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Epigenetik Biyosensorler ve Kanser

Epigenetic Biosensors and Cancer

OZET Kanser, hem genetik hem de epigenetik degisikliklerin gozlendigi kalitsal etmenlere bagli ol-
dugu kadar cevresel faktorlerle de iliskili multifaktoriyel bir hastaliktir. DNA dizisi izerinde meydana
gelen genetik degisimlerden farkli olarak epigenetik degisiklikler, gen ekspresyonunun diizenlenme-
sinde gozlenen kalitsal ve geri doniistimlii degisimler olarak tanimlanmaktadir. DNA metilasyonu basta
olmak tizere histon protein modifikasyonlari, kromatin yeniden diizenlenmesi ve miRNA regiilasyonu
epigenetik mekanizmalar1 olugturmaktadir. Karsinogenez siirecinde rol oynayan epigenetik mekaniz-
malar1 aydinlatmaya yonelik yapilan calismalar hastaligin erken tani1 ve tedavisinde oldukg¢a 6nemli bir
yere sahiptir. Kanserde epigenetik-tabanli biyobelirteglerin arastirilmasina yonelik gelistirilen mikroar-
ray, real-time PCR, pyrosequencing, ELISA, ChIP qPCR, nCounter nanostring analizi, yeni nesil dizi-
leme gibi biyosensor tabanli teknolojiler giderek 6nem kazanmaktadir. Bu boliimde, biyosensérler ve alt
tipleri tanimlanip caligma prensiplerinden bahsedilerek kanserde epigenetik mekanizmalarin roliintin
arastirilmasinda kullanilan biyosensor tabanli teknikler hakkinda genel bilgi verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor; kanser; biyomarker; epigenetik

ABSTRACT Cancer is a multifactorial disease associated with both genetic and epigenetic changes, as
well as hereditary and environmental factors. Unlike genetic changes that occur on the DNA sequence,
epigenetic changes are defined as hereditary and reversible changes observed in the regulation of gene
expression.2 Histone protein modifications, DNA methylation, chromatin remodelling and miRNA reg-
ulation constitute epigenetic mechanisms. Studies to elucidate the epigenetic mechanisms involved in the
carcinogenesis process have a very important place in the early diagnosis and treatment of this disease.
Biosensor-based technologies such as microarray, real-time PCR, pyrosequencing, ELISA, ChIP qPCR,
nCounter nanostring analysis, next-generation sequencing, which were developed to investigate epige-
netic mechanisms are increasingly gaining importance. In this section, biosensors and their subtypes are
defined and their working principles are mentioned, and general information about biosensor-based tech-
niques used in investigating the role of epigenetic mechanisms in cancer is given.

Keywords: Biosensor; cancer; biomarker; epigenetics

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromozomun yeniden diizenlenmesi ve
RNA interferans araciligi ile gen ekspresyonunu kontrol eden epigenetik mekanizmala-
rin etkileri karsinogenezin erken asamalarindan itibaren gozlenir.!* Bu nedenle epige-
netik temelli biyobelirteglerin kesfedilmesi kanserin erken tanisinda olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir.* Epigenetik biyobelirteclerin aragtirilmasinda yararlanilan biyosensorle-
rin tanimlanmasi, anlasilmasi ve gelistirilmesi kanser epigenetigi alanindaki arastirma-
larin gelecegi agisindan vazgecilmez niteliktedir.

I BIYOSENSORLER

Biyosensdrler, maddelerin konsantrasyonunu ve biyolojik olarak incelenen parametre-
leri belirlemek i¢in biyolojik sinyali elektrik sinyaline doniistiirerek maddenin taninma-
sin1 ve Olgiilebilir olmasini saglayan analitik cihazlardir.>®
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BIYOSENSOR ALT TiPLERI

Biyosensorler, doniistiirlicti “trandiiser” tiplerine gore optik
(emilim, ylizey plazmon rezonans, kemiluminesans, biyo-
luminesans, floresan ve optik fiber), elektrokimyasal (vol-
tametri, amperometrik, potensiyometrik, iletken, kapasitif
ve impedans), kiitle tabanli ve elektrik tabanl (piezoelek-
trik, kuartz kristal mikrobalans, akustik, kalorimetrik ve
manyetik) olarak smiflandirilmaktadir.®!® Ayrica, biyo-
sensorler, antikor/antijen, niikleik asit, enzimatik, hiicresel
(mikroorganizma, protein gibi) ve biyomimetik malzeme-
lerle etkilesime dayanarak biyoreseptor tipine gore de si-
niflandiriimaktadir.!!

Biyosensorler tespit yontemleri ilkelerine gore ayirma
ve analitik teknikler dahil ytliksek performanslt sivi kro-
matografisi ve kapiler elektroforezi, biyolojik tanima ana-
lizi, metilasyona 6zgili amplifikasyon, yeni nesil dizileme,
metilasyon gen ¢ipi ve haritasi ve biyosensor bazl tayin
yontemleri olmak iizere alt1 farkli alt gruba ayrilmaktadir.
Giliniimiizde PCR, mikroarrayler ve DNA dizilimi, meti-
lasyon biyobelirteclerini belirlemek ve kesfetmek i¢in kul-
lanilan baslica biyosensor tabanli cihazlardir.'

