¢ Proses kontrolii :

v' Biyoreaktor kontrol ve analitigi
v' Gida iiretim ve analizi

Tarla tarimi , bag — bahge tarimi ve veterinerlik
Bakteriyal ve viral diyagnostik

llac analizi

Endiistriyel atik su kontrolii

Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri
Askeri uygulamalar

Biyosensorler ; gida addeleri , metabolitler , vitaminler , antibiyotikler ilaclar gibi organik
maddeler , baz1 organik bilesikler yaninda enzimler , viriisler ve mikroorganizmalarin
tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda BOD , toksisite ve mutajenite testlerinde de
basar1 ile uygulanmaktadirlar.

Biyosensor gruplart ve kapsadiklari analiz alanlar1 asagidaki tabloda gosterilmektedir .

Cizelge 2. Biyosensor Gruplart ve Kapsadiklari Analiz Alanlari

BiYOSENSOR GRUBU KAPSADIGI ANALIZ ALANI

Enzim Sensorleri Kii¢iik molekiillii organik ve
anorganik maddeler ( metaboliler
, ilaclar , gida maddeleri ,
vitaminler , antibiyotikler ,
pesdisitler vb. )

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerin kapsadigi
alanlar + BOD , Toksisite ,
Mutajenite

DNA - Sensorleri Viriisler , patojen
mikroorganizmalar

Immuno Sensorler Viriisler , patojen
mikroorganizmalar +
Ksenobiyotikler
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Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensorler i¢in en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanag bulan ilk biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari olarak iiretilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi teshisi icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan
glukoz oksidaz elektrodudur. Buu renal fonksiyon testleri icin gelistirilen iire ve
kreatinin elektrodlar1 ile kas giiciinii 6lgcmeye yonelik laktat elektrodu izlemistir. Insan
viiciduna implante edilebilen biyosensorler de gelistirilmis olup bunlar biyolojik sivilar
viicut disgina alinmadan ve tiiketilmeden analiz imkam verirler ki , 6zellikle ameliyat
sirasinda bu bilgilerin kesintisiz saglanmasi1 ¢ok Onemlidir. Biyosensorlerin , ilaglarin
viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi ve kontroliinde kullanilmasi yakin bir gelecekte
gerceklestirilebilecektir. Yapay pankreas caligmalart buna giizel bir Ornektir.

Son yillarda analizatorlere enzim elektrodlar1 monte edilmis ve yogun bakim
tinitelerinde kullanilmaya baglanmistir. Elektrolitlerin bilesimi , kan gazlar1 ve anahtar
metabolitler diyagnostik acidan cok degerli bilgiler verir. Biyosensorlerin gelecekte
onemli uygulamalarindan biri superoksit ve nitrik oksit gibi kisa omiirlii ve hormonlar
ve norotransmitterler gibi diisiik konsantrasyonlu maddelerin in vivo tayinidir. Ayrica
biyoproseslerin niikleik asit diizeyinde izlenmesi, ilaglarin reseptorlere etkisi ve ozellikle
transmitter — reseptor etkilesimi de biyosensorlerin gelecekteki onemli tibbi uygulamalari
olacaktir.

Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak iizere bir¢cok monosakkarid ,
amino asitler , organik asitler (laktik asit) iire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri
kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (pestisidler , toksinler ve yabanci
hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler i¢in de
biyosensorler hazirlanabilir. Giiniimiizde gida zehirlenmelerinin gittik¢e artmasi toksik ve
mikrobiyal kontaminantlarin daha hizli tayini zorunlu kilmaktadir. Biyosensorler yardimi
ile bu tayin iki sekilde basarilidir.

I. Antigen — antikor reaksiyonu veya DNA hibridizasyonu vasitasi ile
mikroorganizmalarin dogrudan tayini (immuno sensorler + DNA sensorleri ) .

II. Mikrobiyal kontaminasyonun gidanin metabolik degisimi iizerinden indirekt
tayini ( Enzim sensorleri )

laclarin kotii amagla kullanimi ve uyusturucu ile miicadelede biyosensorler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kopeklerin yerini biyosensorler alabilir. Boylece
ozellikle giimriiklerde , karakollarda zaman kazanilacaktir.

