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OZET

PROTEIN ALGILAMASINA YONELIK
NANO-BIYOSENSORLERIN YENIi MALZEME VE TEKNIiKLERLE

GELISTIRILMESI

YUKSEL, Mustafa
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizik Anabilim Dali, Doktora tezi
Danisman: Prof. Sedat AGAN
Ortak Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ali Kemal OKYAY

Temmuz 2012, 82 sayfa

Bu tezde protein algilamasina yonelik nano biyosensorlerin, yeni malzemeler ve
tekniklerle gelistirilmesi arastirilmistir. Dikey kapasitor sensorler tasarlanmis olup,
metal kaplama i¢in altin ve krom malzemeleri kullanildi. Metal plakalarin arasina ise
dielektrik malzeme olarak SiO, ve Al,O3 malzemeleri kullanildi. Nano bosluklu
kapasitif nano biyosensorlerin fabrikasyonu ve diisiik frekans degerlerinde (1 kHz —
100 kHz) karakterizasyonu konusu arastirildi. Gelistirilen etiketsiz kapasitif nano
biyosensorlerin 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 100 ng/ml ve 10 ng/ml

konsantrasyonlarindaki streptavidin proteinlerini algilamasi arastirildi.  Yapilan



deneysel ¢aligmalar sonucunda farkli konsantrasyonlar: birbirinden ayirt edebildigi
goriildi. Ayrica, farkli boyutlardaki sensor yapilarinin algilama hassasiyetine etkisi,
islak asindirma siiresinin algilama hassasiyetiyle iliskisi ve streptavidinlerin
fonksiyonalize edilen ylizeylere baglanma siiresi arastirillmistir.  Yapilan
aragtirmalarin ~ sonucunda, farkli  boyutlara sahip sensorlerin  algilama
hassasiyetlerinin farkli oldugu gosterilmistir. Uretilen nano biyosensorlerin
tekrarlanabilirlik, kararlilik ve giivenilirlik testleri yapilmis olup, giivenilirligi
ispatlanmistir. Bu biyosensorler 10 mVrms’te c¢alisirlar ve disiik giic platformlar
sunarlar. Hedef proteinleri algilamada dielektrige kars1 duyarlilik dielektrik katsayisi
birim degisikligi basma 132 pF’dir. Ayrica, farkli boyutlara sahip olan dort aygita
100pg/ml konsantrasyonunda streptavidin uygulanmistir. Aygitlarin kapasitans (Cp)
degerlerinde %10 ile %16 arasinda bir degisim goriilmiistiir. Streptavidin baglanma
deneyi sonuglarina gore, 100ug/ml konsantrasyonundaki straptavidinin baglanmasi

icin +4°C sicaklikta 30 dakika bekletmenin yeterli oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, nano aralik, elektriksel ¢ift katman, impedimetrik

biyosensor, streptavidin, biotin.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANO-BIOSENSORS FOR DETECTION OF

PROTEIN BY NEW MATERIALS AND TECHNIQUES

YUKSEL, Mustafa
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Physics, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sedat AGAN
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ali Kemal OKYAY

July 2012, 82 pages

In this thesis, development of nano-biosensors intended protein detection by
new materials and techniques was investigated. The vertical capacitor sensors were
designed and gold and chrome materials were used for metal coating. SiO, and
Al,O3; materials were used as dielectric materials between the plates of metals.
Fabrication of capacitive nano-biosensors with nano gap and characterization at low
frequency ranges (1 kHz — 100 kHz) were investigated., Detection of streptavidin
proteins in 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 100 ng/ml and 10 ng/ml concentrations
were investigated by developed unlabelled capacitive nano-biosensors. As a result of
experimental studies, it was seen to be able to distinguish different concentrations
from each other. Also, the effect of sensor structures having different dimensions on
the detection sensitivity, the relationship between wet etching time and detection

sensitivity and the binding time of streptavidins to functionalized surfaces were

iv



investigated. As a result of the investigations, detection sensitivities of the sensors
with different dimentions were shown to be different. The repeatability, stability and
reliability tests of fabricated nano-biosensors were performed and their reliabilities
were proved. These biosensors work at 10 mVrms and provide low power platforms.
Sensitivity to dielectric in detecting the target proteins, dielectric coefficient is 132
pF per unit change. Moreover, 100pg/ml concentration of streptavidin was applied to
the four devices with different dimentions. In the capacitance values of devices, a
change between 10% to 16% was observed. According to the results of streptavidin-
binding experiments, it was shown that in order to bind 100ug/ml of streptavidin

concentration, a temperature of +4 °C for 30 minutes was found to be sufficient.

Keywords: Biosensor, Nanogap, electrical double layer, impedimetric biosensor,

streptavidin, biotin



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmas1 esnasinda, her tiirli yardimini esirgemeyen tez
yoneticisi hocam Sayin Prof. Dr. Sedat AGAN’a, ortak tez yoneticisi hocam Bilkent
Universitesi Elektrik Elektronik Miihendisligi 6gretim {iyesi Saym Ali Kemal
OKYAY’a ve deney imkanlarimi sonuna kadar bizlerin hizmetine veren Bilkent
Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma merkezi temiz oda sorumlusu, 6gretim
tiyesi Saym Yrd. Dog. Dr. Necmi BIYIKLI’ya, ortak ¢aligma yliriittiigiimiiz degerli
arkadasim Bilkent Universitesi Elektrik Elektronik Miihendisligi Arastirma gérevlisi

ve Yiiksek Lisans 6grencisi Oguz HANOGLU’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, ylizey fonksiyonalizasyon islemlerinde yardimci olan ve tez
calismamda biiyiik katkilar1 olan Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Aragtirma merkezi 6gretim {iyesi Sayin Yrd. Dog. Dr. Mustafa Ozgiir GULER ve
doktora ogrencisi Handan ACAR’a, Bilkent Universitesi Elektrik Elektronik
Miihendisligi doktora égrencisi Ferhat TASDEMIR e, SEM goriintiilerinde yardimci
olan doktora sonrasi arastirmact Muhammed GAFFARI’ye tesekkiir etmeyi borg
bilirim.

Ayrica, Doktora tez izleme komitemde yer alan ve tezimin gelisim siirecinde
biiyiik katkilar1 olan Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitii miidiirii Sayin Dog.

Dr. Erdem Kamil YILDIRIM ve Ortadogu Teknik Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Ogretim Uyesi Sayin Dog. Dr. Zafer EVIS’e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, bu tez c¢alismasma Kirikkale Universitesi Bilimsel arastirmalar
biriminin, 2011/05 numarali proje ile ve Fatih Universitesi Bilimsel arastirmalar
biriminin P54121101_B(1588) numarali proje ile verdigi destekten dolay: tesekkiirii

borg bilirim.

