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OZET

NANO - BIlYOSENSORLERDE PROTEIN — DIELEKTRIK — METAL
ARAYUZEY INCELEMELERI

PINARBASI, Suat
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Sedat AGAN
Ocak 2014, 62 sayfa

Bu tezde, iiretilecek nanobiyosensodrlerin Streptavidin proteininin biotin ve
Cr, Au, Ag gibi ylizeylere baglanmalar1 arastirildi. Filmler Termal kaplama cihazi
(PVD), ALD ve PECVD yontemi ile biiyiitiildii. Bu tez ¢calismasinda iiretilecek olan
nanobiyosensoriin uygun geometrik tasarimi yapilmistir. Calisma prensibi ise, hedef
molekiillerin baglanmasi ile impedimetrik degisiklikler tespit etmektir. Tasarlanan
aygitta dikey nano aralikli nano biyosensorler iiretildi. Algilanmasi istenen yapilar,
dielektrik malzemenin bulundugu SiO; katmana baglanmaktadir.

Sonug olarak algilanmasi istenen molekiillerin Au, Ag ve Cr ylizeylere daha
iyl baglandig1 gozlemlendi. Nanobiyosensor teknolojisinde karsilagilan en biiyiik
problemler, maliyetin yliksek olmasi, tekrarlanabilir ve kararli yapilarin
tiretilememesidir. Kapasitif, etiketsiz nanobiyosensorler iiretimi nisbeten ucuz ve
kolay, ytliksek hassasiyet degerlerinde algilama potansiyeli olan aygitlardir. Bu tezin
konusu olan kapasitif nano-biyosensorler, performans ve tekrarlanabilirlik
sorunlarin1 ¢ézmek ve ticari bir nanobiyosensor alternatifi sunmak i¢in ara yiizey
baglanma incelemeleri umut verici sonuglar vermektedir. Gelistirilecek olan
nanobiyosensdrlerin bir¢ok uygulama alanlarindan bir tanesi ve belki de en 6nemlisi
erken teshis ¢alismalarinda kullanilabilmesi olacaktir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, streptavidin, antikor, biyotin, fotolitografi,

dontistiirticiiler, termal kaplama cihazi, ALD ve

PECVD yontemi, Islak asindirma.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTEIN-DIELECTIRIC-METAL INTERFACES FOR
NANO-BIOSENSORS

PINARBASI, Suat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Physics, Ph. G. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sedat AGAN
January 2014, 62 pages

In this thesis, fabricated nanobiyosensors of biotin and streptavidin protein
Cr, Au as to attach to surfaces were investigated. Films, was grown by thermal
coater device (PVD), atomic layer deposition (ALD) and PECVD methods. In this
thesis, the proper geometrical design of produced nanobiyosensor was made. The
operating principle, impedimetric changes are to identify with the binding of target
molecules. Designed device, vertically nano spaced nanobiosensors were produced.
Sensing desired structures will bond in the area of the dielectric material.

As a result of detection of the desired molecule, was observed better binding
to the Au, Ag and Cr surfaces. The biggest problems of nanobiyosensors are the high
cost, repeatable and unproducable stable structures. Capacitive, unlabeled
nanobiyosensors are relatively inexpensive and easy to manufacture high-precision
values devices that detect potential. Which is the subject of this thesis capacitive
nano-biosensors, performance and repeatability to solve problems and to provide a
commercial alternative nanobiyosens interfacial binding studies provide promising
results. Nanobiyosensér which will be developed one of the many application areas,
and perhaps most importantly, early diagnosis will be used in the study.

Key Words: Biosensor, Streptavidin, Antibodies, Biotin, Photolithography,

Transducers, Converting the Thermal Coating Device, ALD
and PECVD Method, Wet Etching.
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1.GIRIS

Biitiin canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri hizli bir sekilde algilayip
yasamlarin1 siirdiirebilmek icin degisimlere adapte olmaya calisirlar. Iste bu
degisimlere adapte olmak icin gerekli algilama mekanizmasi biyosensorlerin
yapilmasina kapi aralamistir. Canlilar bu uyarilar1 algilamayi saglayan biyolojik
maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorleri dogurmustur.
Biyosensdr teknolojisi giiniimiizde o kadar hizli gelismektedir ki hatta glinlimiizde ve
gelecekte en popiiler arastirma ve uygulama alanlari arasinda yer alacaktir.

Gilintimiiz teknolojisinde kullanacagimiz aletlerde en ¢ok aranan 6zellik daha
kiigiik, daha dogru ve daha ucuz aletlere egilim vardir. Canlilarin yagsaminda énemli
birer unsur olan bes duyu organmin (gérme, isitme, koklama, tatma, dokunma)
islevleri dogal en mikemmel biyosensor olarak bilindiklerinden yapay
biyosensorlere ilham kaynagi olmuslardir.

L.C.Clark’n Cincinnati Hastanesi’nde (Ohio, ABD) bir operasyon esnasinda
kandaki O, miktarmi bir elektrot yardimiyla izlemesi ile biyosensorlerin miladi
olmustur. Clark ve Lyons, 1962 yilinda Glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu
ile kombine ederek kanin glukoz seviyesini 6l¢miislerdir.

Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biomateryalin de katilmasi ile diger bir¢ok maddenin tayini
de yapabilmektedir. Boylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensorler adi verilir.

Sensorler fiziksel etkileri elektrik sinyallerine doniistiiren mekanik duyu
organi cihazlaridir. Calisma sekillerine gore ve doniistiiriicii ad1 verilen yapilarina
gore; termal, mekanik, kimyasal, radyoaktif sensorler ve biyosensorler olarak farkl
cesitlere ayrilmaktadirlar. Biyosensorler genel olarak, biyolojik yapidaki analitleri
hisseden sensorler veya reseptor birimi biyomolekiiler yapida olan sensdrlerdir.

Nitelikli bir biyosensor olduk¢a duyarli olmali, segiciligi olmali, bir dlglim
araligr olmali, 6l¢im siiresi olmali, sonuglar1 tutarlilik gostermeli, bir tespit siniri
olmali, uzun 6miirlii olmali ki tekrar tekrar kullanilmali ve son olarak da kararli
olmalidir. Biyosensorler bu sekiz parametreye gore nitelendirilirler.

Biyosensorlerin, klinik, teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme, kalite

kontrol, biyoreaktorler, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ilag¢ {iretimi,



endistriyel atik, su denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi alanlarda
yaygin olarak kullanim1 s6z konusudur.

T1bbi laboratuvarlarin bir ¢ipe sigdirilabilmesi nanoteknolojideki gelismelerle
saglanacaktir. Avu¢ icine alinabilecek boyuttaki kiiciik ¢ip ile yalmizca birkag
dakikada diagnostik testler yapilabilecektir. Bilim insanlar1 ¢ok kisa bir zaman
araliginda diagnostik testler yapabilen nano laboratuvarlari gelistirmek i¢in yogun
caba harcamaktadirlar. Bu hayal de yakin bir zamanda timit ederiz gergeklesecektir.

Bagka saglik taramalar1 i¢in de laboratuvar ¢iplerinin kullanilmasi
planlanmaktadir. Ornegin, Tom Duke, Londra Nanoteknoloji Merkezi’nde yaptig
calismalarda HIV testi yapabilecek bir ¢ip laboratuvari i¢in ugras vermektedir. Yakin
bir gelecekte bircok hastalik ve viriis bu ciplerle teshis edilebilecektir. Yine bu
teknoloji ile genetik mutasyon ve kanser tiirlerinin de tespiti yapilabilecegi
hedeflenmektedir.

Belirtildigi iizere gelecegin teknoloji ve endiistri devrimi olacak
nanoteknoloji arastirma ve gelistirme ¢aligmalar1 ivme kazanmigstir. Bununla birlikte
bilim, elektronik, tekstil, tip, biyoteknoloji, farmakoloji, makine endiistride, askeri
teknolojiler ve enerji gibi degisik alanlarda yeni ufuklar agmasi saglanmistir.
Diinyanin degisik iilkelerinde nanoteknolojinin gelismesi icin iniversitelerde ve
endiistriyel alanda 6nemli yatirimlar ve calismalar yapilmaktadir. Ulkemizde de bu
konuda yapilan faaliyetlerden birisi Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Arastirma Merkezi (UNAM) kurulmasidir. Bu alanda iilkemizde uluslararas: kongre

ve seminerler de diizenlenmektedir.

1.1.Biyosensorler

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir duyargaci bulunan
ve bir fizikokimyasal g¢eviriciyle birlestirilmis analitik cihazlar olarak
tanimlanmaktadir. Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analiz edilecek madde

miktartyla orantili olarak siirekli sayisal elektrik sinyali liretmektir.



fD.ﬁlgihncihm

Hef Bir blyhvun genel

sematik gdsterimi

Sekil 1.1. Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi. [6]

Biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde
etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyali
ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6lglim sistemiyle
kombinasyonuyla olusturulurlar.

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, doku kiiltiirleri, organeller,
mikroorganizmalar, antikorlar ve niikleik asitler de kullanilabilmektedir. Bunun
yaninda ol¢iim teknigine gére amperometrik, potansiyometrik, termal, akustik, optik
sensorler piezoelektrik olarak adlandirilirlar.

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik cozeltilerde
genis bir konsantrasyon araliginda dogrudan Olglime olanak saglamak gibi
istlinliikleri vardir. Fakat reseptdr olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH,
sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullanim
Omriinii kisalttigindan bir dezavantajdir.

Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar; se¢ici tanima
mekanizmasina sahip ‘biyomolekiil / biyoajan’, bu biyoajanin incelenen maddeyle
etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere
doniistiirebilen ‘cevirici’ ve ‘elektronik’ boliimlerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi,

tayin edilecek maddeye karsi son derece secimli fakat tersinir bir sekilde etkilesime



giren, duyarli biyolojik ajandir. Genel olarak biyoajanlar, biyoafinite ajanlar1 ve
biyokatalitik ajanlar olarak iki alt gruba ayrilirlar. Biyoafinite ajanlari olan antikorlar,
hormon almaglari, DNA, lektin gibi molekiiller antijenlerin, hormonlarin, DNA
parcaciklarinin ve glikoproteinlerin molekiiler tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar.