Toprak , hava ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensorler ve enzim sensorleri
kullanilmaktadir.

Savas durumunda kimyasal ve bakteriyolojik silahlara karst korunma olasiligr cok
zordur. Cilinkii bunlarin algilanmasi kolay degildir. Ancak biyosensorler sayesinde bu
algilama miimkiin olabilmektedir. Bircok kimyasal savas maddesinde organofosfor
bilesikleri bulunur ve bunlar da kolinesteraz enzim sensorleri ile belirlenir.
Bakteriyolojik silahlardaki viriis , bakteri ve toksik ajanlar diger bazi biosensorler ile
saptanabilmektedir.

Biyosensor piyasasi giinden giine gelismektedir. 2000 yilinda 1.4 milyar dolarhik bir
piyasaya ulasacagl bunun % 4571 tip, % 22 “si gida, % 17 “si ¢evre koruma ve
biyoteknoloji , kalan % 16 “sinin ise diger sektorlere yonelik olacagi beklenmektedir.
( Telefoncu 1999)
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2.2.3.1 Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gecmisine bakildiginda bu alandaki ilk ¢aligmalarin
enzim sensorleriyle basladigi goriilmektedir. 1962 de Clark ve Lyons ve 1967 de
Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim
elektrodlart1 bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmaktadir. Biyosensor teknolojisindeki ilk
ornekler ozellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim elektrodlar1 seklinde
ortaya cikmiglardir.Bu durumun en 6nemli edeni o tarihteki bilgi ve teknolojik
birikimin soz konusu c¢alismalar i¢in yeterli diizeye ulagmis olmasidir.

Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyolojik materyaller artan komplekslik niteliklerine
gore siralandiklarinda ; iyonoforlar , antikorlar , enzimler , lipozomlar , biyomembran
parcalari (Orn. : resptor ) , hiicre organelleri ( 6rn.: mitokondri) doku veya tiim hiicreler ve
organlar ( Orn.: gorme ve koklama ) seklinde siniflandirilabilirler.

Organ ( Ornegin ; koku alma organi )
T
Doku

1

Tim Hiicre

T

Hiicre Organeli (Ornegin ; mitokondri )
! )

Biyomembran (Ornegi ; reseptor )

T

Lipozom

1

Enzim

T
Antikor

1

Iyonofor

*Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal hiyerarsisinde enzimlerin
yeri

1960 “11 yillarda biyoloji ve biyokimya bilimlerindeki tarihsel gelisme paralelinde tiim
bu yapilar i¢inde fonksiyonlar1 nispete daha ayrintili bir bigcimde tanimlanan en Onemli
grubu enzimler olusturmaktaydi. Bunun yani sira elektrokimya alanindaki gelismeler,
ozellikle amperometrik ve potensiyometrik esasli sensorlerin pratik uygulamalarda
rahathikla kullanilabilecegi zemini olusturmustu. Cesitli maddelerin ¢ok sayidaki duyarli
ve pratik analizlerine duyulan gereksinimin de artmasiyla ilk enzim elektrodlariyla ilgili
bilimsel calismalar baslamis oldu. 1960 “lardan bu yana iletim ve Ol¢iim
teknolojilerindeki gelismeler elektrokimyasal esaslarin yanisira kalorimetrik , optik ve
akustik temelli sistemlerde de cok Onemli gelismelere yol agmistir. Temel bilimlerdeki
ilerlemeler enzimler yamisira diger biyolojik materyallerin fonksiyonlarinin da cok daha
ayrintili ir sekilde ortaya c¢ikarilmasina imka vermistir. Bu ilerlemelerin dogal bir
sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin kombinasyonuyla
cok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Bugiinkii
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sonuca bakildiginda hangi temel iletim sistemi sozkonusu olursa olsun ki
elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirligr s6z konusudur, prtik ve ticari
uygulamalarda enzim elektrodlarinin biiytik bir ustiinliigi gbze carpmaktadir. Bu
sonuctaki en biiylik etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii maddenin
dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce enzimin varligidir.
Bilinen enzimlerin yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada yiizlerce ticari
enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu sayin her gecen giin yiikselmesi enzim
sensoOrlerinin tartisilmaz iistiinliigiiniin devam edeceginin bir gostergesidir. Son yillarda
organik faz enzimolojisi konusundaki bulgular, enzimler ile organik fazda oldukga
farkli analizlerin yapilabilirligini ortaya koymustur. S6z konusu bulgular hem
tasarlanabilecek enzim sensorlerinin sayisinda artisa hemde uygulama alanlarinin
yaginlasmasina katki saglayacak niteliktedir. ( Telefoncu 1999 )