Ayrica hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini eksik etmeyen degerli
Babam Imdat YUKSEL’e ve annem Emine YUKSEL’e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica tezimin hazirlanmasi agamasinda destegini siirekli hissettigim sevgili
esim Sevda YUKSEL’e, oglum Talha YUKSEL’e ve kizim Biisra YUKSEL’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

vi



ICINDEKILER DiZiNi

Sayfa

SEKILLER DIZINT ........cocoiiiiiiicecceeeeee et iX
CIZELGELER DIZINT .........coooiviiiiiieeeceeeeeeeeee e Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........ccccoocoiviiiiiiiiiccncae, Xiii
(O €1 1 21 £ 1
1.1. Biyoalgilayicilar (Biyoreseptorler): .......ccooiiiiiiiiiiiiicieeseeee s 5
1.2.  Doniistiiriicliler (Transduserler)........ccoiviiiieiieiiieiie e 8
1.3.  Biyosensorlerin letim MeKanizmalart .............ccocoevevevceceererssieceeeneseeeeeenes 9
1.4.  Ideal bir Biyosensériin Sahip Olmast Gereken OzelliKler ................ccc....... 11
1.5. Biyosensorlerin Kullanim Alanlart .........cccooviieiiniiiiciii e 14
1.6, VIAMINIEE ..ot 16
1.7.  Streptavidin-biyotin TSKiSi.......c.coeeriieriiieiicieieesscsssee s 18
1.8, Tampon COZEItIEr........coiiiiiiiiiiicii 18

2. MATERYAL VE YONTEM ............cooviiiieieieeeieeeeeee e ee e eeae s 20
2.1.  Isisal Buharlagtirma SiStemi.......ccccivveeiiiiiiiiiiiniiiee e 20

2.2. Plazma ile Gii¢lendirilmis Kimyasal Buhar Depolama Sistemi (PECVD). 21

2.3, FOLOITOGIATi...cuiieiieieieie e 24
2.4.  Nano Aralik Temelli Kapasitif Biyosensorler............ccocovveviniiniienininnnnnn 25
2.5, SenSOT TASAITML ....ccviiriiiiiiiieii e 29
2.6.  Sensor Fabrikasyonu ...........ccccocviiiiiiiiiiiiiiicssc e 34
2.6.1.  Alttas ve Yiizey Hazirligl......coovviiiiiiiiiicicee e 35
2.6.2.  Alt Elektrotun BUyltllmesi .....c.covvveiiiiiiiiiiiiiie e 35
2.6.3. Dielektrik Katmanlarin BiyGtilmesi........coccoovveiiiiiiiiiiiiiiciiice, 36
2.6.4.  Ust Elektrotun Desenlendirilmesi ............co.cevrerevererersiereriiseseseenennnn, 38

vii



2.6.5.  Ust elektrotun Kaplanmas1 ve Kaldirma Islemi (lift-off)..................... 38

2.6.6.  Nano Aralik OIUuStUrma..........cceeeviiiiiieiiiiiie e 40

2.7. Sensor ylizeyinin fonksiyonalizasyonu ve biyotinle kaplanmasi................ 42
2.8, OIGUHM SISLEMI c..orecveveeieececeete ettt ettt ettt 47
2.9. Biyosensor Uygulamalari Icin Empedans Spektroskopisi ...........cccceveveee. 49
2.9.1. Dielektrik sabiti (Bagil gegirgenlik €r)......cccevvvervevieiiieiieieiieseeie e 51
2.9.2.  Paralel levha kondansatorler...........ccocoviiiiiiiieni e 54
2.9.3.  Elektriksel ¢ift KAtman ..........cccocvereiiieiiieniiie e 55

3. ARASTIRMA BULGULARI ........coooiiiiiieiiie e 57
3.1. Hedef proteini algilama hassasiyeti..........ccccceriiiriiiiiieniiniie e 57

3.2. Dielektrik katman olarak sadece 42nm Al,0O3 biiyiitiilerek iiretilen yeni

biyosensorler ile farkli soliisyonlarin dielektrik sabitlerinin algilanmasi .............. 65
3.3, GuvenilirliK teSHIEr........coviiiiice s 72
3.3.1. Kararhlik teStIEri......cvviieiiiieiii e 73
3.3.2. Tekrarlanabilirlik teStIeri...........ccoiiiiiiiiiicc 74
3.4.  Asmdirma stiresi, Kapasitans degisimi iliskisi deneyleri...........cceevininnn 76
3.5.  Streptavidin baglanma sliresi deneyleri........cccoooveririieeniieniienie e 77

3.6.  Farkli geometrilere sahip aygitlarin algilama hassasiyetlerinin

Karslagtirilmast .......ooiveiiiiiieie e 78
A SONUGQ ...ttt e e bt e shb e e bt e st et e bt e sseeebeesaneenee e 80
KAYNAKLAR ettt b et e b snee s 83

viii



SEKILLER DiZiNi

EKIL SAYFA
1. 1. Bir biyosensoriin temel bileSenleri........c.ciiveiiiiieiiericie e 4
1. 2. Tipik Dir DiyOSENSOI YAPIST...ceviiiiiiiiiiiiiiiiieiri ettt 5
1. 3. Biyosensoriin yapist ve ¢alisma prensibi .......cccvvveieeiiiiciienineseee e 5
1. 4. Etiketli ve etiketsiz algilama SIStEMI......cuerverrerviiereiisenieiene e 10

1. 5. BSA ve Pbs-t nin yiizeye spesifik baglama islemi esnasinda kullanim sekli .... 12

1.6. Giivenilir bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik ve kararlilik 6l¢iimiinii gosteren

GFATTK . 13
1. 7. Cevap zamani ve tolerans bandi1 gosterim grafigi.........cccoovvvvriieiiniinieniiniennn, 14
2.1. Isisal buharlagtirma sistemi (UNAM-Vaksis PVD Vapor — 3S).......c.ccccceevnuene 21
2.2. Plazma ile giiclendirilmis kimyasal buhar depolama (PECVD) sistemi............. 23
2.3. PECVD Cihazi (UNAM-CVD-HaNAY) ........cccceririiiiiiiiiene e 24
2.4. Fotolitografi ile 6rnegin transferinin gOSterimi..........cocevvrerierniieieinineeee 25

2.5. Yatay nano aralikli aygitlar a) klasik yatay aygitin kesit goriintiisii. b, ¢ ve d)
literatiirdeki bazi yatay aygitlar...........cccocviiiiiiiiiiiii s 27