Biyosensorlerin, klinik, teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme,
biyoreaktorler, kalite kontrol, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ilag
tiretimi, endiistriyel atik su denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi
alanlarda yaygin olarak kullanim1 s6z konusudur.

Ozellikle 20. yiizyilin son 10 yilinda, askeri bir tehdit olusturmasindan dolay1
dénemin genelkurmay baskani, ABD eski disisleri bakani Colin Powell’in olabilecek
en trkiitlicii silahin biyolojik silahlar oldugu yoniindeki agiklamalari, 21. yilizyilin ilk
donemi i¢in hem maddi hem de teknik acidan biyosensor arastirmalarinin yoniini
belirlemistir.

2002 y1l1 Mayis ayinda Japonya’nin Kyoto sehrinde gerceklesen ‘7. Diinya
Biyosensor Kongresi’ calisma gruplarina ait basliklar, diinyanin giivenlik, teknik ve
ticari anlamda hangi tiir arastirmalara 6ncelik tanidigi konusunda fikir vermesi

bakimindan 6nemlidir. Bunlar: [6]

Biyoelektrik ve mikroanalitik sistemler

Niikleik asit sensérleri ve DNA yonganlart
Organizma ve tam hiicre sensérleri
Biyosensorler igin dogal ve sentetik reseptorler

Enzim tabanli sensorler

AN N N N NN

Immunosensorler

Biyosensorler, biyokomponentler (reseptdr) ile fiziksel komponentlerden
(transduser) olusurlar. Biyosensdriin gorevi biyolojik bir olaym elektriksel sinyale

doniistiiriilmesidir.



1.1.a.Biyokomponentler(biyoreseptorler)

Biyosensorlerin -~ yapisinda gorev alan biyokomponentler cogu kez
biyoreseptor olarak adlandirilirlar. Bunlarin iginde en yaygin kullanilanlar enzimler
ve antikorlardir. Protein yapili makromolekiillere ilaveten niikleik asitler ve
karbonhidratlar da genom zincir analizleri ve hiicre yiizeyi karakterizasyonu gibi 6zel
alanlarda  kullanilan  biyosensorlerin ~ yapisina  girmektedir. ~ Enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik
membranlar i¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler de biyoreseptor (biyokomponent)
olarak kullanilirlar.

Yiiksek spesifikliklerinden dolayr enzimler en yaygmn kullanilan
biyoreseptorlerdir. Uygun bir enzimin bulunamamasi veya enzimin kararsiz olmasi
ve birden ¢ok maddenin tayini durumlarinda hiicre sistemleri ve tercihen
mikroorganizmalar kullanilir.

Biyosensorlerin yapisi ve ¢alisma prensibi asagida gosterilmistir.

ELEKTROKIMYASAL
-Potansiyometrik
-Amperometrik
-Konduktometrik

Enzimler

Doku Kesitleri
Organeller OPTIK
Lominess Elektronik
i i
Tutucu Ajanlar -Luminesans
numune Niikleik Asitler KUTLE DEGISIMI
Piooelektrik

Mikroorganizmalar e . .
Reseptor Molekiiller ISI DEGISIMI

-Termistorler

Sekil 1.2. Biyosensdrlerin yapisi ve ¢alisma metodu.



Aslinda biyosensorleri ¢aligsma prensiplerine gore biyoaffinite sensorleri ve
biyokatalitik sensorler olmak iizere iki grupta incelemek miimkiindiir.
i.Biyoaffinite Esasli Biyosensorler: lletici sistem iizerinde antikor

immobilizasyonuyla antijenlerin tespiti yapilir.

I Bivoafinite Esasii Biyosernsdirier I
=X

s W
T sy

Sekil 1.3. Biyoanfinite esasli biyosensorler. [6]

ii./mmobilize Hiicre Esasli Biyosensérler : Iletici sistem iizerinde enzim
immobilizasyonuyla enzimin substrati, inhibitdrii, aktivatorii veya koenzimi olan
cesitli kimyasal maddelerin tespiti yapilir.
iii./mmobilize Hiicre Esasli Biyosensorler: lletici sistem {izerinde hiicrelerin
immobilizasyonuyla o hiicreler tarafindan metabolize edilen c¢esitli maddelerin

tespiti yapilir



Bivokatalitik Esash Immobilize Hiicre
Bivosensirier Esash Biyasensirier
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Sekil 1.4. Biyokatalitik ve immobilize hiicre esasli biyosensorler. [6]

iv.Transmembran Esasli Biyosensorler: Cesitli molekiillere spesifik reseptor
veya farkli membran proteinlerini iceren hiicre membranlarinin iletici sistem
tizerinde immobilizasyonuyla istenilen molekiillerin se¢imli bir sekilde tayinleri

yapilir.

I Trveresrrearrehrverr Esoasle Bivosernsdrder I
100 s
A
—r = D, Q f_‘}.
= o
e o 6 2 o

Sekil 1.5. Transmembran esasli biyosensorler. [6]



1.2.Ceviriciler:

Biyosensorlerin, en énemli ikinci kismi, biyolojik tanima ajaninin bulundugu
“tantyici tabaka” disindaki “Cevirici (Transducer)” bolimiidiir.

Ceviriciler, biyoajan - analit etkilesmesi sonucu gerceklesen fizikokimyasal
sinyali elektrik sinyaline doniistiirerek, bu sinyalin daha sonralar1 yiikseltilerek
okunabilir ve kaydedilebilir bir forma girmesine onciiliikk ederler. Biyoajan - analit
etkilesmesi sonucu olan degisimler, sadece tek bir degisenle ifade edilemez. Ornegin,
glikoz 6l¢iimii i¢in kullanilan glikoz sensoriinde glikoz, oksijenin varliginda glikoz

oksidaz enzimi ile hidrojen peroksite ve glikonik aside parcalanir.

Biyosensor
) O sl ' elektrik
molekiiler : : '
O damga : : elelftkroklmya
e i H . opt = n
Girdi lektinler : j P Yiikseltici Cikti
reseptorlar . termal
antikorlar i i akustic
O O niikleik . piezolektrik
@) asitlervb. ! ' vb.
Analit : = . R iaiih Kullanici Arayiizii
nali Biyoreseptér Arayiiz Dénlistiiriiciiler
Molekdilleri

Sekil 1.6. Biyosensorler de ¢eviriciler. [32]

Bu tepkime sonucunda:

» Ortamda bir miktar oksijen tiiketilir ve bu azalma bir oksijen
elektrodu ile takip edilebilir mi?

» Ortamda glukonik asit arttig1 icin pH degisima olmustur ve bu bir pH
metre ile 6l¢tilebilir mi?

» Ortamda bir elektroaktif madde olan hidrojen peroksit agiga ¢iktigi

icin bu maddenin miktar1 amperometrik olarak ol¢tilebilir mi?

Bu sorularin cevabi hem evettir hem de hayirdir.



Ciinkii, biyoajan-analit tepkimesindeki degisimin boyutlari, mutlak 06l¢iit
olarak nanogram, pikoamper, mikrovolt vb gibi c¢ok kiicik boyutlarda
olabilmektedir. Iste bu evrede ceviricilerin onemi ortaya ¢ikmaktadir. Bu kadar
kiiciik boyuttaki bir degisimi en saglikli, dogru ve orantili olarak aktaran g¢evirici, o

tepkime i¢in ideal olarak degerlendirilir.

1.3.Reseptor Tutuklanmasi (immobilizasyonu)

Biyoaktif bilesen ile iletici unsurun birlestirilmesinde c¢ok farkh
immobilizasyon yontemlerinden yararlanilabilir. Biyoaktif bilesen sensoér olarak da
ifade edebilecegimiz temel iletici unsur ilizerinde fiziksel olarak, jel i¢inde veya
polimer matrikste tutuklanabilir, elektrot yiizeyinde biriktirilebilir, kovalent veya

capraz baglanarak immobilize edilebilir.

——
- L ,__Q;
“Ro veg-
-2 - - ®-
o 4 p’ -
®5 Bivoaldtif Pol Mntrik
. .}’0 1 'r:li‘mr:‘rmnnui ate
Yowitomo |Bilesen o [T

Elektrot Yuzeylinde Birlktirme

Coprozr
Baglama

Sekil 1.7. Biyosensorlerin biyoaktif tabakalarinda biyoaktif bilesen

immobilizasyonunda kullanilan genel teknikleri. [6]



Asagidaki  sekillerde altin  ylizey {izerine antikorlar1  bindirilmesi

gosterilmistir.

a) b)

i &""

Antibody molecules bind to BS3

Antigen molecules bind to antibodies

Sekil 1.8. Altin yiizey lizerine antikor bindirme. [10]

1.4.Biyoreseptor Molekiilleri

Biyosensorlerin  yapisinda yer alan biyokomponentler (biyokimyasal
bilesenler) ¢ogu kez biyoreseptor (biyolojik algilayici) olarak da adlandirilirlar.
Enzimler, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve
biyolojik membranlar ig¢ine yerlesmis kimyasal reseptorler sensorlerde
biyokomponent (biyoreseptdr) olarak kullanilirlar. Bunlarin i¢inde en yaygin
kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi
dontigiime ugratirlar ve bu doniistime eslik eden degisimler transduser tarafindan

algilanir. Enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir.

10



1.4.1.Enzimler

Enzimler, biyoreseptor molekiillerinin en ¢ok bilinenidir. Her substrata 6zgii
enzim vardir ve enzimlerin kendilerine 6zgii substrada karsi afinitesi vardir. Enzimler
kimyasal reaksiyonlarda katalizor gorevi alirlar ve binlerce kimyasal arasindan ilgili
olduklar1 substrati segerler. Tekrar ve tekrar kullanilabilirler, kimyasal reaksiyonun
aktivasyon enerjini digiiriirler. Tiim kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik
reaksiyonlarda da ortamin sicaklii, pH’s1, iyonik kudreti ve diger ¢evre sartlar

olduk¢a onemlidir.

Substrat

Enzim-substrat
birlegmesi

Aktif bolge

Enzimin belirli bir sekli vardir Substrat molekiili ile enzim molekiilti arasinda anahtar-kilit uyumu gibi bir uyum goraldr.
Birinci basamakta enzimle substrat gecici olarak birlesir. Daha sonra enzim galismasini gerceklestirir ve tiriin olusur.