2.2.3.1 Enzim Sensorlerin Genel Calisma Ilkesi

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de
biyoaktif tabaka , iletici ve Ol¢iim sisteminden olusur. Diger biyosensorlerden tek fark
biyoaktif tabakada biyomolekiil olrak enzimlerin yer almasidir. Buna karsilik diger
biyosensorlerde oldugu gibi biyoaktif tabakanin i¢ ve dis yiizeylerinde membranlar,
iletici ile ol¢iim diizenegi arasinda sinyal yiikselticiler , mikroislemciler veya ol¢iim
diizenegiyle baglantili kaydedici veya bilgisayar sistemleri gereksinimlerine gore

eklenen unsurlardir. ( Telefoncu 1999 )

Sekil . Bir Enzim Sensoriin Genel Sematik Gosterimi
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* Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi
A : Analizlenecek madde

B : Immobilize enzim

C : lletici element

D : Ol¢iim sistemi

2.3.2 Biyolojik Silahlar ve Biyosensorler

BAKTERILERIN bir kism1 goriinmeyen dostlarimizdir; bazilari sindirim sistemimize yardim
ederken, bazilar1 viicudumuzdaki zehirleri yok ederler. Kimi bakteriler ise bizleri hasta eder.
Viicudumuzun icinde veya disinda yasayan bu ilging mahlukcuklar hayatimizin ayrilmaz
parcalaridir her haliikarda.

Ancak bir de ‘katil’ bakteriler var ki, zalim insanlarin ellerine gectiklerinde biyolojik silah
olarak kullanilabilirler. Biyolojik silahlar; insanlari, hayvanlar1 veya tarimsal {iriinleri
Oldiiriicii veya agir derecede hasta edici olan mikroorganizmalar ile, bunlardan iiretilen zehirli
maddelerdir. Hatta sadece hastalik ve 6liime yol acan mikroplarin kendileri degil; bunlarin
tasiyicilart da—meselad bocekler—bu sinifa dahildir.

Biyolojik silahlar kitle imha silahlar1 i¢indeki en problemli ve tehlikeli silahlardir. Niikleer
veya kimyasal silahlardan ¢ok daha fazla insan1 hedef alirlar. Diger silahlara gore
maliyetlerinin diisiik olmasi, rutin giivenlik sistemleriyle tesbit edilemiyor olmalart gibi
degisik nedenlerle insanlik i¢in ciddi tehdit unsurudurlar. Kimyasal silahlarin aksine hemen
tesir etmezler. Yaklasik 24-48 saatlik bir kerahet devresinden sonra tesirleri ciddi olarak
goriiniir ve o zamana kadar da eger mikrop kullanild1 ise ¢cogalarak etrafa yayilmaya devam
ederler. Biyolojik silahlar kimyasal olanlara gére cok daha fazla oldiiriiciidiir. Mesela 10 gr.
sarbon sporu, 1 ton sinir gaz1 Sarin’in oldiirebilecegi kadar insan 6ldiirebilir.

Biyolojik silah tehlikesine kars1 yapilmasi gerekenler ise soyle dzetlenebilir:

* Biyosensorler ile tehlikenin tesbiti ve tanimlanmasi.

* Mikrobiyal zehirlere kars1 antidotlarin hazirlanmasi.

* Antibiyotik ve as1 gelistirilmesi.

Bakteriler, viriisler ve toksinler biyolojik silah olarak kullanilabilirler ve hepsinin birbirinden
farkli 6zellikleri vardir. Son yillarda biyoteknolojik metodlarin hizla ilerlemesi bu bilgi ve
teknolojilerin kotii amaglara alet edilme tehlikesini de beraberinde getirdi. Genetik
miihendisligi calismalarindaki ilerlemeye paralel olarak biyolojik silahlarin etkisini artiric1 ve
tesbit edilmelerini zorlastirici gelismeler ise, bu silahlara kars1 yapilan savunmayi daha da

giiclestirecektir.