2.6 Dikey nano aralikli aygitlar a) tipik bir dikey nano aralikli aygitin kesit sekli b ve
c) literatiirdeki bazi dikey nano aralikli aygitlar ..........cccccovviiiiiiiiiice 28

2.7. Tasarlanan sensOriin gorliniimii ve ¢alisma prensibi. a) tasarlanan sensdrlerin
calisma prensibi, b-c) parmaklarin 6nden kesit gériiniimii, d) tasarlanan sensorlerin
BOYULIArTNIN OSTETIMI ... 30

2.8. Nano aralikli biyosensoriin devre modellemesi a) Nano aralik paralel
kapasitorleri, (C; ve C,) ve direng (R; ve R;) modellemesi, dielektrik katman
kapasitor modellemesi (C3). b) Esdeger devre modellemesi .........ccccevveriviverinannnne. 32

2.9. a) Fabrikasyon asamalarinin gosterimi ve b) fabrikasyon sonunda elde edilen

AYEILIATIN GOSTEIIIMT 1..vviiiiiie ittt e e snbeeeenes 34
2.10. Isisal buharlagtirma yontemi ile alt elektrotun biiyiitiilmesi agamasi................ 36



2.11. Dielektrik katmanlarin bliylitilmesi agamast ...........ccoovveviiiiniiiinieneeiesee e 37

2.12. Isisal buharlastirma yontemi ile iist elektrotun kaplanma sekli ................e..... 39
2.13. Kaldirma islemi ve sonrasinda sensoriin $eKli.........cccocvveeiiiiieieiiiiine e, 39
2.14. Islak asindirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli.........ccccoocveviieeiiieeiiinnenne, 40

2.15.a ve b Uretilen biyosensorlerin fonksiyonalizasyon éncesi SEM goriintiileri ... 41

2.16. a) SiO, yiizeyindeki serbest hidroksil gruplarin gosterimi, b) SiO, yiizetindeki
serbest hidroksil gruplari ile APTS’in baglanma mekanigi ve biyotin streptavidin
baglanmasi, ¢) Biyotin streptavidin baglanma mekanigi ve d) Yiizeyin biyotinle
kaplanma mekanigi ve biyotin streptavidin baglanmasinin kimyasal gosterimi ....... 44

2.17. Yiizey fonksiyonalizasyon igleminden sonra alinan XPS sonuglart. , a) SiO; ile
kaplanan test 6rneginin yiizey XPS sonuclar1 ve b) Au ile kaplanan test drneginin

yUZEY XPS SONUGLATT ....eiiiiiiiiiiici 45
2.18. Test orneklerinin fonksiyonalizasyondan sonraki XPS sonuglart..................... 46
2.19. UNAM temiz odada bulunan parametre analizorii ve prob istasyonu.............. 47

2.20. Vakum haznesindeki 6rnegin mikro-igneler vasitasiyla elektriksel dlgiimler icin
baglant1 alinmis durumdaki gOrinimil ...........ccoooviiiiiiiii s 48

2.21. Parametre analizdrii ile prob istasyonunun baglanti semas1 (CVU kullanma

KIQVUZU) ...ttt ettt et e e e st e et e e s et e et e et e sbeenneeneearaeee e 48
2.22. Voltaj-akim sinyali rafifi........ccccoeoiriiiiiiiiiie e 50
2.23. Karmagsik diizlemde empedansin garifsel olarak gosterimi ..........cccoccevcvvrnee. 50
2.24. Uygulanan elektrik alanda dipollerin dizilim sekli..........ccccoviiiiiiiiininnnnnne 53
2.25. Paralel levha Kapasitor .........cociiiiiiiiiiiciiic e 54
2.26. Paralel plakal1 kapasitoriin kesit gOriniimil...........ccccovvveiiiiiiiiininiiiicieeen 55
3.1. Damitilmis suyun drnege mikro-pipetle uygulanma sekli...........ccooevveiiinnnnn. 58
3.2. Yapilarin iizerine streptavidinler damlatilmis durumdaki gériintiisii.................. 59

3.3. a) 100pg/ml streptavidin uygulanan sensoriin, b) 10ug/ml streptavidinuygulanan
sensoriin, ¢) 1pug/ml streptavidin uygulanan sensoriin, ¢) 100ng/ml streptavidin
uygulanan sensoriin ve d) 10ng/ml streptavidin uygulanan sensoriin edilen
kapasitansin (C,) frekansa (f) gore degisimi grafikleri.........cccoovviiiiiiiiiiiiiiinn, 61

X



3.4.Farkl1 konsantrasyonlardaki streptavidin ¢ozeltilerinin sensorlerde meydana

getirdikleri kapasitans degisim yiizdesi- frekans grafikleri .............ccccocivniinennn, 62
3.5. Al,O3’ I1 yapilarin semasi ve galisma prensibi........c.ccecvveceiieiienesriesieese s 65
3.6. Yapilarin odaklandirilmis iyon demeti taramali elektron mikroskobu (FIB SEM)

GOTUNTTLETT 1ottt b e e s bb e e s be e e snbeeeanes 66
3.7. Tekrarlanabilirlik testi 6l¢tim seklinin gOStETIMI ........cvvvvivveiiiieiriiieiiiie e 67

3.8. Farkli soliisyonlar i¢in 10 kHz frekans degerinde kapasitans zaman degisim

(0] 1L o SRR 67
3.9 Ortalama C, degerlerine gore ¢izilen ve fit edilen kapasitans dielektrik sabit

GEATIET 1o 69
3.10. Deneysel ve tahmini C, degerleri karsilastirma egrileri .........cccoeevriiiiennn, 70

3.11. a) Kisa yatay asinma olmast durumunda, b) daha uzun yatay aginma olmasi
durumunda, yiizey baglanmalarinin gOSterimi...........cvevveriiiiieriieniie e 71

3.12. Islak aginidrma iglemleri sonrasinda 10 kHz'de gerceklestirilen 6lgiim grafigi 71
3.13. Farkli asindirma siirelerine gore DI su igerisinde alinmis kapasitans degerleri 72

3.14. Kararlilik dogrulama i¢in, 50 kHz frekans degerinde 20 dk. boyunca alinan
kapasitans (C)- zaman degisim grafigi (0-1400 s. aralig1) ........cccocevreiiieiirnininnenn,s 73

3.15. Kararlilik dogrulama i¢in, 50 kHz frekans degerinde 20 dk. boyunca alinan
kapasitans (C,)- zaman degisim grafigi (0-60 s. aralig1 biyiitiilmiis grafik) ............. 74