Sekil 1.9. Enzim ve substrat iligkisi. [8]

1.4.2.Antikorlar

Bir glikoprotein olan antikorlar kandaki proteinlerin %20’sini olusturular. Y
seklinde olup iki adet antijen tanima bdlgesi mevcuttur. Canlilarin bagisiklik
sisteminde antikorlar tarafindan taninan ve immiin cevap olusumuna sebep olan
yabanci molekiillere antijen adi verilir. Antikorlarin, antijen tanima bdlgelerinin
farkliligt kendi aralarindaki ayirt edici bir Ozelliktir. Her farkli antikor tipki
enzimlerde oldugu gibi kendine 0zglin olan antijeni tanir ve ona gegici olarak

baglanir.
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Sekil 1.10. Hiicredeki antikorlar. [27]

[] Antigen [C] Marker molecule = Antibody

Sekil 1.11. Hiicredeki antikorlar, antijen ve marker molekiilerin

modellemeleri. [27]

1.4.3.Aptamerler

Aptemerler rastgele sentezlenmis tek =zincirli oligoniikleotidler olarak
tanimlayabiliriz. Once oligoniikleotid sentezleyicisine zincir dizim sekansi
bakimindan trilyon adet farkli olasilikta sentetik oligoniikleotid iiretirilir. Sentetik

oligontikleotitler ise biyosensor teknolojisinde biyoreseptor olarak kullanilir.
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Antikorlara rakip olan bu molekiiller giin gectikce uygulamada kendini daha
fazla gostermektedir. Hatta son 10 yil icinde 6zel yontemlerle iiretilen aptamer
proteinlerin bazilarinin altin ve bakir gibi madenlere karsi bile 6zgiin baglanma
gosterdikleri goriilmiistiir. Bu da, 6zellikle yer alt1 sulari tizerinden maden aramalari

yapmak i¢in orijinal biyosensor imalatinin yapilabileceginin isaretini vermektedir.

1.4.4.Reseptor proteinler

Reseptor proteinler biyolojik aktif bilesikler i¢in yiiksek ama 6zgiin baglanma
giiciine sahiptirler. Yani, herbir farkli reseptor protein yalnizca kendine has bilesige
baglanabilir. Bu 6zelliklerinden dolay1 biyoreseptor olarak biyosensor teknolojisinde

kullanilmaktadirlar.

Karbonhidrat

Protein molekulu

molekulleri

Hiicre ici

Sekil 1.12. Hiicre zarmin elektron mikroskobundaki kesiti. [7]

1.4.5.Diger Adaylar
Biyosensorlerde biyoreseptor olarak kullanilmaya aday bir ¢ok biyolojik

materyal bulunmaktadir. Bu metaryaller; bakteriler, hiicreler, organeller, membran

tabakalar1 bunlardan bazilaridir. Herhangi bir biyomateryalin biyoreseptdr amacl
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kullanim1 i¢in, materyalin istenilen analiti bir sekilde Ozgiin olarak tanima

kapasitesine sahip olmas1 gerekir.

Cizelge 1.1. Dogal biyosensor ve iiretilen doniistiiriicti 6zellikleri.

BiYORESEPTOR YAPISAL BUTUNLUK iCiN URETILEN SiNYAL
CESITLERI GEREKLI OLAN ANA iHTIYAG CESIDI
Organ pargasl Bozulmus doku Aksiyon potansiyeli
Doku Besin ve oksijen temini Metabolik Girtin

Hlcrenin kendisi = | e e

Hiicre organeli Ozmatik ve asidik kararllik Elektron zincir
aranleri

Biyomembran(reseptor) Mekanik koruma Salinan igerikler

Enzim pH ve elektronik kararhlik Reaksiyon tiri

Biyosensorler sekiz parametreye gore nitelendirilirler. [32]

1.5. Nitelikli Biyosensorlerde Aranan Ozellikler [6]

1-Duyarhilik: Cihazin analitteki degisime birebir cevap vermesi demektir.

2-Segicilik:  Cihazin sadece analite Ozgiinliglinii gosterir. Cihaz bagska
reaktiflere ilgi gdstermez ve hatali sonug¢ vermez.

3- Olgiim araligi: Cihazin 6lgebildigi analit konsantrasyonun araligidir.

4- Olgiim siiresi: Bir tiir cihazin 8lgme hizin gosterir.

5- Tutarlilik: Cihazin sonuglarindaki tutarlilig ifade eder.

6- Tesbit siniri: Cihazin tesbit edebilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu
ifade eder.

7- Omrii: Cihazin, performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan verdigi
hizmet dmriinii ifade eder.

8- Kararlilik:  Belirli bir siire i¢inde cihazin duyarliligindaki veya baz

cizgisinde degisimleri dikkate alan bir kalite 6l¢iim degeridir.
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Cizelge 1.2. Dogal biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlari.

KAYNAK AVANTAIJ DEZAVANTAJ

Daha spresifik Pahahdir

SAF ENZIMLER Diflizyon sorunu yok !(ararllllgl duslik
Daha kisa slireli analiz Immobilizasyon problemi
Kullanim miktari az Kullanim stiresi kisa
Yiksek kararhhk Diflizyon sorunu yoktur

DOKU KESITLERI Yiksek aktivite Daha uzun analiz siiresi
Dislik maliyet Mikraoorganizma lremesine agik
Kullanim kolayligi Gaz gegirgenligi az
Mekanik duyarliligi yiiksek

. . Hazirlama kolayhgi Diflizyon sorunu vardir
MIKROORGANIZMALAR

Yiksek kararlilik Daha uzun analiz siresi
Yiksek aktivite

Biyosensorler i¢in ¢oziilmesi gereken problemler sunlardir:

Biyokomponentlerin 6mriiniin kisa olmasi

Biyosensor hazirlamanin uzun siirmesi

Implante edilebilen sensérlerin steril tutulabilme giicliigii
Molekiiler biyolojik prosesler hakkinda yeterli bilgi

olmamasi

Biyosensorler i¢in sonug ve beklentilerimiz ise;

YV V. V V V

Yiiksek duyarlilik

Kisa 6lgiim siiresi

Gereksinime gore islem akisi
Olgiim ve analiz giderinde diisme

Otomatik 6l¢iim ve iglem alaninin devreye sokulmasi
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1.6.Biotin (H Vitamini)

Biotin, karboksilasyon ve transkarboksilasyon reaksiyonlarinda koenzim
fonksiyonu goren suda coziinebilen ¢ift halkali bir vitamindir. Biotin yapisindaki
zincir sistemi nedeniyle sekiz adet stereoizomer olusturur. Bunlardan sadece bir
tanesi yani D-biotin, dogal formdur ve biyolojik olarak aktiftir. Biotin, bitki ve

hayvansal iiriinlerin yapisinda da genis sekilde yer almaktadir.

1.6.a.Biotinin Kimyasal Ozellikleri

Diger vitaminlere gore biotin oldukca stabildir. 4 M siilfiirik asitle 120 °C'de
2 saat muamele edildiginde bile dayaniklidir. Bu islemle biyolojik 6rneklerden
toplam biotin ekstrakti elde edilir. Stv1 veya ince tabaka kromatografisi de biotinin
biyolojik 6rnekten eldesinde kullanilabilmektedir. Biotin tiim yasayan canlilar i¢in
gereklidir. Ama sadece bitkiler degil, fungiler ve mikroorganizmalarin ¢ogundan da
biyosentezlenmektedir. Hayvansal kaynak olarak biotin, yumurta sarisinda ve siitte

bulunmaktadir.

1.6.b.Biotin-Enzim Baglantis1

Biotin, ii¢ sinif enzime baghdir. Bunlar karboksilaz, transkarboksilaz ve
dekarboksilazlardir. Tiim reaksiyonlar bu enzimlerin katalizorliiglinde gerceklesir ve
biotin CO, tasiyicis1 olarak rol alir. Insanlar i¢in giinliik en az alinmasi gereken
biotin miktar1 100 mg'dir. Ciinkii biotin bir¢ok besin maddesinde bulunur. Cig
yumurta beyazi yiyerek beslenen hayvanlardan da biotin elde edilir. Biotin en ¢ok
proteinlerden avidin ile diizenli bag yapar. Biotin avidin arasindaki bu iligki
molekiiler biyolojideki arastirma ve teknolojilerde kullanilmaktadir. Bunun sebebi
glikoprotein olan avidinin yumurta beyazindan eldesindendir. Molekiil agirlig:
15.600 diir. Biotin i¢in ilk antikor 1970 yilinda Berger tarafindan kesfedilmistir.
Simdilerde daha fazla ¢esidi gelistirilmistir.
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1.7.Streptavidin

Streptomyces avidini'nden elde edilen dort alt birimli (tetramerik) bir
proteindir.  Biotin-strepavidin kompleksinin ayrisma katsayist (Kd) 10 mol/L
mertebesindedir. Bu baglanma dogada bilinen en kuvvetli non-kovalent
etkilesimlerden biridir. Biyolojide, streptavidin molekiiler yaygin olarak kullanilir.
Ciinkii biotin'e olan olaganiistii afinitesinin yaninda, asirt pH, sicaklik, organik
coziiciiler, denaturanlar (guanidinium kloriir gibi), deterjanlar (SDS, Triton gibi) ve
proteolitik enzimler, streptavidin proteininin biotine baglanmasinmi etkilemez. Cok
olumsuz sartlara kars1 dayaniklilig1 ve ¢ok kii¢iik boyutta olmasi (3 nm civarinda)
nano aralikli aygitlarda etkin bir biyoalgilayicilar olarak kullanilabilmesi avantaji

saglamaktadir. Zaman iginde biyosensorler beknenilen tstiinliikleri saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Lokalize Yiizey Plazmon Rezonans Teknigi (LSPR)

Bir yilizeyde, UV-V bandinda elektromanyetik dalgalarla nano boyuttaki
metal parcaciklarinin uyarilmasi sonucu, yiizeyde bulunan biitiin atomlarin
elektronlarmin belirli bir frekansa veya dalga boyunda rezonansa girerek maksimum
enerji sogurmasi durumudur. Metal nanoparcgaciklarin rezonans girmesi i¢in gerekli
dalga boyunda, ortamin kircilik indisi 6nem arzetmektedir. Metal nanopargaciklara
yapisan herhangi bir malzeme metaryalin rezonans frekansin degistirecektir. Bu nano
boyuttaki degisiklikler rezonans frekansindaki siddet artimi ve dalga boyundaki
degismeler dedekte edilerek algilanir. Madde yiizeyinde etkilesim sonucu meydana
gelen rezonans frekansindaki degisimler tespit edilerek kullaninan yontem Lokalize
Yiizey Plazmon Rezonans tekinigi’dir. Bu teknikle kanser tesihisi, bakteri ve nano
boyuttaki biyolojik malzemalerin dedeksiyonu ve gida sagligi ve giivenligi igin etkin
teshis yapilabilmektedir.