Genetik olarak dizayn edilmis organizmalar, biyo-silah tiretiminde kullanilabilir durumdalar
ne yazik ki. Ornegin:

* Mikroskobik toksin veya biyoregiilator fabrikasina doniistiiriilmiis mikroorganizmalar,

* Antibiyotik, as1 gibi rutin kullanilan ilaglara bagisiklik kazandirilmis organizmalar.
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« Immunolojik profilleri degistirilerek bilinen tesbit metodlari ile tesbit edilemeyen
organizmalar.

* Antikor bazli sensor sistemlerinin tesbitinden kacabilecek organizmalar.

Bilimi kotii ve vahsi amaclarina alet etmeye ¢alisanlar biyolojik silahlarin etkisini artirip
tesbitini zorlagtirmaya calisirken, bizlere de, biyolojik silahlarin zararl tesirlerini gidermeye
calismak ve onlarin iiretiminde kullanilan maddelerin tesbitini kolaylastiracak metodlari
bulmak diisiiyor. Biyolojik silahlara kars1 erken tesbit, uyar1 ve tedavi metodlarinin
gelistirilmesi insanlik icin bir zorunluluk haline gelmis bulunuyor.

Tehlikeli biyolojik maddelerin varliginin tesbitinde en 6nemli unsur biyosensorlerdir.
Biyosensorler (biyo-alicilar, biyolojik dedektorler) biyolojik materyallerin alicilar ile tesbit
edilip oOlciilebilir sinyallere doniistiiriildiigii aletlerdir. Alicilar tarafindan tesbit edilen
tanimanin sinyale doniistiiriilmesinde kullanilan metodlara gore, bu biyosensorleri kabaca (1)
optik sensorler ve (2) elektrokimyasal sensorler olarak iki gruba ayirabiliriz.

Su anda ticari olarak piyasada olan kimyasal ve biyolojik analiz aletleri gbzden gecirildiginde,
kimyasal dedektorlerin biyolojik olanlardan daha fazla geligsmis olduklar1 goriilecektir.
Kimyasal dedektorler neredeyse saniyeler ve dakikalar icinde kimyasal maddeler hakkinda
bilgi verirlerken, biyolojik dedektorler i¢in bu siire genellikle daha uzundur; ciinkii daha
kompleks ve yavas ¢calisan mekanizmalari vardir. Problemlerden biri de, biiyiik ve agir
olmalaridir. Bu sorunlarin ¢oziilmesi gerekmektedir; ¢iinkii artik, kimyasal silahlarin
tesbitinde oldugu gibi, biyo-silahlarin tesbiti icin de kii¢iik boyuttaki robotlar ya da ucaklar
kullanilmak istenmektedir.

Son yillarda optik sensorler biraz daha gelistirildi ve biyokimyacilar i¢in cok 6nemli araclar
haline geldi. Sensorlerde kullanilan biyolojik materyalleri tanima elementlerini genel olarak

sOyle siralayabiliriz: enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve hayvansal dokular, antikorlar,
reseptorler, niikleik asitler. Tesbit edilmesi gereken materyale ilgisi olan, baglanabilecek olan
alic1 element (veya elementler) biyosensor yiizeyine kimyasal metodlar ile sabitlenir, yani
immobilize edilir. Daha sonra ortam igerisinde istenen molekiil veya mikroorganizma olan
cozelti ilave edildiginde, alic1 ile bu biyolojik materyal birbirlerine baglanirlar. Bu baglanma
ise kullanilan sensor cinsine gore elektrik veya optik metodlarla sinyale doniistiiriilerek
algilanir. Eger ortamda istenen biyokimyasal yok ise, sinyal gonderilmez.

Biyosensorlerin ¢aligma mekanizmasi biyolojik elementler arasindaki ilgiye dayanir. Mesela,
hiicre icindeki pek ¢ok hayati faaliyette yer alan proteinler arasinda anahtar-kilit iligkisine
benzer iliskiler vardir. Hiicre i¢cindeki faaliyetler hep birbirine baglanan veya baglanamayan
proteinlerin olusturduklar1 biyokimyasal sinyaller ile devam eder. Mesela, protein ailesinin
iyelerinden olan antikorlarin vazifesi organizmaya giren yabanci molekiilleri tesbit edip
bunlara baglanmaktir. Antikorlar viicudun savunma sisteminin en 6nemli elemanlaridirlar.