Kanserin tani ve prognozunda kullanilan analitlerin
(biyobelirtegler) taninmasi ve tespitinde biyosensorlerin et-
kili cihazlardan biri oldugu bilinmektedir. Biyosensorlerin
uygulamali tekniklerle, DNA degisikliklerinin kolay ve
hizl bir sekilde algilanmasi saglanir.'3

Son zamanlarda biyosensdrlerin nanobiyoteknoloji
acisindan gelistirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalar, basta
sitozin modifikasyonlarmnin belirlenmesi olmak tizere doku
ve viicut sivilarinda (tiikiiriik, plazma, serum, idrar, semen)
epigenetik degisikliklerin taninmasi i¢in olduk¢a 6nemli
oldugunu gostermistir.'

I EPIGENETIK-BIYOSENSOR ILISKISI
DNA METILASYONU

Tiimoér baskilayici genlerin promoter bolgelerinde yer alan
CpG adaciklarindaki sitozin niikleotidlerinin 5 karbon ato-
muna DNA metiltransferazlar yardimi ile metil grubunun
baglanmasiyla ger¢eklesen geri doniisiimlii kimyasal bir
olaydir.” Tiimér hiicrelerinde hem tiimér baskilayici gen-
lerin promoter bolgesinde gozlenen hipermetilasyon ile is-
levsiz hale getirilmeleri hem de onkogenlerin tim
genomunda hipometilasyon ile aktiflenmesi gozlenmekte-
dir. Genellikle metastatik dokularda ve primer tiimdorlerde
tespit edilen hipometilasyon, onkogenlerin ekspresyonunu
arttirir, transkripsiyonu aktive eder ve genom stabilitesini
degistirir.'* CpG bakimindan zengin genomik bélgelerin hi-
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permetilasyonu, DNA metiltransferazlarinin degistirilmis
aktivitesi ile olusur ve 5-metilsitozin olusturmak iizere bir
guaninden 6nce gelen sitozinlere bir metil grubunun eklen-
mesini igerir.!” DNA metilasyonu kanserin ilk agamalarin-
dan itibaren gozlenen fizyolojik bir olay oldugu igin erken
tanida 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle, kanserin tani, te-
davi ve prognozunda kullanilacak olan biyobelirteclerin
kesfedilmesinde 6zellikle DNA metilasyonuna yonelik ¢a-
lismalar olduk¢a dnemlidir. DNA metilasyonunun tespi-
tinde kullanilan konvansiyonel tekniklerin uygulanmasi
DNA metilasyon paternlerinin haritalanmasinda etkili ol-
makla birlikte hem temel hem de klinik arastirmalarda ¢ok
onemli bilgiler elde edilmesini saglamaktadir. DNA meti-
lasyon varligini belirlemede; Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High-Performance Liquid Chromatog-
raphy, HPLC), Yiiksek Performansl Kapiler Elektroforez
(High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE), Sssl
Testi (Sssl Assay), Gen Spesifik Metilasyona Ozgii PCR
(Gene Specific Methylation-Specific PCR, MSP-PCR),
Metil-Duyarli Restriksiyon Enzimi PCR (Methyl-Sensitive
Restriction Enzyme PCR, MSRE-PCR), MethylLight,
Pyrosequencing, Metilasyon Duyarli Tek Niikleotid Primer
Uzatma (Methylation-Sensitive Single Nucleotide Primer
Extension, MS-SNuPE), Kombine Bisiilfit Restriksiyon
Analizi (Combined Bisulfite Restriction Analysis,
COBRA), Metilasyona Duyarli-Yiiksek Coziiniirliiklii
Erime (Methylation Sensitive-High Resolution Melting,
MS-HRM), Metilasyona Ozgii Multipleks Ligasyona Ba-
gimli Prob Amplifikasyonu (Methylation-Specific Multip-
lex Ligation Dependent Probe Amplification, MS-MLPA),
Kitle ARRAY EpiTYPER (Mass ARRAY EpiTYPER),
Restriksiyon Landmark Genomik Tarama (Restriction
Landmark Genomic Scanning, RLGS), Diferansiyel Meti-
lasyon Hibridizasyonu (Differential Methylation Hybridi-
zation, DMH), Metillenmis DNA Immiinopresipitasyon ve
Mikroarray Cip (Methylated DNA Immunoprecipitation
and Microarray Chip, MeDIPchip), Bead Array (Illumina),
Tim Genom Bisiilfit Sekanslama (Whole-Genome Bisul-
fite Sequencing), Tek Molekiil Ger¢ek Zamanli Dizileme
(Single Molecule Real Time (SMRT) sequencing), Metil-
Cap dizileme teknikleri kullanilmaktadir.!' Bu teknikler
DNA metilasyonunun tanimlanmasinda oldukea etkilidir ve
minimal invaziv prosediirler kullanilarak toplanan ¢ok ce-
sitli biyolojik numunede de metilasyonun tespit edilmesini
olanakli kilmaktadir.'® Buna karsilik bu teknikler biiyiik
miktarda DNA ve/veya radyoaktif etiketleme gerektirdi-
ginden DNA hasar1 sebebi ile yanlis pozitif sonuglarn alin-
masi ve PCR amplifikasyonunda replikasyon hatalarina yol
agmas gibi gesitli dezavantajlar1 bulunmaktadir.* Ayrica
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kullanilan bu teknikler 5-metilsitozin ile 5-hidroksimetilsi-
tozin, S5-formilsitozin ve 5-karboksiliktosin gibi diger sito-
zin modifikasyonlarinin ayirt edilememesine de neden
olmaktadr.'*2

Geleneksel yontemlerin DNA metilasyonunun tespiti
icin yetersiz kalmasi metilasyonu tanimaya spesifik biyo-
sensor ¢aligmalarina hiz kazandirmigtir. DNA metilasyon
tespiti igin biyosensorler doniistiiriicii tipine gore, elektro-
kimyasal (amperometrik ve potansiyometrik), optik (kolo-
rimetrik, floresan, liiminesans ve interferometrik), kiitle
bazli (piezoelektrik ve akustik dalga) ve kalorimetrik
olmak tizere dort ana sinifa ayrilmaktadir.?'-??