Lokalize Yiizey Plazmon Rezonans (LSPR) teknigine dayali nano-biyosensor
tasarimi ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve ¢ok az bir numune ile tespit yapilmistir.
Olgiim sisteminin kolaylikla kurulabilir olmas1 ve digerlerine nazaran daha ucuz
olmasi, portatif ve pratik kullanim sunmasi ve tespite 6zel bir geometriye gerek
olmamasi avantaj saglamistir. E-Coli Bakterisine Duyarli Plazmonik Nano-Biyo
Sensor Tasarimi bunlardan bir tanesidir.

Bu teknikte biyolojik sensorler, nano boyutlarda sekillendirilmis yiizeylere
uygulanan kimyasallarin; nano pargaciklarin bulundugu ortamin kirilma indeksini
degistirerek; LSPR dalga boyunda olusturdugu kayma miktarinin 6lgiilmesi esasina
gore calistigl gozlenmistir. Biyo-sensor ¢aligmalar1 simiilasyonlar, fabrikasyon ve
Ol¢timlerden olusmaktadir.

Simiilasyonlarda safir alttas lizerinde periyodik siralanmig silindir seklinde
giimiis nano-parcaciklar, farkli periyot ve yaricaplar ile denenmistir. Simiilasyon

sonuglart Sekil 2.1°de goriilebilir. [1]
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Fabrikasyon agamasi Elektron Isin Litografisi metodu ile yapilmakta ve bu
sayede nanoparcaciklarin sekil, biiyiiklik ve periyodunun daha hassas sekilde

belirlenmesi saglanmistir.
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Sekil 2.1. Safir alt tas iizerinde, giimiis nano-parcaciklarin dalga boyuna gore
yansima miktart. Sol - Yarigapa gore. Periyot 150 nm, yiikseklik 30 nm,
yarigap 10-35 nm arasinda degismekte, Sag- Periyoda gore. Yarigap ve
yiikseklik 30 nm’de sabit, periyot 150-300 nm arasinda degismekte. [1]

Yine Alzymer hastalig1 teshis ve tespit igin LSPR teknigi kullanilarak elde
elde edilen biyosensorler kullanilmistir.

Ag nanoliggenlerin optik 0Ozelliklerine gore Lokalize Yiizey Plazmon
Rezonans (LSPR) nanosensorlerin merkezlenmesi gosterilir. Alzheimer hastaligiyla
ilgili ¢aligmalarin gelisiminde, ilgili muhtemel molekiilerin etkilesim [- tiiretilmis
yayilabilir ligandlar1 (ADDL) ve anti-ADDL antikor arasindaki etkilesim anlayigina
yardimci olmustur.

Anti-ADDL antikor konsantrasyonunun degistirilmesiyle, bir yiizeyi 3,0 10”7
M? baglama konsantrasyonunda hapsedilmis anti-ADDL ‘ler ve ADDL’lerin
etkilesimi i¢in Ol¢iilmiistiir. Cr, nano parcaciklarinin yapisma tabakasinin etkilerinin,
bu tahlilin duyarlilig1 olarak sinirlayici bir faktor oldugu gosterilecektir. Bu LSPR
nanosensor ilk nanomodel uygulamadir.

Sekilde de goriilecegi {lizere; Ag aygit lizerine Oncelikle antijenleri
baglanmasi saglanir. Sonra ise ADDL’ler, daha sonrasinda da ADDL’ler antikorlarin
baglanmas1 saglanmistir. Yiizeyden aliman LSPR algilamasi ile olusturulan E-W
grafigi ile degisimler gézlenmistir.
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Sekil 2.2. Anti-ADDL tespiti igin LSPR biyosensor tasarimi. (A) Ag nanopargacik
sensoriinlin ylizey kimyasi. Yiizey-sinirl. (B) anti-ADDL antikorun bir

diisiik konsantrasyonda Ag nanobiosensor hazirlanmasi her adimi igin

LSPR spektrumu. [3]

Ag nanoparcacik NSL kullanilarak sentezlenir. Cam alt-tabakaya yapisma
nanoparcacik 0,4 nm Cr tabaka kullanilarak ytikseltilir. Nanoparcacik bir SAM
olusturulmasi i¢in bir 3:1 1-OT/11-MUA ¢6zelti i¢inde inkiibe edilir. Daha sonra,
numuneler, 100 mM EDC/100 nM ADDL ¢ozeltisinde bekletilir.

Son olarak, bir anti-ADDL immunoesey de antikorun degisik
konsantrasyonlarinda ADDL kapli nanoparcaciklar kuluckalanarak tamamlanir.

Ag nanopargaciklar sonra (B-1) 1 mM 3:1 1-OT/11-MUA, Amax = 663.9 nm,
(B-2) 100 nM ADDL, Amax = 686.0 nm ve (B-3) 50 nM anti-ADDL, Anax =696.2 nm
ile modifiye edilir. Tiim spektrumlar, bir N, ortaminda toplanmistir. (C) Anti-ADDL
yiiksek bir konsantrasyonda Ag nanobiosensor hazirlanmasi her adimi i¢in LSPR

spektrumu gosterilmistir.
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Ag nanopargaciklart sonra (C-1) 1 mM 3:1 1-OT/11-MUA, Amax= 690,1 nm
ile degistirilmesinden sonra, (C-2) 100 nM ADDL, Amnax=708.1 nm ve (C-3) 400 nM
Anti-ADDL, Amax= 726,8 nm de degisiklikleri. Tiim spektrumlar ina Nj ortami

toplanmustir.

Sekil 2.3. Bir Ag biyosensor ile kovelent baglanmayan ADDL ye anti-ADDL

antikorun spesifik olmayan baglanmasini gosteren LSPR spektrumlari.

[3]

Ag nanopargaciklar 1 mM 01:3 11-MUA/1-OT, Amax= 656.5 nm de modifiye
edilmesinden sonra (A-2) 100 nM, anti-addl, Anax=688,4 nm de Ag nanopargaciklar,
1 mM 1:3 11-MUA/L-OT, Ama= 656,5 nm ile degistirilmesinden sonra Ag
nanopargaciklar. (A-2) 100 nM, anti-ADDL, Anax= 688,4 nm ile modifiye Ag nano

parcaciklari goriilmektedir. Tiim sonme 6lgiimleri, bir N, ortaminda toplanmustir.
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(B) Ag nanopartikiilerin AFM goriintiisiit SAM ile fonksiyonlandi.(3A-1 de
spektumun karsiligl) (C) 100 nM anti-ADDL ile Ag nanopartikiilerin AFM
goriintlisti modifiye edildi. (3A-1 de spekturumun karsilig1)
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Sekil 2.4. Bir AFM modunda dokunma ve SAM kapli Ag nanopargacik biyosensor

icin anti-ADDL arasinda spesifik olmayan baglanmasinin ¢izgi tarama

analizi. [3]

(A) Ag nano pargaciklar 3:1 1-OT/11-MUA (ortalama yiikseklik) 34,8 (3,15
nm, ortalama genisligi) 130.8 (1.85 nm) ile yapilan modifikasyonlar.

(B) Ag nano parcacik (SAM tabaka ile) 100 nM anti-ADDL ¢ozeltisinde
(EDC yoklugunda)(ortalama yiikseklik) 37.8 (1.68 nm, ortalama genisligi) 163.2
(10.2 nm) degisimleri.

C) EDC mevcudiyetinde bir 100 nM anti-ADDL ¢ozeltisinin dogrudan
baglant1 (ortalama yiikseklik) 40.6 (2.46 nm, ortalama genislik) 141.0 (6.11 nm) ile

degistirilmesinden sonra (SAM tabaka ile yeni bir Ag nano pargacik numune. [3]



2.2. Termal Buharlastirma Sistemi (PVD)

Metal kaplamada en ¢ok kullanilan tekniklerdendir. PVD sistemi mikro ve
nanofabrikasyon siireclerinde drneklerin ylizeylerine metal kaplamalar yapmak {izere
kullanilan bir yontemdir. Sistemde genellikle yliksek buhar basincina sahip ve kolay
kontamine edilen metaller termal yontem ile buharlastirilmaktadir. Minimum vakum
seviyesi 2e-6 Torr seviyesinde olan bir sistemdir. Sistemde iki adet buharlagtirma
kaynag1 kullanilabilmektedir. Kaynak ortiiciileri ve 6rnek dondiirme ozelikleri ile
100 mm capl alttaslara homojen kaplamalar yapilabilmektedir. Sistem yar1 otomatik

bir sistemdir.

Sekil 2.4. Termal buharlastirma sistemi.

Kat1 bir metalin rezistif olarak 1sitilmasi1 sonucu buharlagtirilarak, serin bir
yiizey iizerinde biriktirilmesiyle olusur. Ancak, bu yontemde yiizeyde piirtizliiliikk

problemi ortaya ¢ikmaktadir.

2.3.Plazma ile Gii¢lendirilmis Kimyasal Buhar Depolamam Sistemi (PECVD)

Plazma biriktirme sistemi ana hatlariyla, igerisinde plazmanin elde edildigi
reaktor, birbirine paralel, disk seklinde iki elektrot, gazlarin bilesenlerine ayrilmasi
icin radyo frekansli gerilim uygulayan RF jeneratorii, reaktore kontrollil bir sekilde
gaz akisini saglayan igne vana, akis dlger ve diizenleyicilerin oldugu gaz girisleri ile

¢ikistaki mekanik vakum pompasindan olusmaktadir.
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Sekil 2.5. PECVD yontemi.