3.16. Ust iiste alt1 kez alinan kuru ve DI sudaki kapasitans- zaman degisim grafigi. 75

3.17. Farkl1 asindirma siirelerinin biyotinleme ve streptavidin baglama sonrasi
kapasitans degerlerinin karsilagtirilmasi grafigl ......cccooevviiiiiiiienee 76

3.18. Asindirma siiresi, kapasitans degisim yilizdeleri grafigi..........cccccvvvviiiiiiiinnnnns 76

3.19. 30 dk ve 600 dk. Streptavidin beklemesi sonucu meydana gelen kapasitans
degisimi GrafikIeri......ccooviiiiiiiici s 77

3.20. 30 dk. Ve 600 dk. Streptavidin bekletilmesi sonucu meydana gelen kapasitans
degisimlerinin Kargilagtirtlmast ........c.ooiviiiiiiii i 77

Sekil 3.21. Negatif kaldirma islemine uygun olarak tasarlanan maske ve biyosensor
CESILIETININ DOYULIATT ...viiiiiiiiiie e 78

3.22.Farkli geometrilere sahip biyosensorlerin (21 nm Al,O3 dielektrik) sekli......... 79

xi



CIZELGELER DIiZiNi

CIZELGE SAYFA

1.1. Uygun algilayici-gevirici bilesenleri ve literatlirde gecen giinlimiizdeki durumlari

...................................................................................................................................... 6
2.1. Bazi malzemelere ait referans faktorleri .........cccooeviiviiiiiiii e 21
2.2. Tasarladigimiz sensorii olusturan parcalarin boyutlart ..........cccooeveiiiiiiciieninenne 31
2.3. Bu ¢aligmada kullanilan farkli soliisyonlarin, dielektrik ve biyolojik
malzemelerin dielektrik sabit deZerleri........ccouriiriiiiiriiiiieieee e 33
2.4. Empedansla ilgili temel esitlik ve tanimlar.............ccocoiveiiiiiiiininicce 51
2.5. Bu ¢aligmada kullanilan farkli soliisyonlarin, dielektrik ve biyolojik
malzemelerin dielektrik sabit deGerleri........coouiiriiiririiiiieeee e 53
3.1. Bu ¢aligmada kullanilan Streptavidin konsantrasyonlari...........ccccceceviveiiinennnn. o7
3.2. Farkl1 konsantrasyonlardaki streptavidin ¢ozeltilerinin sensérde meydana
getirdikleri kapasitans degisimleri (50 kHz ve 10 KHZ)........ccccoovviiiiiiiiiiiiiiin, 63
3.3. Literatiirde streptavidin algilama amagli uygulamalari bulunan etiketsiz
bi1y0SeNnSOT CAlISMALATT .......iiieiiiiieiie et 64
3.4. Bu analizlerde kullanilan soliisyonlar ve dielektrik sabit degerleri () .............. 66
3.5. Ug farkli sensor igin 6lgiilen kapasitans degerlerinin ortalamasi Cp (NF)........... 68
3.6. Farkli geometrilere sahip biyosensdrlerin 6l¢tim sonuglart ..........ccocevviciiicnnn. 79

Xii



Simgeler ve kisaltmalar

H20;

O,

Ag
AgCI
NaCl
KCI
NaH,PO,4
KH,;PO,
Si

SiH,4
GeH,4
N,O

H

.

Al,O3
(CH3).CO)
CO;

Cr

Au

N

S

SiO;

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Hidrojen Peroksit
Oksijen

Giimiis

Gilimiis Kloriir
Sodyum Kloriir
Potasyum Kloriir
Monosodyum dihidrojen Fosfat
Monopotasyum Fosfat
Silisyum

Silan

Germanyum tetrahidrit
Diazot monoksit
Hidrojen

Elektron

Alumina

Aseton

Karbondioksit

Krom

Altin

Azot

Stlfiir

Silikondioksit

xiii



QCM Kuartz kristal malzeme

FET Alan etkili transistor
BSA Bovin serum albumin
Pbs Fosfat tampon ¢ozelti
SA Streptavidin
C Santigrad derece
Kelvin
Amper
Volt
CvD Kimyasal buhar biriktirme
PVD Fiziksel buhar biriktirme
PECVD Plazma ile giiclendirilmis kimyasal buhar depolama
MW Mikrodalga
DC Dogru akim
AC Alternatif akim
uv Ultraviyole
nm Nanometre
um Mikrometre
mm Milimetre
() Fazfarki
€ Dielektrik sabiti
€9 Boslugun dielektrik sabiti
Co Paralel kapasitans
Cs Seri kapasitans
R Direng
d Kondansatdriin dielektrik kalinligt