Elektrokimyasal Tabanl Biyosensorler

Elektrokimyasal yontemler, yiiksek performansli biyosen-
sorlerin gelistirilmesi i¢in elektrokimyasal doniistiirtictile-
rin duyarlilifini, tanima 6geleri olan yiiksek ozgiilliige
sahip biyomolekiiller ile birlestiren degerli analiz araglari-
dir. Elektrokimyasal biyosensorler, sinyal tespitine gore
amperometri, voltammetri, potansiyometri, impedometri
ve iletkentometri olarak bes ana siniftan olugsmaktadir.?®

Metillenmis DNA ve DNA metiltransferaz (MTaz)
aktivitesini izlemek i¢in kullanilan etiketli ve etiketsiz al-
gilama olmak iizere iki elektrokimyasal yontem formati
vardir.?* Altin nanopartikiiller, elektroaktif etiket (ferrosen
asetik asit ve metilen) ve grafene dayali etiketler gibi na-
nomateryaller, DNA metilasyonunu saptama arastirmala-
rinda kullanilmaktadir. Metillenmis DNA varliginda
endoniikleaz ayrilmasindan (Dpn I) ve negatif yiiklii bir in-
dium kalay oksit (ITO) mikroelektrotunda etiketli frag-
manlarin birikmesinden sonra bir elektrokimyasal tepki
tiretilmektedir. MTaz inhibitorlerinin ilag taramasi alaninda
kullanilmasinin yaninda klinik DNA metilasyon analizi
i¢in de kullanilmasi dnerilmektedir.?® Bir bagka ¢aligmada
ise metillenmis DNA, MTaz aktivitesi ve bunun inhibitor-
lerinin tespiti i¢in hassas ve segici altin nanopartikiil ve
elektrokimyasal tabanli biyosensor olarak tasarlanmugtir.?

Etiketli algilamaya benzer yaklagimlar kullanilarak,
sirastyla MTaz aktivitesini ve MTaz aktivitesi ile DNA me-
tilasyonunu degerlendirmek i¢in “sinyal agik’ ve “sinyal
kapali” etiketsiz algilama stratejileri kullanilmaktadir. Bu
biyosensorler prob immobilizasyonu, tamamlayict DNA
ile hibridizasyon, Dam MTaz ile metilasyon ve Dpn I ile
kesim uygulamalarini kullanir.”’

Bunlara ek olarak ¢esitli elektrot tiplerine gore elek-
trokimyasal yontemler gelistirilmistir.

Perde baskili altin elektrotlar (Screen-printed gold
electrodes, SPE-Au), basit, diisitk maliyeti ve tek kulla-
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nimlik potansiyeli nedeniyle, metilasyon tespitinde kulla-
nilan biyosensor tabanli cihazlardan biridir. eMethylsorb,
SPE-Au temelli bir platform olup DNA-altin afinitesine
gore DNA metilasyon seviyesini belirlemek icin tasarlan-
mustir. Bisiilfit muamelesi ve asimetrik PCR, adenin ve
guanin igeren metillenmis ve metillenmemis ssDNA’lar1
tespit edilebilmektedir.?®

Karbon film modifiyeli elektrot (overoxidized
polypyrrole/MWNT), elektron siklotron rezonans nano-
karbon, MWCNT-B-siklodekstrin gibi karbon bazli elek-
trotlar, genis potansiyelleri, yiiksek elektrot safligi, genis
aktif ylizey alan1 ve diisiik arka plan akimlarini igeren ¢e-
sitli elektrokatalitik aktivite avantajlarina sahiptir. Bu tek-
nikle, bisiilfit reaksiyonu veya etiketlemesi olmadan, hem
5-metilsitozinin hem de sitozinin oksidasyon akimlari ara-
sindaki farklar dlgiilmektedir.?

Metillenmis p53 gen analizi i¢in yakalama probu ola-
rak PNA (Peptide Nucleic Acid), elektroaktif gosterge ([Ru
(NH3) 6] 3+) ve elektron transferinin arttiricisi olarak bir
elektrot lizerindeki bir AuNP filmi kullanilarak ultra-du-
yarli biyosensor gelistirilmistir. Bisiilfit muamelesinden
sonra, tamamlayic1 PNA probu ile metillenmis DNA goz-
lenirken metillenmemis DNA varliginda hibridizasyon re-
aksiyonu gerceklesmedigi i¢in DNA gozlenmez.*°

DNA’da metillenmis sitozinin varligini belirlemek
icin osmiyum tetroksitin kullanildig1 oksidasyon temelli
biyosensorler kullanilir. Oksidasyon, stabil bir metilsito-
zin glikol-osmat-bipiridin kompleksi olusumuna yol agar,
boylece metillenmis ve modifiye edilmemis DNA arasinda
net bir ayrim yapilmasini saglar. Kompleksin i¢indeki flo-
resan etiketi, serbest molekiillerden ¢ok daha diisiik bir flo-
resan emisyonuna sahiptir. Bu metodolojinin uygulanmast,
p53 dizisindeki metilsitozini tanimlamak i¢in kullanilmis-
tir.3! Bu yontemin dezavantaji, timinin osmiyum oksidas-
yonuna duyarli olabilmesi ve hatali pozitif sonuglar
vermesidir.