Bu yontem, plazma olusturmada ¢ok sik kullanilmakla birlikte ileri teknoloji
gerektiren biiyilk boyutlu elektronik aygitlarda, ince film iiretimi ve inceltme
yontemlerinde tercih edilmektedir.

Tasarlanan aygitta tabakanin elektron 1g1nindan gordiigli zarar1 azaltmak i¢in
buhar biriktirme (PECVD) yontemi ile bir SiO; tabaka (PECVD-oksit) plazma
gelistirilmis kimyasal kullanilarak altin tabakasi tlizerinde biriktirilmektedir. TEM
(Gegirimli Elektron Mikroskobu)‘in bir arka plan malzemesi olarak platin tabakasi
biriktirilir. Sekilde, platin ve altin yiiksek atom numarasi nedeniyle, siyah gortiniir ve

nanogap bolge beyaz goriiniir.( Sekil 2.6-7) [4]

Sekil 2.6. 200-nm-biiyiik nanogapda SEM goriintiisii. [4]
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Sekil 2.7. 400-nm biiyiik nanogapda TEM goriintiisii. [4]

2.4. Atomik Katman Biriktirme (ALD)

Bu yontemle piiriizliilikler ortadan kaldirilir. Aslinda ALD teknigi, bir ¢esit
Kimyasal Buhar Biriktirme (CVD) yontemidir. Tepkimede tek bir atomik katmanin
olusmasindan sonra doyuma ulasip kaplama durmaktadir. Bu sayede kaplanan
kalinlik kontrolii saglanmis olur. Ayrica homojen bir kaplamanin gergeklestirilmesi
ve en zor geometrik sekilli ylizeylerin dahi konformal olarak kaplanmasi miimkiin
hale gelmektedir. ALD ile prosesinde asla gaz fazinda gergeklesen reaksiyon olmaz.
Sirali proses uygulanarak biitiin reaksiyonlarin yiizeyde gerceklesmesi saglanir.
Yiizeyler tamamen bir atomik katman ile kaplandiktan sonra reaksiyon sona erer. Bu
durum istenen bir 6zelliktir. Olusturulan filmler stokiyometriktir. Yani her elementin

orani sabittir.

Sekil 2.8. ALD yontemi.
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2.5. Fotolitografi

Fotolitografi istenilen bir kalibin materyal iizerine aktarilmasinda kullanilan
bir tekniktir. Bunun i¢in maske {izerine aktarilan 6rnek bilgisayar programi (CAD)
yapilir. Maske cam levhadan yapilmistir. Yiizeyinde, 1sikla tanimlanabilir opak bir

materyal olan krom yer alir ve materyal istenilen sekli tasimaktadir.

Sekil 2.9. Fotolitografi yontemi.

Maske hazirligi tamamlanmasi ile altlik, 1s18a duyarli organik bir polimerle
kaplanmasi ile sekil aktarilmasi baslar. Altlik ile maske birlestirilir. Maskenin seffaf
kisimlarimin altindaki 1s18a duyarli polimerlerin ¢oziilerek ¢ozelti haline gelmesi
maske igerisinde 1518a duyarl organik polimerlerin {lizerine UV 151k gonderilmesi ile

olur. Bu kabartma islemine pozitif fotorezist (fotodireng) denir.

2.6.Nano Aralik Temelli Biyosensorler

Bu tip biyosensonsdrler, minumun seviyede aygit olmasi ve en kiigiik
diizgiin elektrik alanda en az numune ile hedef molekiillerin algilanmasini saglayan
aygitlardir. Cok ¢esitli tiretim teknikleri ile fabrikasyonu yapilmis nanobiyosensorler
ile ilgili baz1 ¢aligmalar1 Sekil 2.10-11-12° de gosterilmistir. Bu aygitlar kimyasal
depolanan ve litografi yontemi ile iiretilmiglerdir. Ancak yiiksek iiretim maliyeti ve

uzun fabrikasyon su an i¢in problem teskil etmektedir.
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Sekil 2.10. Polimer yiizey ve bir polimer mikro akiskan ¢ip iizerinde bir Au nano

IDA igeren cihazin sematik goriiniimii. [2]

Sekil 2.11. Nanocihaz fotograflari: (a) tiim ¢ip, (b) nano IDA nin mikroskop
gorlntiisii, elektrik baglantilar1 ve Mikrokanallar, (¢), (d) AFM.
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Sekil 2.12. (e) Polimer substratta (numune) nano IDA dizilerin SEM goriintiileri. [2]

Nano cihaz HP 4284A LCR metre kullanarak c¢esitli konsantrasyonlarda
elektrik KCl ¢ozeltisi i¢cinde karakterizedir (Sekil 2.8).

Alan etkili transistorler (FET) de biyosensorler merkez alinarak ¢aligmalar
yapilmustir. Bir yar1 iletken kanalindan sarj akisini kontrol ettigi elektrikle ¢alisan bir
gecit, yariiletken teknolojisi i¢inde entegre biyo algilayicilarin beklentisi ile tahrik
edilir.

Cok sayida onerilen FET biyososensor kanal veya kapinin ¢alismasindaki etki
cozelti icerisindeki biyomolekiiller ile yiizey etkilesimleridir. Bununla birlikte, bu
cihazlar ¢ogu zaman simrli hassasiyetlere sahiptir. Burada gosteriyor ki FET

biyosensor, dikey kapi, biyotin ve streptevidinin spesifik baglanmasina duyarlidir.

[4]
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Sekil 2.13. Nano transistor yapinin ii¢ boyutlu gorintiisii; silikon gévde (mavi),

gomiilii oksit (yesil) ve krom (turuncu) ve altin (sar1) elektrotlar. [4]

Au Length of the
/ nanogap

Burigd-oxide

S0l wafer

After biomolecule immobilization

Sekil 2.14. Nano Transistor Yapinin Dizayni. Doldurulmus nanokap1 da noktali ¢izgi
dogrultusu boyunca cihazin bir kesiti gosterilmistir. Silikon viicutta

implante fosfor kaynak ve bosaltma elektrotlarindan olusturulmaktadir.

[4]

Silikon govdesinin dar bolgesi, aktif silikon bolgesini (kanal)
olusturmaktadir. Krom tabaka ile kismen doldurulabilir bir hava boslugu meydana

getirecek kazinmis biyomolekiiller. [4]
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2.7.Sensor Fabrikasyonu

LSPR yontemi kullanilarak elde edilen “E-Coli Bakterisine Duyarl
Plazmonik Nano-Biyo Sensor Tasarimi” fabrikasyonda ilk adiminda safir alttas
hazirlanmis ve alttas hem E-line resisti ile hem de aquasave ile kaplanmistir.
Sonrasinda ise “Elektron Isin Litografisi” teknigi ile nano-silindirler hazirlanan
yiizeyde yazdirilmis. Uzerine “Elektron Isin Buharlastiricr” ile giimiis metal
kaplanarak fabrikasyon tamamlanmustir.

Sensor yiizeyinin belirli bir bakteri ya da ajana duyarli hale getirilmesi amact
ile iki asamali ¢alisma planlanmustir. ilk olarak yiizey “biotin-avidin” adi verilen ve
birbiri ile ¢ok kuvvetli bag yapabilen bir malzeme c¢ifti ile deneme yapilir. Ikinci
evrede ise biotine konjuge edilmis E-Coli antikorunun, E-Coli antijeni ile bag yaptigi
tespit edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle giimiis yiizeyin tizerinde “Self-
Assembled Alkanethiol Monolayer (SAM)” olusturulmustur. Burada amag; “biotin”
maddesinin amid baglar ile SAM ylizeye kovalent olarak baglanabilmesidir.
Numunelerin farkli konsantrasyonlardaki avidin soliisyonlarina daldirilmasiyla
avidin malzeme ile yiizeye tutturulan biotin malzeme bag yapacak ve boylece
ortamlarin kirilma indislerinde degisiklik meydana gelecektir. Bu durumda ortamin
kirilma indislerine duyarli LSPR dalga boyunda kaymalara sebep olacaktir. Buradaki
sapmlar her yilizey fonsiyonellestirmede gecirim oOl¢iimleri ile olgiilerek kayma
miktarlarina bakilacak ve avidin varligi ve konsantrasyonu hakkinda veri elde

edilecektir. Bu durum asagidaki sekilde gosterilmistir.(Sekil 2.15) [1]
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Sekil 2.15. Yiizey fonksiyonellestirme adimi, ¢esitli kimyasallar giimiis nano-
silindirler {izerine yapistirilarak biotin malzemenin yapisacagi bir yiizey
olustururlar. Biotin ise, drnek avidin ¢ozeltisine daldirildiginda avidin

ile bag yapar. [1]
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Mikroakigkan sistem ile polimer ylizeyde bir entegre nano interdijite bir
elektrotlar dizisi (IDA) calismasinda: Genomik, proteomik ve hiicresel analiz igin
hassas ve kolay kullanilabilen bir impedimetrik sensér minyatiire edilmis.

Tek kullanimlik lab-on chip uygulamalari i¢in de kullanilan altin (Au), ideal
polimer (Cyclic Olefin Copolymer, COC) subratta nano IDA basariyla desenlenmis
ve fabrikasyon isleminde cihaz elektrokimyasal impedimetrik spektroskopisi (EIS)
kullanilarak KCI tuz ¢dzeltisinde karakterize edilmistir. On izleme protein baglama
sonucu protein immunosensorler i¢in kullanilmak iizere bu cihazin nasil bir
potansiyel sagladigi hem de protein baglanmalarinin 6n izleme sonuglarini gosterdigi
gOriilmiistir.

EIS (Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi) soliisyon i¢inde kullanilarak
duyarl yiizey analizleri ve biyomolekiiler aktivitelerin ylizey algilamalarinda ytiksek
yogunlukta IDA kullanilmaktadir. Kiigiik bir AC gerilimi, elektrot ¢iplerine
uygulandi, bdylece hiicrelerin degisik konsantrasyonlar1 veya ylizeye bagh
biyomolekiillerin elektrotlar arasindaki elektriksel empedansindaki farkli degisimleri

verecegi gozlemlenecektir. Bu etki teorik olarak analiz edilmistir.