Xiv



AO

dk
UNAM
DI
DDI
HMDS
HF
SEM

FIB SEM

SAM
APTS
AFM
XPS

4

kHz
MHz
GHz

ml

Watt

Angstron

Saniye

Dakika

Ulusal Nanoteknoloji Arastirma merkezi
Iyonlarindan armdririlmis

Iki kere iyonlarindan armdirilmas
Heksametildisilazan

Hidroflorik asit

Taramali elektron mikroskobu

Iyon demeti odaklandirilmis taramali
mikroskobu

Yiizeye kendiliginden baglanma
Aminopropiltrimetoksilan
Atomik kuvvet mikroskobu

X 15101 fotoelektron spektroskopisi
Empedans

Imajiner eksen

Kulomb sabiti

Elektriksel yiik miktari
Elektriksel ¢ekim kuvveti
Elektriksel alan

Kilohertz

Megahertz

Cigahertz

Mililitre

Gram

XV

elektron



F Farad
| Akim
ALD Atomik katman biriktirme

IPA izo propan alkol

XVi



1. GIRIS

Sensorler genel olarak fiziksel olgulart elektrik sinyallerine donistiiren
cihazlardir. Biitiin canlilar yasadiklar1 ortamlardaki degisimleri ¢ok hizli bir sekilde
algilaylp yasamlarint siirdiirebilmek i¢in degisimlere ayak uydurmaya calisacak
sekilde tasarlanmiglardir. Bu algilama mekanizmasi biyosensor teknolojisinin
gelisimi icin bilim insanlarina ilham kaynagi olmustur. Canlilar bilim insanlarinin
hayal bile edemeyecegi diizeyde algilama hassasiyeti gosterirler. Ornegin, bazi
kopeklerin koku alma hassasiyetleri insanlardan 100 bin kat daha duyarlidir. Yilan
baliklar1, tonlarca su igerisine ilave edilen birka¢ damla yabanci maddeyi hemen
algilarlar. Algler ise zehirli maddelere kars1 ¢cok duyarlidirlar [1]. iste canlilara bu
uyarilar1 algilamayr miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleri ile
birlestirilmesi  sonucunda biyosensorler ortaya ¢ikmustir. Genel anlamda
biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, malzeme bilimi ve miihendislik gibi
pek c¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden ¢ok-disiplinli bir anlayis cergevesinde
yararlanilarak ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin secimlilik ozellikleri ile
modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen
biyoalgilayict cihazlar olarak tanimlanabilirler. Biyosensorler, biyolojik yapilari
algilayan sensorler veya reseptdr birimi biyomolekiiler yapida olan sensorlerdir.
Elektronik duyu organlar1 da diyebilecegimiz bu cihazlar, ¢alisma sekillerine gore ve
doniistiiriicii ad1 verilen yapilarina gore gesitlere ayrilmaktadir. Isisal, mekanik,
kimyasal, akustik, radyoaktif sensorler ve biyosensorler bunlardan bazilaridir. Bu tez
caligmasinda irettigimiz ve karakterizasyonunu yaptigimiz biyosensorler, spesifik

protein tesbiti yapan cihazlar olarak tasarlanmislardir [2].

En eski biyosensorler, komiir madencileri tarafindan kullanilan kanaryalardir. 19.
yiizyilda kdmiir madencileri yeraltina inerken yanlarinda kafeste bir kanarya kusu
gotiirliyorlardi. Kanaryalar metan ve karbon monoksit gibi kokusuz zehirli gazlari
hizli metabolizmalar1 sayesinde erken hissederek, susmak suretiyle madencileri
uyariyorlardi [3]. O zamandan gilinlimiize gelene kadar biyosensor teknolojisi
elektronik, fizik, kimya, malzeme bilimi gibi dallarin disiplinler arasi1 caligmasi
sonucu ¢ok mesafe katetmistir. Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine
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bakildiginda bu alandaki literatiire gecen ilk bilimsel ¢alismalarin enzim sensdrleri
oldugu goriilmektedir. Biyosensorlerin tarithi 1950°li yillarin ortalarinda L. C.
Clark’in Cincinnati Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O
miktarini bir elektrot ile izlemesiyle baslar. 1962 yilinda Clark ve Lyons ile 1967’de
Updike ve Hick tarafindan yaymlanan glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim
elektrotlar1 bu konudaki ilk 6rnekleri olusturmustur [4,5]. Boylece, Clark ve Lyons
glukoz oksidaz enzimini O, elektrotu ile birlestirerek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi
basarmiglardir. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini, diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarligini birlestirmis ve genis bir
uygulama alani bulmustur. Biyosensorler bugiin saglik (diagnostik, pronostik vb.),
gida, su, kalite kontrol, cevresel incelemeler gibi bir¢ok alanda kullanilir hale
gelmistir. Anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler klasik elektrokimya sayesinde
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin (enzim gibi) de katilmasiyla diger bir¢ok
materyalin tayini mimkiin olmaktadir. Bu sekilde hazirlanan analiz sistemleri
biyosensor olarak ifade edilir [6]. Biyolojik molekiillerin yiiksek duyarlilik ve
secicilikte tespiti konusunda farkli 6l¢eklerde gerceklestirilen ¢aligmalarin yani sira
nano boyutta gelistirilen biyosensorler gelecek agisindan olumlu bir bakis agisi
saglamaktadir. Bu anlamda literatiiriin bize sundugu verileri teorik anlamda ele
aldigimizda; bu calismalarin, ilerleyen donemde nano boyutlardaki organizmalari,
canlt hiicre ortaminda gerceklesen olaylar1 herhangi bir belirtece ihtiyag duymadan
cok hassas ve tam zamanh algilama imkan1 saglayacak potansiyele sahip oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu tez c¢alismast da etiketsiz nano aralikli impedimetrik
biyosensorlerin nanogram seviyesinde algilama hassasiyeti gosteren, hizli, kararl,
tekrarlanabilir protein algilamasini icermektedir. Giinlimiizde bir¢cok alanda
biyosensor uygulamalar1 bulunmaktadir: Cevre uygulamalari, hava ve sudaki zararli
organizmalar tespit i¢in kullanilir. Gida uygulamalari, gida izleme, gida kaynakli
patojenleri tespit i¢in kullanilir. Askeri uygulamalari, biyolojik bir savas tehtidinin
tespitinde kullanilir. Saglik uygulamalari, hastaliklarin erken teshis ve tedavisinde,
takip edilmesinde kullanilir [7,8]. Saglik uygulamalari arasinda glukoz 6l¢iim
sensorleri belki de en 1yi bilinen ticari 6rneklerdir. Bu sensorler diinya niifusunun %
1-2’sini olusturan diyabet hastalarina biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Genellikle
Glukoz Oksidaz enzimi ile elektrokimyasal bir sensor yardimu ile serit {izerine bir

damla kan damlatarak kullanilir [8,9].



Kanser, giiniimiiz diinyasinin baslica 6liim nedenlerindendir. 2008 yilinda tim
diinyada toplam 7,6 milyon insanin kanser hastaligi nedeniyle oldiigi tespit
edilmistir. Tiim arastirmacilarin bir umut arayisina devam ediyor olmasina karsin, bu
saymin 2030 yilinda 13,1 milyona ulasmasi O6ngoriillmektedir [10,11].  Malesef
giinimiiz teknolojisi kanserin erken tani1 ve teshisi konusunda yardim bekleyen
milyonlarca insana simdilik yardim edememektedir [12,13]. Kanser hastaliginda,
erken teshis basarili tedavide &nemli rol oynamaktadir. insan kaninda yapilan
analizlerle kanserli hiicrelerin varhig: anlasilabilmektedir. Insan kanindaki kanser
isaretlerini erken tespit edecek, hassas, hantal olmayan ve ucuz biyosensdrlere
ihtiyag vardir. Bu amaca hizmet eden sensorlere yerinde bakim biyosensorleri
denmektedir. Arastirmacilar halen erken teshiste katki saglayacak biyosensorleri
gelistirmek icin caligmaktadir. Belki ileride kol saati gibi basit bir ara¢ sayesinde
anlik algilamalarla hassas ve erken teshisler yapilabilecektir. [7,14]. Bu tez galismasi

bu arastirmalara kismen katki saglamak amaciyla yapilmstir.