Elektrik Tabanli Biyosensorler

Elektrik tabanli biyosensorler, proteinler ve oligoniikleo-
titler gibi biyomolekiillerin etiketsiz, hassas ve hizli izlen-
mesi i¢in bagka bir yaklasim sunar.? Bu yontem, bir kanal
boyunca analitin baglanmasindan kaynaklanan iletkenlik,
direng veya empedans degisikliklerinin dl¢iilmesine daya-
nir. Elektrokimyasal teknigin aksine, elektriksel algilama,
herhangi bir elektroaktif madde kullanilmadan biyobelir-
teglerin dogrudan tespitine izin verir.?* Metillenmis
DNA’y1 saptamak i¢in kullanilan alan etkili transistorleri
(Field Effect Transistors, FET ler) ve nanopor analizlerini
iceren iki farkli elektriksel algilama sekli vardir.>*35
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Alan Etkili Transistorler (FET)

FET, hedef ve reseptor elektrotlarina sahip yari iletken ka-
naldan olusan bir transistor tiiriidiir. FET in islevi Ol¢iilen
akimi degistirmek veya iletken kanalin voltajini ve ilet-
kenligini degistirerek kazang veya amplifikasyona yol ag-
maktir. FET biyosensorleri, bu transistor fonksiyonelligini
kullanarak, FET kanalinin yiizeyindeki reseptorler ve he-
defler arasindaki etkilesimleri analit konsantrasyonuyla
dogrusal veya dogrusal olmayan iliskili elektrik sinyalle-
rine doniistiirtir.>

Nanoporlar

Yalitim membranina gomiilii nano 6lgekli kanallar (nano-
porlar), DNA, RNA protein, iyon ve ilag molekiilii de dahil
olmak {iizere ¢esitli elektriksel biyomolekiillerin etiketsiz
ve hizli tespiti i¢in yeni bir nanosensor sinifint olustur-
maktadir. Biyolojik ve kati hale spesifik olmak {izere na-
nopor teknolojileri iki tiire ayrilmaktadir. Biyolojik
nanoporlar, a-Hemolisin (a-HL), Mycobacteria smegma-
tisporin A (MspA) ve bakteriyofaj phi29 (phi29) gibi pro-
tein kanallarina; lipit iki tabakali veya kati hal nanoporlar,
silikon nitriir (SiNx) Si02, SiC, Al1203 veya grafen yapili
membranlara gdmiilii halde bulunmaktadir.?

Optik Tabanli Biyosensorler

Optik biyosensorler, reseptdr ve hedef molekiiller arasin-
daki baglanma olayina yanit olarak belirli dalga boylarinda
15181n emilmesi, yansitilmasi ve yayilmasi gibi optik 6zel-
liklerin degisikligini 6l¢en giiglii bir analiz cihazidir.*® Bu
biyosensorler, transdiiksiyon tipine gore kolorimetri, lu-
minesans, floresan, yiizey plazmon rezonans: (Surface
Plasmon Resonance, SPR) ve yiizeyle gelistirilmis Raman
sacilmasi (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS)
olmak tizere bes ayr1 sinifa ayrilabilir.®

Floresan

Floresan temelli analizler, yiiksek hassasiyete ve segicilige
sahip optik yontemdir. Floresan tespitinde, florofor mole-
kiilleri, elektromanyetik radyasyonun belirli bir dalga boyu
tarafindan uyarilir ve optik doniistiiriicii tarafindan dalga
boyu kayan dalga 1s1g1in1in yogunlugu tespit edilir.*

Floresan temelli biyosensorler i¢in ii¢ farkli yaklagim
vardir.*! Tlk yaklasim, baglama olaylarindan énce ve sonra
hedeflerin dogrudan tespitidir. Ikinci yaklagim, organik bo-
yalar ve nanopartikiiller (kuantum noktalari, boya katkili
silika nanopartikiiller) dahil olmak iizere floresan etiket-
leme reaktifleri ekleyerek hedef analitlerin dolayl: tespiti-
dir.#?
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Ucgiincii yaklasim ise floresan rezonans enerji trans-
feridir (FRET). FRET, genellikle iki florofor birbirine (10-
100) yakin oldugunda ve dondriin emisyon spektrumunun
alicinin uyarma spektrumuyla kesistigi durumlarda mey-
dana gelen 1s1ns1z bir enerji transfer seklidir. Enerji aktarim
hizi, donér ve alici ¢iftlerinin uzakligina, spektral drtiisme
derecesine, FRET c¢iftlerinin dipol agisal yonelimine ve do-
noriin kuantum verimine baglidir. FRET, biyomolekiille-
rin konformasyonel degisikliklerinin —arastirilmasi,
molekiiller arasi etkilesimlerin izlenmesi, niikleik asit ana-
lizi ve enzim aktivitesinin test edilmesi dahil olmak iizere
cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.®

DNA metilasyonu ve MTaz aktivitesinin tespiti i¢in
son zamanlarda altin nanorodlara, quantum dotlara (QD)
ve polimerlere dayanan bir dizi nano-FRET sistemi gelis-
tirilmistir.** Ayrica, MSP’nin nanoteknoloji varyanti olan
MS-qFRET, yiiksek MSP 6zgiilligii ile QD-FRET tekno-
lojisinin yiliksek duyarliligi ve sadeligini kullanarak meti-
lasyonun hassas, kantitatif tespitini olanakli kilmaktadir.*

Ek olarak, DNA metilasyonunun tespiti igin katyonik
konjuge polimer (Cationic Conjugated Polymer, CCP)
bazli FRET teknigi de kullanmilmistir. CCP bazli FRET tek-
nik kullanilarak over kanserinde metillenmis RASSFI1A,
OPCML ve HOXA9 gibi hedef biyobelirteglerin tespit
edildigi bildirilmistir.*¢