Sekil 2.16. NanolDA: (a) Polimerde bir Au nano IDA protein baglayict impedimetrik
sensOriin  dizaym1 ve (b)Suda nano IDA’nin elektrostatik enerji
dagilimmin FEA simiilasyonu (L =700 nm, W = 200 nm, ve V = £ 25
mV). [2]
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Entegre mikro akigkan sistemi ile polimer iizerinde Au nano IDA nin sematik
illiistrasyonu Sekil 2.16’de gosterilmistir. Polimer mikroakigkan ¢iplerin kullanilmasi
ile analit tiikketimi ve toplam algilama siiresi 6nemli Ol¢iide azalir.

FEA simiilasyon, su i¢inde Au nano IDA ¢evresindeki elektrik alan enerjisini
analiz etmek i¢in kullanilir. Sekil 2.12’de gosterildigi gibi, su ortaminda Au
elektrotlarin ¢ ¢ifti, 100 nm yiiksekligi, 200 nm genisligi ve 500 nm aralig1 ile
modellenmistir.

Simiilasyon sonucu ac¢ik bir sekilde, proteinlerin baglanmasiyla sensor
yiizeyinin 600 nm icinde tiim elektrik alanlarin konsantrasyonunu gosterir. Imalat
islemleri, Sekil 2.17 ‘te 6zetlenmistir. Bir 3 in¢ boslukla ¢ok iyi piiriizsiiz yiizeyi olan
COC alttas hazirlanir. Ni kalip disk yiizeyi, plastik enjeksiyon teknikleri ile yiizey
son derece Iyi parlatilir.

Ik 6nce COC ile yiizey uyumlu hale getirmek icin E-Isin litografi ile 10 nm
Cr tabaka buharlastirilir. Elektron direngli Polimetilmetakrilat (PMMA), COC’ un
nispeten diisiik erime noktast spin kaplamali ve 6n 1sitma kosuluna bagli olarak
ayarlanir. E — Isin Litografisi, PMMA da agiga ¢ikan Raith-150 sistemi tarafindan
gerceklestirilir. Nano desen gelistirme ve CR graviir sonra tanimlanir. Daha sonra bir
100 nm Au tabaka E-1sin metal buharlastirici tarafindan (E-beam tarafindan) desenli
alt tabaka fiizerinden buharlagtirilir. Nano desen gelistirme ve Cr graviir sonra
tanimlanir. Daha sonra, bir 100 nm Au tabakasi E-beam tarafindan desenli alt tabaka
tizerinde buharlagtirilir. Numuneye, daha sonra Lift-off teknigi ile aseton yerlestirilir.
Au nano IDA bu adimda olusturulur. Sonra nanofabrikasyon, fotolitografi teknikleri,
pedlerin elektrik baglantilart ile Au nano IDA’nin nanomikro ara yiizeylerin
desenlendirilmesi i¢in kullanilir.

Ikinci bir Au katman (200 nm) nano fabrikasyonla, elde mevcut temas
noktalarini kapsayan kisimlart buharlastirildi. Numune, daha sonra lift-off i¢in aseton

icine daldirildi. Son olarak, tiim gereksiz Cr kazinarak disar1 atilmig olur. [2]
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Sekil 2.17. Polimer mikroakigkan kanallar ile nano IDA igin fabrikasyon iglemi. [2]

Calistigimiz sensoriin yap1 sekli asagida Sekil 2.18’te gosterilmistir. Sensor
tasarimindan da goriilecegi iizerine bir alt tas ve bunun iizerine bir altin elektrot bu

altin elektrot ile diger altin elektrot arasinda dielektrik malzemeden (Cr tabaka ve



Si0,-Al,03 den olusan dielektrik katman) olusmaktadir. Bu iki elektrot arasindaki
katman nano aralik seviyesindedir. Bu dikey nano aralikli aygitlar seri halinde
tretilmistir ve 150 adet parmak seklinde kapasitanstan olugmaktadir. Dielektrik
katmana biyotinlerin baglanmasi1 saglanmistir. Bu sayede iki elektrot arasinda bir
katman olusturulmustur ve algilanmasi1 arzulanan molekiiller i¢in de tutucu yapilar
meydana getirilmistir.

Saf su igerisine Olgiimler yapilarak hedef molekiillerin dielektrik katmana
daha rahat baglanmasi saglanmistir. Dielektrik katmana hedef molekiillerin
baglanmasi ile birlikte nano aralikli bolgede dielektrik sabiti degisecektir. Bu degisik
aygitta bir empedans degisikligi doguracaktir. Saf suyun nano araligin her yerinde
diizgiin bir elektrik alan olusturmasi bize avantaj saglamaktadir ve istemeyen etkileri
ortadan kaldirmaktadir. Elektrot boyutlari ile nano aralik karsilagtirildiginda elektrot
boyutlarinin sagak alan etkisi ihmal edilir ( Sekil 2.21.a-b).

STREPTAVIDINDEN ONCE STREPTAVIDINDEN SONRA

NANO
ARALIK

/ streptavidin

Sekil 2.18. Biyosensoriin ¢alisma sistemi goriilmektedir. [5]
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Biyotinleme Islak Asindirma Fotolitografi

@ Met sl

Dielektrik katman ®

) Metal

Nano Bosluk Temelli impedimetrik biyosensér

Sekil 2.19. Sensoér Fabrikasyonu.
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Yapilan kapasitif biyosensoriin yapisi asagidaki Sekil 2.20°de verilmistir.
Tanima bolgeleri dedigimiz Aptamerlere streptavidin proteinin baglanmasi sonucu
kondansator vazifesi goren biyosensoriimiizde empedans degisiminin oOl¢iilmesi
amaclanmistir. Bu empedans degisimine gore degerler gozlemlenecek ve alinan

veriler dogrultusunda degerlendirme yapilacaktir.

Tanima bélgeleri

51
£
v , , .
UST ELEKTROT 7, UST ELEKTROT Hedef
‘ Molekil
- "/J'
-

Nano aralik

¢
| ¢

ALT ELEKTROT

Sekil 2.20. Tasarlanan sensoriin goriiniimii ve ¢aligma prensibi. [5]

Yine bu yapilardan tasarlanan sensoOriin gOriinimii asagidaki sekilde
goriilmektedir. Parmak seklinde dizilmis bir¢ok biyosensor ile algilayici aygit

olusturulur (Sekil 2.17).

_ Parmak

Tutucu T |

Ped

\

/ : \ .
500um| | 150 Parmak i

500um| 100pm
Dielekerik katman 1

L = 10pm |

Alt elektrod

(@) (b)
Sekil 2.21. Tasarlanan sensoriin goriiniimii ve ¢aligma sistemi. a) parmaklarin 6nden

kesit gorliniimii, b) tasarlanan sensorlerin boyutlarinin gosterimi. [5]
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Olusturulan biyosensor parmak yapilar sembolik gosteriminde de goriilecegi

tizere devredeki kapasitansin degisimi hesaplanir veya elektronik aletlerle 6l¢iimii
yapilir.

G Ry

b)

Sekil 2.22. Nano aralikli biyosensoriin devre modellemesi a) Nano aralik paralel

kapasitorleri, (C; ve Cy) ve direng (R; ve Ry) modellemesi, dielektrik

katman kapasitor modellemesi (C3). b) Esdeger devre modellemesi. [5]

€0 &r

(3.1)

Burada A, plakanin yiizey alanidir, d ise iki plaka arasindaki mesafedir, "&g"

dielektrik sabittir (8.854x10 Fm). " €, " ise plakalar arasindaki dielektrik sabittir.
Fabrikasyon bir altlik iizerine metal katman ve metal katman iizerine bir

dielektrik tabaka, dielektrik tabakanin iizerine bir metal katman biriktirmek suretiyle
tamamlanur.

Fabrikasyon sonunda elde edilen aygitlarin gésterimi asagida gosterilmistir.
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Bivosensorler

Alttas

Sekil 2.23. Fabrikasyon sonunda elde edilen aygitlarin gosterimi. [5]

2.7.1.Althik ve Yiizey Hazirhg:

Fabrikasyonda altlik olarak, silikon, kuartz, veya pyrex kullanilabilir. Burada
althgin gorevi aygitlar1 tagimaktir. Altinin yiiksek iletkenligi 6zelliginden dolay alt
ve st elektrotlar altin tabaka olarak yapilmistir.

Fabrikasyonun ilk asamasinda, ylizey temizligi biiylik 6nem arzetmektedir.
Bu nedenle, alttas aseton ((CHj3),CO), metanol ve izopropil alkol ((CH3),CHOH)
igerisinde 5° er dakika ultrasonik titresime tabi tutulur.

Sonrasinda saf su (DI) muslugunun altina tutularak, yiizeyin temizligi
neticelendirilmektedir. Daha sonra ise Azot (N;) gazi ile yiizey kurutulur. Yiizeyin

fabrikasyon Oncesi giivenilir hale gelmesi i¢in bu temizlik son derece 6nemlidir.

Sekil 2.24. Yiizey temizliginin yapilmasi saf su ve ardinda Azot gazi ile kurutulma.
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2.7.2.Alt Elektrotun Biiyiitiilmesi

Termal buharlagtirma cihazi altin alt elektrotun kullanilir. Elektrot malzeme
olarak Altin kullanilmasinin baslica nedeni altin, iletkenligi yiiksek bir malzeme
olmast ve metallerin ¢ogunun, oksit olusumuna negatif serbest enerji gostererek
oksijenle reaksiyona girmesine ragmen, altin pozitif serbest enerjiye sahiptir (oksijen
atomu basmma 227 ° C'de 10,5 kcal). Ayrica altin havaya maruz kaldigi zaman

kararlidir, oksitlenmez.

Metal(Cr)

Alttas Alttas

—>

Termal kaplama

Sekil 2.25. Termal buharlastirma yontemi ile alt elektrotun biiytitiilmesi asamas.