Biyosensorler birgok sensor gibi algilayict  (Reseptor) ve donistiiriicii
(Transduser) olmak {izere iki ana yapidan olusmaktadirlar. Eger algilayict kismi
biyomolekiiler bir yapida ise buna biyoalgilayict adi verilir. Biyoalgilayicilar hedefi
fark edebilen biyomolekiillerdir. Donistiiriicliler ise biyoalgilayicilarin hedefi fark
ettigi esnada Urettigi kimyasal veya fiziksel sinyali elektrik sinyallerine doniistiiren
yapilardir. Biyosensorler sayesinde normalde uzun tahliller gerektiren analizler daha
kisa siirede yapilabilmektedir. Kisa siirede sonuca ulastirmasi ve uygulama kolaylig
biyosensorlerin en 6nemli avantajlarindandir. Bir biyosensoriin basitlestirilmis isleyis

semas1 Sekil 1. 1’de verilmistir;



a) b) o d) e)
a) Bivokatalizér

b) lletici

c) Yiikseltici

d) Mikroislemci

g) Gosterge

Sekil 1. 1. Bir biyosensoriin temel bilesenleri [4,5]

Biyosensorler birbiri icine ge¢mis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal
ozellikteki iki ¢eviriciden olusmaktadir. Biyokimyasal ¢eviricinin gorevi analiz
edilecek maddeyle etkileserek onu tanimaktir. Bu tanima olaymin sonucunda bir
biyokimyasal {irlin de olusabilmektedir. Biyosensoriin ikinci kismi olan
elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayini okunabilir (6l¢iilebilir) bir sayisal degere
cevirmekle gorevlidir [15,16]. Asagida bir biyosensoriin sematik gosterimi
verilmektedir (Sekil 1.2). Canli hayatinin 6nemli unsurlarindan olan gérme, koklama,
isitme, dokunma, tat alma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en miikemmel
biyosensor sistemleri olduklart i¢in biyosensor calismalarina en gilizel Srnekleri
olusturmaktadir. Aslinda her bir canli tiirii miikemmel biyosensorlere sahip olarak
tasarlanmistir. Meseld bes duyumuz; gorme, isitme, dokunma, koklama, ve tat
almamiz yine alicilar tarafindan hissedilen verilerin kimyasal ve elektriksel sinyallere
doniistiiriiliip, beynin degerlendirilmesine sunulmasidir. Modern teknolojinin iirtinii
olan biyosensorler ile bir ya da birka¢ molekiilii tanimaya, algilamaya galisirken,
iiretmeye ¢alisilan sensorlerden ¢ok daha hassas, kararli ve tekrarlanabilir dlgtimler

alan sensorlerle donatildigt unutulmamalidir.



Biyosensorler genel olarak, biyo-algilayicilar (Biyo komponenetler, biyo

reseptorler) ve gevirici sistemlerden meydana gelmektedir (Sekil 1.2 ve 1.3).

. Alnahtﬂc
sinyal
Analizlenecek . . Cee
v .
madde Bivoaktif madde  Cevirici sistem
Sekil 1. 2. Tipik bir biyosensor yapisi [4,5]
BiYOSENSOR
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Numune BIYOKOMPOMNENTLER TRANSDUSERLER

Sekil 1. 3. Biyosensoriin yapisi ve ¢alisma prensibi [17]

1.1. Biyoalgilayicilar (Biyoreseptorler)

Biyosensorlerin  yapisinda yer alan biyokimyasal bilesenler biyoalgilayici

(biyolojik algilayic1)  olarakta adlandirilirlar.  Enzimler, mikroorganizmalar,
organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik membranlar i¢ine
yerlesmis kimyasal algilayicilar sensdrlerde biyoalgilayict olarak kullanilirlar.
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Bunlarin i¢inde en yaygin kullanilanlar enzimler ve antikorlardir. Biyoalgilayicilar
analizlenecek maddeyi donilistime ugratirlar ve bu doniisiime eslik eden degisimler
cevirici tarafindan algilanir ve elektriksel sinyallere doniistiirilir.  Yiiksek
spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyo algilayicilardir. Teorik
olarak algilayict ve ceviricilerin birgok degisik sekilde birlestirilmesi miimkiin
olmasma ragmen bu bilesimler bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor
fonksiyon gostermez. Cizelgel.1l uygun algilayici-gevirici bilesimleri ve literatiire

geemis olan giiniimiizdeki durumlar1 hakkinda bilgi vermektedir [18].

Cizelge 1.1. Uygun algilayici-gevirici bilesenleri ve literatiirde gecen giiniimiizdeki
durumlar [18]

Algilayici

Mikroorganizmalar- Doku | Niikleik | Kimyasal
Cevirici Enzimler | organeller Antikorlar | kesiti |asitler | algilayici
Elektrotlar
a) Amperometrik Fkk Hx ok e *
b) Potansiyometrik | *** Hox ok o * *
Transistorler wx *
Termistorler * *
Fiber Optik * *
Piezo elektrik
kristaller * * *

* Arastirma asamast
** Arastirma ve prototip gelistirme agamasi

*** Arastirma ve ticari iirlin agsamasi

Biyo-algilayici olarak kullanilan molekiiller, enzimler, antikorlar, aptamerler ve
proteinlerdir. Antikorlar bir glikoproteindir. Kandaki proteinlerin = %20’sini

olustururlar ve immiinoglobinler diye de adlandirilirlar. Y seklinde olup iki adet




antijen tanima bdlgesi ihtiva ederler. Bagisiklik sisteminde antikorlar tarafindan
taninan ve immiin cevap olusumuna sebep olan yabanci molekiillere antijen adi
verilir. Antikorlar1 genelde birbirlerinden ayiran farklilik antijen tanima bolgeleridir.
Her farkli antikor kendine 6zgiin olan antijeni tanir ve ona gegici olarak baglanir.
Kovalent olmasa da giiglii bir baglanma yaptifindan antijen-antikor baglanma
stratejisi birgcok modern tami yonteminde kullanilmaktadir. Ozellikle monoklonal
antikor iiretim teknolojisi sayesinde artik herhangi bir antijene 6zgiin IgG tipi
monoklonal antikorlar iiretilmekte ve iiretilen bu antikorlar biyosensor teknolojisinde

de kullanilmaktadir [19].