Kolorimetre

Kolorimetrik biyosesorler, renk sinyalinin yogunlugundaki
degisikliklerden yararlanarak yari kantitatif 6l¢timlerin ¢ip-
lak gozle bile okunabilmesi nedeniyle basit, diisiik mali-
yetli ve optik temelli cihazlardir.*” Manyetik mikroforlarin
kullanimina dayanan kolorimetrik analiz ile 80 fmol’a
kadar metillenmis DNA, altin nanopartikiil agregasyonunu
olustururak kirmizidan maviye renk degisimi olarak goz-
lenmektedir.*®

Floresan ve DABCYL gruplan (floresan emisyonu
sondiiriiciisii) ile etiketlenmis oligoniikleotit problari ta-
sarlanarak metillenmis sitozinin tespiti saglanmaktadir.*’
Modifiye edilmemis sitozin varliginda floroserin-etiketli
oligoniikleotitleri ayirmak i¢in endoniikleaz (Hhal) kulla-
nilmaktadir.’® DNA’da 5-metilsitozinin tespiti, hedef
DNA’ya spesifik tamamlayici dizi tastyan DNA ¢ipi lize-
rine biyotin ile etiketlenmis metil-CpG baglayic1 proteinin
uygulanmasiyla saglanmaktadir.’! Metillenmis CpG adasi
ile DNA duplekslerine baglanan biyotin proteini daha
sonra etiketli streptavidin ile belirlenmektedir. Floresan ve
kolorimetrik saptama i¢in sirasiyla Cy3 ve eozin ile hazir-
lanan konjugatlar kullanilarak kirmizi renkte ¢ip goriintii-
leri elde edilmektedir.’> Mikroarray yapisindaki biyosensor
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tasarimu ile hedef geni veya gen panelinin incelenmesi ve
kisisellestirmesi bu yontemin avantajlar1 arasinda yer al-
maktadir.>

Yiizey Plazmon Rezonansi! (SPR)

SPR temelli tespit, genellikle altin veya glimiis metalik ya-
pilarin ve dielektrik malzemenin ara ylizeyinde meydana
gelen iletken elektronlarin toplu salinimindaki degisiklik-
lerin izlenme prensibine dayanmaktadir.®® SPR biyosen-
sorlerinde, antikor, oligoniikleotit ve aptamer gibi
molekiiller metal yiizey lizerinde immobilize edilmektedir.
SPR, niikleik asit, protein ve yiiksek hassasiyetli epigene-
tik biyobelirteclerin tespiti i¢in de olduk¢a uygun yontem-
dir.* APC ve MGMT gibi metillenmis biyobelirteglerin
dogrudan tespiti icin SPR sensor ¢ipi kullanilmaktadir. Bi-
yotinile edilmis problar 6nce bir streptavidin ile modifiye
edilmis diizlemsel SPR sensor ¢ipine konjuge edilmektedir.
Ardindan tamamlayict hedef DNA ile hibridizasyon yapi-
larak metillenmis DNA etkilesimi ile kirtlma indisi artiri-
larak hedef analitlerin tespiti saglanmaktadir.>*

Yiizeyi-Gelistiriimis Raman Sagiimasi (SERS)

Raman spektroskopisi 1s18in esnek olmayan malzemeden
sagtlmasindan kaynaklanan dalga boyu kayan 15181n tespi-
tine dayanmaktadir. Biyomolekiiller durumunda, karmagsik
bir parmak izi spektrumu, molekiiliin fonksiyonel grup
kompozisyonuna 6zel titresim bandlarinin kombinasyo-
nundan kaynaklanir.3

Nanopartikiiller

Metal nanopartikiil, karbon bazli nanoyapz, yari iletken ve
manyetik nanopartikiil gibi maddeleri igeren ¢esitli nano-
malzemeler, doniistiiriiciiler olarak biyosensor uygulama-
larina entegre edilmektedir. Bu inorganik malzemeler,
algilama sistemlerinin stabilitesini ve sinyal giiciinii arttir-
makta ve bu da tekrarlanabilirlikte gelismelere yol agmak-
tadir. DNA metilasyon durumunun belirlenmesi i¢in altin
veya glimiis gibi metal nanopartikiillerin uygulamasi da bu-
lunmaktadir.’® Altin nanopartikiiller, kolorimetrik biyo-
sensorler icin optik dzellige sahiptir. Anyonik polimerlerin
varliginda, nanopartikiillerin toplanmasinin baskilandigi ve
¢bzeltinin renginin kirmizidan maviye degistigi calisma-
larda bildirilmektedir.’” Bir ¢alismada, tiimor baskilayict
gen olan APC (Adenomatous Polipozis Coli) geninin pro-
moter bolgesinde DNA metilasyonunun tanimlanmasi bu
yontem ile gergeklestirilmistir.®® DNA metilasyonunun
saptanmasinda giimiis nanopartikiiller de kullanilmaktadir.
Glmiis nanopartikiiller, sitozin bakimindan zengin DNA
iplikgikleri de dahil olmak iizere ¢esitli DNA dizileri i¢in
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spesifik spektral tepkiler gostermektedir.>-*° Nanoparti-
kiillerin, metillenmemis DNA varliginda yogun kirmizi
floresan 1s1ma gergeklestirdigini, metillenmis DNA ile et-
kilesim sonrasinda ise floresan 1gimanin gerceklesmedigi
bildirilmektedir.®' Yiiksek konsantrasyonda metillenmis
DNA, giimiis nanopartikiillere maruz kaldiginda pembe-
den sariya renk degisimi gozlenmektedir.62¢* Serum 6r-
DNA
belirlenmesinde giimiis nanopartikiillerin kullanilabilirligi
de olasidir.*

neklerinde  ise metilasyon  durumunun

Nanoteknoloji tabanli algilama ydntemleri, klinik
teshislerin duyarlilik, se¢icilik ve maliyet etkinligi acisin-
dan taleplerinin karsilanmasinda biiyiik umut vaat etmek-
tedir.%
stabilitesini ve sinyal giiciinii arttirabilir ve bu da tekrarla-
nabilirlikte gelismelere yol agmaktadir. DNA metilasyon
tespitinde yukarida bahsedilen biyosensor tabanli cihazla-