2.7.3.Dielektrik Katmanlarin Biiyiitiilmesi

Kaliteli bir dielektrik katman olusturulmasi i¢in SiO, katman, kimyasal
plazma buhar biriktirme yontemi (PECVD) teknigi ile kaplanmistir. Sizint1 akimi
gibi problemlerin olmamasi i¢in de ek bir ¢ok ince Al,O3; katmani ek bir dielektrik

katman biriktirmek gerektirmektedir.
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Dielektrik katman <
Dielektrik Katman (Si0,) |

—
Metal (Au)  Metal (Cri Metal (Au)
ALTTAS

— —>

Termal Kaplama PECVD ve ALD

Sekil 2.26. Dielektrik katmanlarin biiytitiilmesi.

2.7.4.Ust Elektrotun Desenlendirilmesi

Ust elektrotun kaplanmasindan &nce, istenen tasarimi aktarmak igin
fotolitografi teknigi kullanilir. Fotolitografi isleminin en 6nemli elemani fotorezisttir.
Fotorezist malzeme 151832 duyarli bir malzemedir. Olusturulan maskenin seffaf
bolgelerine UV 1sinlar gonderilir ve istenilen desenleme gergeklestirilir. Olusturulan
aygitin developer igerinde kalma siiresi son derece dnemlidir. Uzun siire kalmasi
yiizeydeki ince parmaklar1 da kaldirarak istenmeyen sonuglart meydana getirecektir

ve istenilen desenleme olusturulamayacaktir.

Sekil 2.27. Fotoliografi teknigi ile iist elektrodun desenlenmesi.
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2.7.5.Ust Elektrodun Kaplanmasi ve Kaldirma Islemi (Lift-off)

Ust elektrotta da alt elektrota benzer sekilde metal kaplama ve 1sisal
buharlastirma teknikleri ile kaplama gerceklestirilir. Dielektrik katmanin {istiine ince
bir Cr tabaka ve akabinde Au tabaka biiyiitiilerek katman olusturulur (Sekil 2.24).

CVD ve metal kaplama yonteminden sonra malzemedeki arzu edilmeyen
kisimlarin kaldirma islemi (lift-off) yapilir. Bu islemde de yine aseton kullanilir. Bu
islemde malzemenin maruz kalma siiresi ve titresime tabi tutma siiresi onemlidir.

Islem sonrasinda arzu edilen desenleme gerceklestirilmis olur ( Sekil 2.27).

Metal (Cr)

Fotorezist Fotorezist R | e

A, 0; e —

Si0, Si0,
Metal(Au) Metal (Au)
R —  ——
Fotolitografi Termal kaplama

Sekil 2.28. Termal buharlastirma yontemi ile {ist elektrotun desenlenmesi.

Metal (Au) Metal (Au)

% bz

8 -

g $

=]

= Metal (Au) -
Al203
SiO2

Metal (Au
; Alttas ; Alttas
Termal kaplama Aseton ile kaldirma islemi

Sekil 2.29. Kaldirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli.
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2.7.6. Nano Aralik Olusturma

Islak asindirma yontemi ile nano aralik olusturulur. SiO; ve Al,O3 olusan
dielektrik katman seyreltilmis HF asidi ile asindirilir. Altinin HF asidi ile tepkime
vermemesi bize avantaj saglamakta ve altin st elektrot bir maske gorevi
iistlenmektedir. Bu asindirma isleminde istenilen geometrik yapi elde edilmesi i¢in
ozen gosterilmesi gerekmektedir. Istenilen geometrik yap1 Sekil 2.30°da
gosterilmistir.

Bu islemde zaman son derece dnemlidir. Istenilen yapmin elde edilmesinde
HF asidi saldirisina maruz kalma siiresinin fazla veya az olmasit son derece

onemlidir. Kontrolsiiz yapilan agindirma islemleri istenmeye sonuglar doguracaktir.

SiO, ve Al,O3' e HF saldirisi

Dielektrik
katman

Sio .
Dielektrik katman (510 (Al;0,) (Si0,) &=
Metal (Au Metal (Au)

Nano aralik

T L

R - >

Kaldirma islemi Islak agindirma

Sekil 2.30. Islak asindirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli.
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Nano aralik

o Kuartz alttas

Sekil 2.31. Uretilen biyosensérlerin fonksiyonalizasyon dncesi SEM goriintiileri.[5]

2.7.7.0l¢iim Sistemi

Uretilen biyosensorlerin empedans &lgiimleri temiz odada yapilir. Empedans
Olctimleri icin diistik frekansli 6lglimler yapabilen bir parametre analizorii ve manuel

prob istasyonu kullanilir.

Prob

istasvonu

Sekil 2.32. UNAM temiz odada bulunan parametre analizorii ve prob istasyonu.
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Ormnek, prob istasyonunun vakum haznesine yerlestirildi, mikro igne uclari

yardimiyla {ist ve alt elektrotlardan baglant1 yapildi.

Optik mikroskop

SR

\; ~,
oo vnes g
~

R —
N

Sekil 2.33. Vakum haznesindeki Ornegin mikro-igneler vasitasiyla elektriksel

Ol¢iimler i¢in baglant1 alinmis durumdaki goriiniimi.
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3.ARASTIRMA VE BULGULAR

3.1.Protein Algilama

Uretilen yapilar biyotinle kaplanir ve dielektrik bolgenin streptavidin
proteinine kars1 afinitesinin ¢ok iyi olmasi saglanir. Biyotin ile streptavidin proteini
arasindaki bag son derece kuvvetli bir kimyasal bagdir. Soliisyon igindeki
streptavidin proteinleri biyotinlerle sik1 bir bag yapar ve bunun sonucunda dielektik
katmanin kapasitansinda degisme olur. Cihazda kuru dlgiimler ile 1slak Ol¢timler
karsilagtirilarak empadans degisikleri gozlemlenir. Buradan c¢ikartilacak sonug,
dielektrik katmana molekiillerin baglanmasi cihazda kapasitans degisikligine neden
olmaktadir. Streptavidinin biyotinlere baglanmasi empedas degisikligi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum bekledigimiz bir sonugtur.

Sekil 3.1. Yapilarin iizerine streptavidinler damlatilmis durumdaki goriintiisii.
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P T
I . Sreptavidinden
. - tnce

. "

Streptavidinden
h dnce
LN

-,

Streptavidinden .

Kapasitans (Nanofarad)

E . sonra g -
z 3 Streptavidinden - T - -
H sonra N_”'"*—-_, i - D o -
8 R e o e 2=
2 100 pg/mL 1 1 pg/mL

1 . ..

streptavidin streptavidin
0 ° T 1
T T o 1 10 100
Frekans (kHz) Frekans (kHz)
a) b)

Sekil 3.2. a) 100ug\ml streptavidin uygulanan sensoriin, b) 100ng\ml streptavidin
uygulanan sensoriin edilen kapasitansin (Cp) frekansa (f) gore degisimi

grafikleri. [5]

Yukaridaki Sekil 3.2°de de goriilecegi tizere farkli miktarlarda streptavidin
uygulanan sensorii kapasitans — frekans degisi birbirine benzerdir. Streptavidin
miktarina gore sapmalar olmustur. Olusan egriler kismen simetriktir. Bu durum
bekledigimiz kapasitans degisiminin madde miktar1 ile orantili oldugunu gosterir.
Ayrica biyosensorlerden bekledigimiz dl¢lim araligi olmasi sartini da yerine getirmis
oldu. Yine streptavidin miktarina gére kapasitans degisim yilizdesi — frekans grafigi
ile de bu simetrik degisim beklenen sonucu teyitlemistir (Sekil 3.3). Cihazin
Olcebilecegi bir konsantrasyon araligi olmast ve sonuglarmin tutathilik gdstermesi,
tespit sinirmin olmasi son derece memnun edicidir. Grafikten de anlasilacagi lizere
lizere cihaz analitteki degisime birebir cevap vermektedir. Bu durum cihazin son

derece duyarli olusunun bir gostergesidir.
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlardaki streptavidin ¢ozeltilerinin sensorlerde

meydana getirdikleri kapasitans degisim yiizdesi- frekans grafikleri.[5]

STRAPAVIDINDEN ONCE ALD STRAPAVIDINDEN SONRA

/ Biyotin

Strapavidin

Nano aralik

Sekil 3.4. Protein Algilama Gosterim Sistemi. [5]

“E-Coli Bakterisine Duyarli Plazmonik Nano-Biyo Sensdr Tasarimi”
calismasinda sonug¢ olarak; asagida 125 nm periyod, 60 nm g¢ap, 30 nm
yiiksekligindeki giimiis nano-silindirlerin her bir yiizey fonksiyonellestirme
adimindan sonraki LSPR dalda boyu kaymalar1 gosterilmistir. Bu grafikler ile
biyosensor yapisinin ¢alismakta oldugu dogrulanmis oldugu gézlenmistir (Sekil 3.5).
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8uM avidin konsantrasyonu

1004 periyod 125nm, gap 60nm
= B34)[421] avidin
= biotin
‘e 60
o
c
@ T —
= (453.5, 50.178)[501]
E 40 1}
= \ (440,05, 51.353)[438]
=3
& (415.78, 57.524)[325]

20

+21, +4, 413 -->
0 T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.5. Giimiis parcaciklardan alinan Transmisyon Olgiimleri. Sadece Ag
nanopargaciklar (Siyah), SAM adimindan sonra (kirmizi), Biotin

adimindan sonra (yesil), Avidin adimindan sonra (mavi). [1]

Nano IDA da, EIS frekans araligi 1 MHz ile 20 Hz de 50 mV gergeklestirilir.
Sonra 6rnek ¢ozelti algilama kanallar1 icine enjekte edilir. DI su ve KCl ¢ozeltileri
diisiik 6l¢iiliir. Ayn1 yontemi kullanarak yiiksek konsantrasyonu iginde uygulanir.
10 M KCl ¢bzeltisi iginde nano IDA nin tipik empedansi yanit1 analiz edilerek Sekil
3.4'de gosterildigi gibi ¢ozelti, li¢ bolge, alt gruplara ayrilabilir. [2]
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Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlarda elektrolit KCI altinda bir nano IDA’nin EIS

a) amplitiid cevabi ve (b) faz yaniti.

Basitlestirilmis bir elektrik modeli (Sekil 3.7a) i¢in kullanilir. [2]
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Sekil 3.7. Elektrolit i¢cinde nano IDA igin elektriksel modelleme:
(a) Empedans genlik 10° M da KCI ¢ozeltisi icinde Empedans genlik

spektrumu ve tli¢ farkli impedimetrik yanit bolgeleri (ilave) basitlestirilmis
elektrik modeli ile agiklanabilir.