Aptemerler ise, genel olarak rastgele sentezlenmis tek  zincirli
oligoniikleotidlerdir. ~Once oligoniikleotid sentezleyicisine zincir dizim sekansi
bakimindan rastgelelik gosteren trilyon adet farkli sentetik oligoniikleotid {irettirilir.
Baz dizimi farkli olan herbir molekiil, farkli ii¢ boyutlu yapiya sahiptir. Dolayisiyla
bu kadar farkli molekiil, taninmasi disiiniilen hedefle muamele edilir ve hangi
rastgele tretilen oligomerik molekiiliin analite karsi yiiksek baglanma kapasitesine
sahip oldugu SELEX ad1 verilen 6zel bir yontemle tesbit edilir. Sonrasinda tesbit
edilen oligomerin sekansi belirlenip sentezleyiciye ikinci defa ama bu sefer bilingli
olarak bu molekiilden tirettirilir; iiriinler ise biyosensor teknolojisinde biyoalgilayici
olarak kullanilir. Monoklonal antikorlara rakip olan bu molekiiller giin gectikce
uygulamada kendini daha fazla goOstermektedir. Hatta son 10 yil i¢inde 6zel
yontemlerle tretilen aptamer proteinlerin bazilariin altin ve bakir gibi madenlere
kars1 bile 6zgiin baglanma gosterdikleri goriilmiistiir. Bu da, 6zellikle yer alt1 sulart
tizerinden maden aramalart yapmak i¢in orijinal biyosensor imalatinin
yapilabileceginin isaretini vermektedir [20]. Algilayic1 proteinler biyolojik aktif
bilesikler icin yiiksek ama 6zgilin baglanma giiciine sahiptirler. Yani, her bir farkh
algilayici protein yalnizca kendine has bilesige baglanabilir. Bu o6zelliklerinden
dolay1 biyo-algilayici olarak biyosensor teknolojisinde kullanilmaktadirlar. Mesela,
normalde hiicrelerdeki 6lim algilayicilar1 apoptosis sinyali veren ligandlara karsi
kullanilir. Hiicre bu ligandlar1 bu reseptorlerle hisseder ve apoptosisi (planli hiicre
6limii) baslatir. Sensor teknolojisinde bu reseptorler kullanilarak ¢evremizde iiretilen
hangi kimyasalin apoptotik sinyale sebebiyet verdigi anlasilmaktadir. Diinyamizda,

biyosensorlerde biyo-algilayici olarak kullanilmaya aday bir¢ok biyolojik materyal
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bulunmaktadir. Bakteriler, hiicreler, organeller, membran tabakalar1 bunlardan
bazilaridir. Herhangi bir biyomateryalin biyo-algilayici amagli kullanimi igin tek
kosul, materyalin algilamak istenilen hedefi bir sekilde 6zgiin olarak tanima

kapasitesine sahip olmasidir [19].

1.2. Doniistiiriiciiler (Transduserler)

Déniistiiriiciiler, algilayicilarin biyolojik reaksiyonunu olgiilebilir fiziksel bir
sinyale doniistlirlirler. Biyokimyasal reaksiyonun o6zelligine gore farkli farklh
donistiiriciiler  kullanilir.  Bunlar, geneneksel donistiirticiiler, piezoelektrik
donistiirticiiler, iletkensel doniistiiriictiler, elektrik kapasitans doniistiirticiileri,
termoelektrik dontstiiriiciiler, Alan etkili transistorler (FET: Field effect transistors)

tipi dontstiiriictiler.

Geleneksel doniistiirticiiler 3 g¢esittir. Bunlar; H,O, veya O, oOl¢limlerine
odaklanan amperometre, pH veya iyon Ol¢limleri yapan potansiyometre ve fiber
optik kablo kullanan fotometrelerden ibarettir. Biyo-tanima reaksiyonlar1 genelde
kimyasal iriinler iiretir ki bunlar elektrokimyasal metotlarla kolayca tesbit
edilebilirler. H,O, (veya reaktif O,) bir cift eletrot vasitas: ile dlciilebilir. Once
referans elektrotun karsisinda olan elektrota (Ag/AgCl veya Kalomel) uygun bir
voltaj uygulanir. Bu durumda hedef molekiiller olan H,O, veya O, elektrotta
yiikseltgenir ve ardindan bir akim olusur ve olusan bu akim amperometre ile
algilanir. Potansiyometre ise bir membranin iki tarafindaki H+ farkina bakarak
calisir. Fotometre, olusan 15181 sinyal olarak algilar. Fiber optik kablolar olusan bu

15181 yonlendirmede kullanilirlar [19].

Piezoelektrik materyalleri ve yilizey akustik dalga cihazlar kiitle degisimine
karst hassas bir ortam sunar. Bu tip donistiicliler, biyoalgilayicida tanima
reaksiyonu sonrasinda kiitle artis1 oluyor ise, ¢ok uygundur. Mesela kuartz kristal
mikrobalans (QCM) adi da verilen piezoelektrik silikon kristalleri hali hazirda
pikogramlik kiitle degisimlerini bile hissedebilmektedirler. QCM’lere sabitlenen



antikorlarin antijenleriyle karsilagsmalariyla olusacak kiitle degisimi iste bu sekilde

algilanip sinyallere doniistiiriilerek, okunabilir hale getirilir.

Iletkensel doniistiiriicii sistemlerinde, soliisyon iletkenligindeki degismeler bir
reaksiyonun hizini belirlemede kullanilabilir. Olusan iyonlarin yaptigt hareket
sonucu iletkenlikteki degisimleri baz alan bu teknik bir ¢ok enzim ile alakali
reaksiyon  hizlarimin  Ol¢lilmesinde  kullanilmaktadir.  Elektrik  kapasitans
dontstiiriiciileri  ise, kapasitans Olglim yontemi kullanilarak olusan bir
dondstiriiciidiir. Mesela, iki farkli elektrotlu levha tizerine antikorlar immobilize
edilirse ve bir antijen-antikor reaksiyonu olusursa sonu¢ dogal olarak iki levha
arasindaki ortamin dielektrik sabitinde dikkate deger bir degisim meydana gelir. Bu
degisim de kolayca okunabilir. Bu tez ¢aligmasinda impedimetrik l¢ciim sonuglarina
dayali olarak kapasitif biyosensorlerin dielektrik sabitlerinde meydana gelen

degisimler algilanmaya calisilmistir.

Bazi1 biyotanimlama reaksiyonlar1 esnasinda ortam sicakligi degisir. Bu degisim
gozlenerek reaksiyon dolayisiyla analit varligi hakkinda yorum yapilabilir. Mesela
ATP’nin hidrolizlenmesinde veya antijen-antikor kompleksi olusumlart esnasinda
meydana gelen reaksiyon sonucu ortam sicakligi degisir. Bu tiir sistemlerde
kullanilan  dondstiiriiciiler, Termoelektrik  doniistlirticiilerdir.  Ayrica  iyon

konsantrasyonlarindaki degisimi algilayabilen FET ler oldukg¢a kullanighdirlar [19].