Nanomalzemeler, algilama  sistemlerinin

rin mikrofluidik sistemlere dahil edilmesi de miimkiindiir.
Mikrofluidik cihazlar, geleneksel yontemlere kiyasla
“dogal” laminer akig, akiskan hacim ve akig parametrele-
rinin hassas kontrolii, diisiik test numunesi ve reaktif tiike-
timi, cihazlarla verimli sivi etkilesimi i¢in yiiksek
yiizey/hacim orani ile azaltilmig reaksiyon siiresi gibi bir-
¢ok avantaj sunmaktadir.®® Lokus-spesifik DNA metilas-
yonunun tespiti i¢in mikrofluidik ¢ip, ligaz zincir
reaksiyonu (LCR) amplifikasyonunu DNA-bazl1 elektro-
kimyasal analiz ile birlestiren basit bir mikroaraci olarak
gelistirilmistir. Boylece, hem kanser hiicre soylarinda hem
de serum orneklerinde metile DNA 6lglimiinii saglamak-
tadir. Mikrofluidik cihazlarin dogrulugu floresan ve yeni
nesil dizileme yaklagimlart ile test edilmekle birlikte mev-
cut teknolojilere karsi alternatif olarak goriilmektedir.?®

HISTON MODIFIKASYONU

Kromatin ile iligkili histon proteinlerinin, asetilasyon, me-
tilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon, snitrozilasyon ve su-
gibi gen
transkripsiyonunun diizenlenmesine histon modifikasyonu

molasyon cesitli  mekanizmalar ile
denilmektedir.!” Normal bir hiicre karsinojenlere maruz
kaldiginda meydana gelen epigenetik degisiklikler kroma-
tin yapisinda farkliliklara yol agarak kanserlesmeye neden

olur.”’

Histonlar kii¢iik, bazik proteinlerdir ve hiicre ¢ekir-
deginin DNA’sma iyonik baglarla baglanirlar. Histon mo-
difikasyonlar1 serin ve treoninin fosforilasyonu, lizinin
asetilasyonu veya ubikitinasyonu, argininin ayrilmasi (sit-
riilinasyon), cis-prolin ve digerlerinin trans-izomerizas-
yonu, post-translasyonel modifikasyonlar gibi birgok
degisikligi igermektedir.®® En ¢ok rastlanilan histon modi-
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fikasyonlar asetilasyon ve metilasyondur.®” Histon aseti-
lasyonu etkisi transkripsiyonel aktivasyon tizerinde etkili-
dir. Histon proteinlerinin terminal uglarindaki lizin
kalintilarinin asetilasyonu gen ifadesinin artmasina, dease-
tilasyonu ise gen ifadesinin azalmasina neden olmaktadir.
Ancak histon metilasyonunun etkisi, gergeklestigi amino
asitin tiirline ve histon kuyrugundaki lokalizasyona bagl
olarak degisir. Histonlarin metilasyonu, proteinlerin amino
asit kalintilarina bagh olarak farkli transkripsiyonel so-
nuglara neden olur. Histon 3’{in lizin 27’sine {i¢ metil gru-
bunun eklenmesi gen ifadesini baskilarken, histon 3
icindeki lizin 4’iin metilasyonu gen ifadesini artirmakta-
dir.” Bu modifikasyonlarin bazilari, tek baslarina veya
kombinasyon halinde, kanser basta olmak tizere, nérogeli-
simsel bozukluklar ve otoimmiin hastaliklar gibi g¢esitli
hastaliklarin patogenezinde de rol almaktadir. Bu nedenle,
histon modifikasyonlarinin tespiti, tibbi arastirmalar ve kli-
nik uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemlidir.”

Histon Modifikasyonu lliskili Biyosensorler

Histon modifikasyonlarinin analizi i¢in kullanilan konvan-
siyonel yontemler arasinda peptid ve protein dizi bazli ana-
lizler (peptide and protein array-based assays) ve afinite
veya kimyasal zenginlestirme ile birlestirilmis kiitle spekt-
rometrisi (affinity or chemical enrichment coupled with
mass spectrometry) olmak {izere iki ana proteomik yontem
kullanilmaktadir.”>® Mikroarraylerin hizli ve esnek olma
gibi yiiksek verimli uygulamalar i¢in avantajlari bulunmak-
tadir. Modifiye peptid problari ile bir¢ok farkli analit hizli
bir sekilde test edilip baglanma afiniteleri ve 6zgiilliigii yart
kantitatif olarak belirlenebilir. Kiitle spektroskopisi yontemi,
histonlarin hizli, kantitatif ve kalitatif analizini saglar.™