Aslinda her birimiz miikemmel biyosensorler sahibi olarak yaratilmisiz. Mesela bes duyumuz
gorme, isitme, dokunma, koklama, ve tat almamiz yine alicilar tarafindan hissedilen verilerin
kimyasal ve elektriksel sinyallere doniistiiriiliip, beynin degerlendirilmesine sunulmasidir.
Modern teknoloji biyosensorler ile bir ya da birka¢g molekiilii tanimaya, algilamaya calisirken,
sizlerin su anda bir yandan gozleriniz dergiye bakip her an sinyalleri beyne gonderiyor; diger
yandan kulaginiz radyodan gelen hafif miizigin sinyallerini gondermekle mesgul; derginin
sayfalarin1 hisseden parmaklariniz sinirlere uyarilar veriyorlar; burnunuz bardaktaki meyve
cayini koklamak ve yine uyarilar1 beyne gondermekle mesgul; oteki yanda
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antikorlarmmizyabanci madde avinda ve bulduklar1 anda gereken bilgileri beyne gonderip
savunma mekanizmasini harekete gecirmeye calisiyorlar.

Biyosensor calismalarinda yasanan zorluklar ve eksiklikler bize kiiciiciik hiicrelerden biiyiik
organizmalara kadar canlilarin muhtesem biyosensorler olarak yaratildiklarini ve
insanoglunun teknoloji adina yaptig1 herseyin bu muhtesem mekanizmalari taklide
calismaktan bagska birsey olmadigini gosteriyor.

Sadece biyo-silahlarin tesbitinde degil, ayn1 zamanda biyolojik mekanizmalarin, proteinler
arasi iliskilerin anlasilmasinda ve insan genom projesinin devami olan proteomik
calismalarinda da biyosensorlerin biiyiik Snemi vardir. Insan genom projesi ve patojenik
bakteri ve mikroorganizmalarin genetik kodlarinin ila¢ gelistirme cabalari icin belirlenmesi,
baz1 kotii niyetli insanlarin ilag yerine zehir yapmasina da yardim etmektedir. Almanya,
Fransa, Japonya, Ingiltere, ABD, Rusya ve Irak’in bu silahlari iiretmek igin ¢alisma yaptiklart
soylenmektedir. Birinci ve ikinci Diinya Savaslarinda biyo-silahlar kullanilmistir. Hatta cok
daha 6nceleri 1763’te Ingilizler Kizilderililere ¢igek hastalarinin kullandiklari battaniyeleri
vermis ve bu hastalia kars1 bagisiklig1 olmayan yerlilerin hasta olup 6lmelerine sebep
olmuslardir.

Gortinen o ki, yikma, yok etme ve zarar verme acisindan insana kimse yetisemiyor. Bu tiir
insanlarin neden olabilecegi biyolojik savas/teror tehlikesine kars1 uyanik olunmasi ve
gereken erken uyari, tesbit ve savunma sistemlerinin gelistirilmesine iilkemizde de caligilmasi
gerekmektedir. ( Bozkurt 2006 )

2.3.3 Diyabet Hastaligr Teshisinde Biyosensor Kullanmim

Diyabet hastalig1 , insan viicudunun kandaki glikoz seviyesini ayarlayamamasindan dolay1
ortaya ¢cikmaktadir.

Besinlerden alinan glikoz viicutta kanla taginir, pankreastaki ilgili hiicreler glikoz seviyesiyle
uyarilir ve insiilin hormonunun salgilanmasi saglanir.Insiilin, hiicreler iizerinde glikoz alim1
gorevini iistlenir.Eger viicut tarafindan bir eksiklik hissedilirse insiilin {iretimi yavaglatilir ve
karacigerde glikojen olarak depolanmis glikoz serbest birakilir.Diyabet hastas1 olmayan
saglikli bir insan viicudu glikoz seviyesini kolaylikla ayarlayabilir.Bu basta beyin olmak iizere
biitiin organlar i¢in olduk¢a onemlidir.Diyabet hastalarinda glikoz seviyesini ayarlama
mekanizmasi diizgiin calismadigindan uzun zamana yayilmis organ hasarlari
(hiperglisemya),koma ve en kotiimser diisiinceyle beyne giden glikozun azligindan meydana
gelen oliimler (hipoglisemya) olusabilir.