(b) 102 M KCI ¢ozeltisi i¢inde 20 Hz ile 100 kHz frekans araliginda bir
impedimetrik tepki. Gelen uydurma egrisi basitlestirilmis elektrik modeli

ayni zamanda Cg = 15 nF ve Ry =5 kQ ile verilir. [2]
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Sekil 3.8. a) Proteinlerin epoksi numuneye baglanmasi,
b) antikorlarda baglanma,

c) protein mikrogipleri. [33]
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Sekil 3.9. (a) Impedimetrik tepkisi: (a) proteinin baglanmalarindan nce ve sonra
(0.25 mg / ml fare anti-tavsan IgG) ve (b) 100 Hz konsantrasyonlarinda
farkli fare anti-tavsan IgG karsi goreceli empedans degisim kalibrasyon

egrisi [2]

Bu ¢alismada, polimer iizerinde yeni bir nano IDA nanaofabrikasyonu yapildi
ve EIS biyosensdrler gibi basarili bir sekilde karakterize edildi. Olgiilen empedans

spektrumlar1 KCI ¢ozeltisi kullanarak gostermistir.
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KCI ¢ozeltisi kullanarak, 6lciilen empedans spektrumlari ile teorik empedans
spektrumlar1 tahminleri arasinda iyi bir uyum gostermistir. EIS nano biyosensor ilk
test sonuglarint gostermistir ki bu nanobiyosensor dogrudan hizli ve serbest
biyomolekiiler yapida ve hiicresel analizi i¢in yiiksek potansiyele sahiptir. Buna ek
olarak, nanosensor kolayca tek polimer lap-on-a-chip ile entegre edilebilir.

Streptavidin  baglanmalari, kapimin dielektrik  konsantrasyonundaki
(empedans) degisikliklere neden olacaktir. FET’ in ¢alismasi i¢in esik voltaji biiytlik
degisimler ile sonuglanir. Dikey kapi, basit ince film kaplama ve 1slak asindirma
teknikleri ile imal edilir. Bu litografi islemi gerektiren diizlemsel nanokap1 FET ler
lizerinde bir avantaj olabilir. Biz inamiyoruz ki Dielektrik modiile FET (DMFET)

yonelik yararli bir yaklagim saglar. Biyomolekiiler algilama, diger sistemlerin ¢oguna

genisletilebilir.
p-E-EE—=
a 54 u-u-E- 0 o ¥ & = ] o [ —m— Before Cr etch
10 - = 105 A
1074 ./ ./0 P _._Aﬂercremh .—“—, —v
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9 l/ v 13| —e— Bitin & septavid X
iotin & streptavidin )
1094 / o4y /& 107 - »
= g0 u / ./ gé u.?av?f'
£ &0y £ e o 006V
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g 107y /. /7 T d / 0.69\‘/
E o 2
B - / / & o rad T i
S qpt / F 2 10 —;f‘ & /
/ ¥ o, Y
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10174 .504:‘". —a&— After immobilization 10-12 5 . E
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Sekil 3.10. DMFET nanogap cihazin IDS-VGS o6zellikleri. diisiik-k malzemelerle
simiilasyon, sonuglari. VDS de b Deneysel sonuglar ¥4 0.05 V. [4]
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Sekil 3.11. DMFET nanogap cihazin elektriksel 6zellikleri biyomolekiillerin

nanogap immobilizasyonu Oncesinde ve sonrasinda tayin edilir. [4]

a,1GS-VGS o6zellikleri in VDS az bir cithaz ¥4 0.05 V.

b, Kirdiktan sonra VGS Y4 1,5 V. ¢, IDS-VGS karakteristik degisiklikler ile
15 farkli cihazlarda 6lgiilen IGS istatistiki dagilimi VDS = 0.05 V.

d, baglanmanin biotin-streptavidin, esik voltajj DMFET nanogap cihazlar

yanal olarak kazinmis uzunluguna baglhdir.
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Sekil 3.12. DMFET elektriksel 6zelliklerinin karsilastirilmasi (1-V).[4]

Bes kontrollii olarak; nanogap cihazi (uzunluk, 200 nm bosluk boyutu, 15
nm) deneyler. Tiim cihazlarda esik voltaj degisiminin, istatistiksel sonuglar1. Her bir

grup i¢in belirlenen veriler 15 cihazlarindan ekstre edilmistir.

,ﬁl ________ L B

=
e -054
[=1]
5 1
:L_ o

-1.0+

Blotin &
-1.54 Only Blotin & Biotin & saturated  Without biotin

biotin  streptavidin ~ PBST  streptavidin & streptavidin
T T T T

Sekil 3.13. DMFET elektriksel 6zelliklerinin karsilastiriimasi (V-Numune)

b. VDS de IGS-VGS o6zellikleri % tek bir cihazda 0.05 V. [4]
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Olusturulan nano biyosensoriin  Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

goriintiileri asagida goriilmektedir.

Ust metal

AlkOs

Alt metal

Sekil 3.14. Yapilarin odaklandirilmis iyon demeti taramal1 elektron mikroskobu (FIB
SEM) goriintiileri. [5]

3.2.Kararhlik Testleri

Biyosensorlerden beklenen kararlilik 6zelliginin test edilmesi ile iiretilen
biyosensoriin ne kadar kararli oldugu gozlemlenmistir. Kapasitans-Zaman
grafiginden de goriilecegi lizere zaman igerisindeki kapasidans degisimi beklenilen
kararli sonucu vermistir (Grafik 3.3). Bununla birlikte 6l¢iimler 1slak ve kuru olarak
yapilmistir. Ust iiste alinan 1slak ve kuru dl¢iimlerin Kapasitan-Zaman grafigi elde
edilmistir ( Grafik 3.4 ). Grafikten de anlasilacag: lizere cihaz 1slak oldugunda yani
istenilen molekiiller dielektrik katmana baglandiginda kapasitana artis1 gozlemekte,

cithaz kuru oldugunda kapasitan artig1 goriilmemektedir. Tekrarli 6l¢iimlerle sonuglar
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teyit edilmistir. Elde edilen art arda pikler tiretilen cihazin ne kadar kararli oldugunun

bir gdstergesidir.
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Sekil 3.15. Kararlilik dogrulama i¢in, 50 kHz frekans degerinde 20 dk. boyunca
alian kapasitans (Cp)- zaman degisim grafigi (0-1400 s. aralig1).
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Sekil 3.16. Ust iiste alti kez alnan kuru ve DI sudaki kapasitans-zaman degisim

grafigi. [5]
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Sekil 3.17. Bir parmagin 6n profilinin SEM goriintiisii. Asindirma islemi HF asit ile
yapilmustir. [5]

Sekil 3.17°de de goriildiigii gibi istenen parmak seklindeki biyosensor aygit
yapist kuvvetli asit olan HF kullanilarak yapilmaktadir. Bu sayede istenilen ara

dielektrik bolge olusturulmaktadir.
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4. SONUC-TARTISMA

Uretilen nanobiyosensorlerin Streptavidin proteininin biyotin Cr, Ag ve Au
gibi yiizeylere baglanmalarini arastirildi. Yapilan biyosensor tasarimi ile ilgili
literatiir taramasinda antikorlara aptamer ve biyotinlerin baglanmalar1 gézlemlendi.
Bu baglanmalar sonucunda yapilan cihazdaki kapasitans degisimleri olglimlerini
degerlendirdik. Her oOlgiim degerlendirmesinde sensorlerden beklenilen; duyarl
olmasi, segici, tutarli ve kararli olma beklentilerine olumlu cevap vermistir.

Yapilan c¢alismada filmler Termal Kaplama Cihazi, ALD ve PECVD
yontemi ile biliylitlilmiistiir. Calisma prensibi ise, hedef molekiillerin baglanmasi ile
impedimetrik degisiklikler tespit etmektir. Algilanmasi istenen yapilar iiretilen nano
aralikli olusturulan biyosensor dizilerindeki elektrik malzemenin bulundugu bolgeye
baglandig1 goriilmistiir. Bu dielektrik katman, iki elektrotu birbirinden ayirma ve
algilanacak molekiiller i¢in bir tutucu gorevi gérmektedir. Olgiimler saf su igerisinde
yapilmaktadir. Hedef molekiiller dielektrik bodlgeye baglandiginda suyun yerini
alarak, aralikli bolgenin dielektrik sabitini degistirdigi gozlenmemistir. Bu sekilde
empedans degisikligi ortaya ¢iktigi gorilmiistiir. Saf su, yiiksek debye uzunlugu
sunmasiyla nano boslugun her yerinde diizgiin bir elektrik alan1 olusturulmaktadir.
Ayrica, saf su elektrik ¢ift tabakasinin istenmeyen etkilerini ortadan kaldirmas: etkili
ve duyarli bir 6l¢iim yapmamiza olanak saglamistir.

Calismada yapilan biyosensor ile nano aygittaki empedans degisimlerinden
alinan verilerle degerlendirmeler yapilabilmektedir. Bu ¢alismalarin gelistirilmesi ile
yakin bir gelecekte oOzellikle tip alaninda hastalik teshisleri, kimya alaninda
maddelerin yap1 analizleri hizli, giivenilir ve c¢ok kiigiik numunelerle tespit
yapilabilecektir. Bu c¢aligmalar baz alinarak transistor de yapilirsa algilama verileri
cesitlenecektir. Bu sayede bir cihaz ile birkag veri ayni anda alinabilecektir.

Bununla birlikte biyosensorler i¢in ¢oziilmesi gereken Omiirlerinin kisa
olmasi, hazirlanmasinin ¢ok uzun olmasi, nano seviyede ¢ok kii¢iik hata ve
degisimlerin Olc¢timleri etkilemesi, nano boyutta maddelerin veya molokiilerin farkli
kimyasal ve fiziksel 6zellikler kazanmasi, implante edilen sensoriin steril tutulabilme
giicliigii ve de molekiiler biyolojik prosesler hakkinda yeterli bilgi birikimi olmamasi

problemleri asilmaya calisilmistir.
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