Histonlarin gen ekspresyonunun diizenlenmesindeki
o6nemi, histon modifikasyonlarini tanimlamaya ydnelik
prob ve sensorlerin gelistirilmesine neden oldu. Floresan
problari histon tanima ve belirleme i¢in kullanilmaktadir.”
Floresan sensorii ve histonlarla supramolekiiler bir kom-
pleks olusturup karboksifenilfloron floresanla sondiiriile-
rek histonlarin tayini saglanmaktadir.”® Asetilasyon gibi
baz1 histon modifikasyonlarinin belirlenmesi igin de asidik
ve hidrofobik histon sensorlerinin kombinasyonu kullanil-
maktadir. Asetilasyon, bazikligi ve hidrofiliteyi artirarak
histonlarin DNA ile daha yakin ve gii¢lii etkilesimlerle gen
ekspresyonunun baskilanmasina neden olmaktadir.””” His-
ton metilasyonlarinin tespiti ise daha karmagik siiregler
icermektedir. Histonlarin metilasyon analizinde, anti-his-
ton antikorunu (histon 3) ve hedef histon modifikasyonuna
spesifik antikoru (histon 3’iin dokuz lisinin trimetilasyonu)
birlestiren oligoniikleotit fonksiyonlu altin nanopargacik-
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lardan olusan optik immiinosensorler kullanilmaktadir.*®
Bir diger 6nemli histon modifikasyonu sitriilinasyondur.
Sitriilinasyon histonlarin pozitif yiiklerini ortadan kaldir-
digindan, bu modifikasyon histonlarla DNA arasindaki et-
kilesimi zayiflatabilir. Sitriilinin etiketlenmesi igin floresan
problari kullanilmaktadir.”

Sekar ve ark. tarafindan histon metilasyonunun iz vivo
goriintiilenmesi i¢in biyoluminesans sensorii olusturulmus-
tur.”” Biyoluminesans sensorleri epigenetik degisikliklerin
tespiti igin yaygin olarak kullanilmaktadir.”** Klasik flore-
sanin aksine biyoluminesans sensorler, hiicrelerin i¢ine yer-
lestirilmeyip sadece gen ekspresyonundaki degisikliklerin
tespitini saglamaktadir.®! Bu yaklasim, hiicrelerde ve doku-
larda arka plan floresan etkinin azalmasi ile yiiksek hassa-
siyetin olusmasina yol agar. Ek olarak, sinyalin kaynagi
stirekli olarak hiicreler tarafindan tiretildiginden, bu yéntem
ayni numunelerin tekrar tekrar goriintiilemesini saglar.®?
Ayn1 numunenin tekrar goriintiilenmesi, veri degiskenligini
ve dolayisiyla in vivo ¢aligmalar i¢in gerekli deney hay-
vanlarinin sayisini dnemli dlglide azaltir. Biyosensorlerin
tasarimlari, hedef histon i¢in spesifik baglanma alanini ya
da lusiferaz floresan proteinleri gibi biyoliiminesans emis-
yonu ile enzim iireten DNA yapis1 motifinin kombinasyon-
larina gore gergeklesmektedir.®3

Lusiferaz, oksilusiferin iireten bir enzim olup 151k
yayan, oldukga kararsiz bir bilesiktir.®* Lusiferaz, diisiik
miktarda veya yiiksek verimli bir sekilde hiicre lizatlari,
canli hiicreler ve hayvanlarda oldugu gibi birgok farkli or-
tamda da kullanilabilir. DNA modifikasyonlarinin tespiti
i¢in lusiferaz biyosensorleri olduk¢a 6nemlidir.®> Canli sis-
temlerdeki proteinin post-translasyonel modifikasyonlari,
lusiferaz biyoliiminesans sensorleri ile incelenmektedir.®
Bu amagla, spesifik baglanma alanini lusiferaz ile birlesti-
ren fiizyon proteinleri kullanilabilir. Protein sensoriiniin
baglanma alanimmn hedef yap1 motifi ile etkilesime girdigi,
protein konformasyonunun iki yarim lusiferazi bir araya
getiren ve enzimatik aktivitesini yeniden olusturan degi-
sim oldugu gozlenebilir. Sekar ve ark. in vivo goriintiileme
ile histon 3’iin lizin 9 ve 27 metilasyonlari i¢in lusiferaz
sensorleri gelistirmistir.” Bu sensorlerin, histon metilt-
ransferazlarin inhibitorlerinin gelistirilmesi ve arastirilma-
sinda ¢ok perspektif araclar olarak kullanilmasinin etkili
olabilecegini agikca gdstermistir. Histon modifikasyonu
(histon 4’iin lisin 12’nin asetilasyonu) analizi i¢in histon
ve tanima proteini (bromodomain proteini) sirasiyla sar1
floresan proteini ve siyah floresan proteinleri ile etkilesime
girerek floresan rezonans enerji transferi yardimryla biyo-
luminesans tayini gergeklestirebilir.’” Benzer sekilde, diger
protein modifikasyonlarini (fosforilasyon, ubikitinasyon
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vb.) goriintlilemek i¢in de biyoluminesans teknikleri kul-
lanilmaktadir 388

miRNA lliskili Biyosensérler

miRNA, erken asamalarda kanser tespiti i¢in ideal bir bi-
yobelirteg olarak kabul edilir. Kodlanmayan, evrimsel ola-
rak korunmus ve genomun transkripsiyon sonrasi gen
diizenleyicileri olan mikroRNA’lar (miRNA’lar), karsino-
genez mekanizmasindaki etkin rolleri nedeniyle oldukga
o6nemli epigenetik regiilatorlerdir.®” Northern blotting, kan-
titatif gergek zamanli PCR (QRT-PCR) ve mikroarray
dahil miRNAlarin tespitinde kullanilan birgok yontem bu-
lunmaktadir.%-°

Elektrokimyasal biyosensorler, basit, hizl1 ve giiveni-
lir bir algilama saglayabilmeleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. miRNA biyosensoriinde, transdiiksiyon
elementi, altin, camsi karbon, indiyum kalay oksit (ITO),
grafit gibi ¢esitli materyaller de olabilir ve ayrica bu mal-
zemelerin ¢esitli nanopartikiil ve/veya nanotiiplerle modi-
fikasyonlar: olabilir. miRNA’larin elektrokimyasal
tespitindeki temel prensip, tamamlayic1 prob ve hedef
miRNA dizileri arasindaki hibridizasyon iizerine, elektrot
ozelliklerinde veya elektroaktif bilesik redoks sinyalindeki

degisiklikleri 6lgmektir.”!