Diyabet hastalig1 yiiziinden harcanan paranin ve hasta sayisinin ¢oklugu diisiiniildiigiinde, bu
hastalarin kan sekeri 6l¢iimlerini evde yapabilmeleri biiyiik bir kolaylik saglamaktadir.Bu da
ancak glikoz biyosensoriiyle basarilabilmektedir.Parmak ucundan alinan bir miktar kanin
biyosensore temas ettirilmesi sonrast belirli bir siire i¢inde 6l¢iim sonucunu alabilen hasta
sonuglar1 kaydedip bir degisiklik oldugunda doktoruna bagvurabilmektedir.Biyosensorlii
Olclim cihazinin en uygun fiyat, hiz ve portatiflige sahip olmasi da hastalar i¢in biiyiik bir
Onem tasimaktadir.

Glikoz biyosensorlerinin farkli ¢alisma mekanizmalari olabilir.Bunlara
Elektrokimyasal,Heksokinaz,Glikoz-oksidaz mekanizmali biyosensorleri ornek verebiliriz.Bu
cesitlenme,farkli firmalarin caligmalariyla ve teknolojinin ilerlemesiyle gerceklesmektedir.
(Ramsay 1998)

16



3  SONUC VE GELECEKTE BEKLENTILER

Uzun donem i¢inde biyosensorik klasik fizikokimyasal Ol¢ii aletleri yaninda sensor
teknolojisi sayesinde asagida belirtilen iistiinliiklere sahip bircok yeni uygulamaya
olanak saglayacaktir.

Yiiksek duyarlik,

Kisa oOl¢iim siiresi ,

Gereksinime gore islem akisi,

Olgiim ve analiz giderlerinde diisme ,

Otomatik Ol¢iim ve ayar sistemlerinin devreye sokulmasi .

Biitiin bunlara ragmen biyosensorik alaninda coziilmesi gereken bir¢cok problemde
vardir :

Biyokonponentlerin 6mriiniin kisa olmasi,

Biyosensor hazirlamanin uzun siirmesi ,

Molekiiler biyolojik prosesler hakkinda yeterli bilgi birikimi olmamasi,
Biyokompatibilite sorunlari ,

Implante edilebilen sensorlerin steril tutulabilme giicliigii .

Yukarida belirtilen sorunlarin c¢oziimlenmesi geleneksel analiz teknikleri ile yarisabilen
ve rutin analizlerde kullanilabilen biyosensor aletlerin piyasaya sunulmasina olanak
saglar. Basariy1 garantilemek i¢in bilim adamlar1 ve miihendislerin biyokimya , molekiiler
biyoloji , kimya, fizik , malzeme bilimi , yar1 iletken elektronigi ve teknolojisi ile
bilgisayar teknolojisi alanlarinda siki igbirligi yapmalarinda zorunluk vardir.

Biyosensorlerin , kompleks maddelerin rasyonel ve ucuz olarak tayininde kullanimi
ekonomik ve toplumsal agirlik kazanmalarini saglamistir. Biyochip teknolojisindeki
gelismelere bagli olarak biyosensorlerin 6nemi ve agirligi gittikce artacaktir. Ozellikle
yogun bakim {initelerinde , ameliyatlarda ve implantasyon amaci ile kullanilacak
biyosensorlerde minyatiirizasyon ¢ok onemlidir. 21. yiizyilin anahtar teknolojilerinden biri
olan nanoteknoloji biyosensorlerin ufkunu ¢ok acacak ve ekonomi ve giinliik
yasamdaki agirhgim1 daha da artiracaktir. Bu cercevede iilkemizde Ulusal Biyosensor
Arastirma — Gelistirme Merkezinin en kisa zamanda kurulmasinda biiylik yarar vardir.

( Telefoncu 1999)
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