Amperometride, mevcut dlgiimler zamana gore sabit
potansiyel degerinde yapilirken, amperometrik veya vol-
tametrik dl¢imlere dayanan miRNA tespiti i¢in tasarlanan
elektrokimyasal biyosensorler, hedef miRNA nin hibridi-
zasyonu lizerine mevcut tamamlayici degisimlerle akimin
degisimini hedeflemektedir. Impedimetrik biyosensérler,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), nanoyapi
olusumu, biyofonksiyonellesme ve hibridizasyon gibi mo-
difikasyon islemleri sirasinda énemli bilgiler saglayan iyi
kurulmus, kullanigh bir tekniktir. Buna ek olarak, elektro-
kimyasal reaksiyon mekanizmalarimin ve ylizey adsorpsi-
yonunun aragtirilmasi i¢in gliglii bir aragtir.*?

Elektrokimyasal algilama, miRNA algilama alanina
diisiik maliyetli, saglam, glivenilir, kullanim1 kolay, ultra
hassas algilama limitleriyle tasarlanmasina izin verdigi i¢in
kolaylik ve avantaj getirmektedir. Nanopartikiillerin biiyiik
yiizey-hacim oranlarinin Gstiin 6zelliklerine sahip olmas,
mitkemmel iletkenlik 6zellikleri, daha hassas ve net biyo-
sensorler olugturmasina imkan tanimaktadir.”

[l SONUG

Kanser, giin gectikce artan insidansi ile birlikte diinyada
goriilen dliimlerin en dnemli ikinci nedenidir. Biyosensor-
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ler, biyobelirteclerin yiiksek 0zgiilliik ve duyarlilikta tes-
pit edilmesine olanak tanimasi ile kanserin erken tani,
prognoz ve survi takip sistemleri olarak kullanilmasi ol-
dukea yararlidir. Kanserin erken tanisinda kullanilacak
olan biyobelirteglerin kesfedilmesinde 6zellikle epigenetik
degisikliklerin tespitine yonelik ¢alismalar olduk¢a dnem
kazanmaktadir.

Giintimiizde PCR, mikroarrayler ve DNA dizilimi
metilasyon biyobelirteglerinin belirlenmesi ve kesfedilme-
sinde kullanilan baglica araglardir. Bununla birlikte, bu pro-
sediirler laboratuvar temelli, karmagik, zaman alic1 olmasi
ile birlikte hem analiz hem de yorumlama i¢in pahali arag-
lar ve operatdrler gerektirir. Ayrica, bu yontemlerin klinik
uygulamalardaki ilerlemelere de fayda saglayacag: diisii-
niilmektedir. Bu nedenle, daha genis uygulama alanlari
icin, biyolojik sivilarda ¢ok diisiik konsantrasyonda bile
metillenmis biyobelirteglerin tespiti kullanimi kolay ve
hassas teknikleri gerektirmektedir. DNA metilasyon tespiti
i¢in yeni sensor tasarimlari liretmek igin yapilan arastir-
malara ragmen, zorluklart ve kisitlamalar1 bulunmaktadir.
i1k olarak, idrar, serum ve kan dahil olmak iizere karmasik
biyolojik sivilarda hedef analitleri tespit etmek igin etkili
sensOrlerin gelistirilmesi bir sorun olmaya devam etmek-
tedir. Ikincisi, nanomalzemelerin DNA metilasyon tespiti
i¢in ideal POC (point-of-care) biyosensdr sistemlerinin ¢ip
tizerinde gergek laboratuvar sistemlerine entegrasyonu sa-
dece ileri teknolojiyi degil, ayn1 zamanda multidisipliner
arastirmalar1 gerektirmektedir. Son olarak, DNA metilas-
yon deneylerinin klinik kullanimli sensor cihazlarina da-
yali cihazlara ¢evrilmesi, karmasik, hizli ve akiskan
sistemlerinin gelistirilmesini gerektirecektir. Bu tiir sis-
temler sadece POC’yi degil ayn1 zamanda erken teshisin
yapilmasini da saglar.'?

Nanobiyoteknoloji konusuna da dahil olan biyo-
sensorlerin, kanserin erken ve dogru tanisinin konma-
sinda onemi gittik¢e artmaktadir. Epigenetik alandaki
calismalarda 6nemi oldukga yiiksek olan biyosensorle-
rin kullanimi ve yiiksek verim/hassasiyetle analizlerin
gerceklestirilmesiyle kanserin diagnostik/prognostik ag1-
dan daha iyi anlasilmasina ve tedavilerin gelistirilmesine
yardimci olacag: diisliniilmektedir. Ayrica, kanserlerin
dogru teshisi i¢in ayni anda birkag biyobelirteg tespiti
gerekmektedir. Biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik
artan ¢aligmalara ragmen yeniden kullanilabilirlik, sta-
bilite ve biyolojik sivilarla uyumluluk da dahil olmak
lizere gesitli 6zelliklerinin gelistirilmesine halen ihtiyag
duyulmaktadir.
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