1.3. Biyosensérlerin Iletim Mekanizmalar

fletim, 151k temelli [14,21,22], manyetodirenc temelli [23,24] ve elektriksel
temelli olmak iizere ¢ok cesitli algilama mekanizmalar: tizerinden gergeklestirilebilir
[25,26]. Bu mekanizmalar arasinda, elektrik temelli algilama, sadeligi, ¢ip olarak
tiimlenebilir olmasi, oldukga diisiik maliyetli olmasi nedeniyle yerinde bakim saglik

uygulamalarinda gii¢lii bir aday olarak gosterilebilir [2].

Biyosensor iletiminde Oonemli bir ayrim da etiketli olup olmadigidir Etiketli

biyosensorler hedef molekiillerinin etiketini  kullanmay1 gerektirir.  Etiketli



biyosensorlerle algilama yapilabilmesi i¢in hedef molekiile onun etiketinin

baglanmasi gerekmektedir (Sekil 1.4).

Etiket

b Hedef Molelill 8
L —
~

Sabitlenen Algilayicl problar
Ftiketsiz

Etiketli

Sekil 1. 4. Etiketli ve etiketsiz algilama sistemi [27]

Etiketli biyosensorlerden 1sildar etiketli biyosensorler, kuantum noktalar, elektro
kemiluminesent molekiiller, boya etiketli liposomlar, floresan supersondiiriiciiler
(quenching) son yillarin ilgi alanmidir [28]. Etiketli biyosensorler immiinolojik
analizlerde sik kullanilmaktadir. ELISA sensorii en eski drneklerden biridir [29]. Ne
yazik ki, bu tiir sensorler genel etiketleme islemi ve numune alma iglemi i¢in uzun
streler ve uzmanliklar gerektirmektedir. Ayrica etiketli islem, diisiik
konsantrasyonlar1 algilama konusunda problem olusturmaktadir [2,30]. Tim bu
hususlarin yan1 sira, etiketli biyosensorlerin yiiksek maliyeti, tiim kanser
uygulamalari igin etiketsiz sensorleri cazip hale getirmektedir. Sonug olarak etiketli
biyosensorler, numune alma, zaman ve maliyet sorunlar1 sebebiyle yerinde bakim
saglik hizmetleri uygulamalar i¢in ¢ok uygun degildir. Bu tiir uygulamalar igin,

diisiik maliyetli, hizli algilayan, basit etiketsiz biyosensorler daha yatkindir [2].
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1.4. 1deal bir Biyosensoriin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

Ideal bir biyosensdriin sahip olmas1 gereken 6zellikler, kisaca segicilik, kullanim
omrii, kalibrasyon gereksinmesi, tekrarlanabilirlik, kararlilik, yiiksek duyarlilik, tayin
smirt, Ol¢im araligi, hizli cevap zamani, hizli geriye donme zamani, basitlik ve

ucuzluk, kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik olarak siralanabilir [8].

Secicilik sensoriin sadece hedef analite yanit verme yetenegidir. Segicilik
etiketsiz sensorlerin en biiylik zorluklarindandir. Biyosensoriin aktif yiizeyi, spesifik
baglanmaya spesifik olmayan baglanmaya gore daha yiiksek bir hassasiyet saglamak
lizere gelistirilmedigi taktirde, ¢ikis sinyali giivenilir olmayacaktir ve bu diisiik biyo-
performans anlamima gelmektedir. Prostat kanseri igin, prostat spesifik antijeninin
kan serumunda, bir ka¢ ng/ml oraninda algilanmasi gerekmektedir. Bu oran
10000°de 1 algilama anlamima gelmektedir [31,32]. Spesifik olmayan baglanma,
aktif ylizeye istenmeyen molekiillerin yapismasindan kaynaklanir. Bu problem aktif
yiizeyi bloke edici ajanlar kaplanarak coziilebilir. Sigir serum antijen (BSA) ve
somon serum DNA literatiirde iyi bilinen bloke edici ajanlardir. Bir diger strateji de
insan kaninin proteinler agisindan saflastirilmasidir. Fonksiyonalize edilmis yiizeyin
aktif bolgesine, BSA uygulandiginda, BSA tim yiizeyi kaplar ve sadece spesifik
olarak algilamak istenilen biyoyapilarin gelip aktif ylizeye yapigmalarimi saglar

(Sekil 1.5)
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Sekil 1. 5. BSA ve Pbs-t nin yiizeye spesifik baglama islemi esnasinda kullanim sekli

Seciciligin testi i¢in hedef molekiille benzer 6zelliklere sahip ya da hedef
molekiille ayn1 ortamda bulunma ihtimali olan molekiillerin bulundugu bir diizenek
gereklidir. Ideal bir biyosensdérde en ©&nemli parametrelerden birisi, secicilik
ozelligidir. Eger yeterli secicilik mevcut degilse, bu eksigi giderecek uzun islemler
eklenmesi gerekir. Biyosensoriin kullanim Omriinii kisitlayan en 6nemli faktor,
biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin
kalibrasyon sikligi,  stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de
etkilemektedir. Ideal bir biyosensériin hig kalibrasyona gerek duymamasi, ya da en
az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte planlandigi gibi
degildir, pratikte gerceklestirilememistir. Kullanim 6miirleri boyunca biyosensorler,

siklikla kalibre edilmelidirler [33].

Ideal bir biyosensor igin, ayni kosullar altinda arka arkaya yapilan dlgiimlerde
hemen hemen ayni1 degerlerin okunmas istenir. Pratikte pek miimkiin olmayan bu
durum goz Oniine alinarak, yapilan caligmalarda tekrarlanabilirlik parametresi

mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensoriin
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uygulamalarinin o denli iyi oldugundan so6z edilebilir. Bir biyosensoriin 6l¢iim
esnasinda siirekli aynit degeri vermesi kararlilik olarak tanimlanir ve elektrot
kararliliginin yiliksek olmasi ideal biyosensorler i¢in gereklidir. Kararlilik, kullanilan
biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglidir; ayrica pH, 1s1, nem, ortamdaki
oksijen konsantrasyonu gibi parametrelerden de etkilenmektedir. Sekil 1.6’da

giivenilir bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik ve kararlilik 6l¢tim grafigi gosterilmistir.

Telmarlanahilir dlgiimler Kararhlik durumm

Cikts sinyali

l » Faman

Sekil 1.6. Giivenilir bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik ve kararlilik 6l¢limiinii
gosteren grafik [27]

Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli maddelere
karst duyarli olmasi, ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir. Yiiksek duyarlilik ise
hedeflenen molekiiliin, diisitk konsantrasyonda olsa bile algilanabilmesi anlamina
gelmektedir. Tasarlanan bir biyosensoriin tayin smirmin belirli bir konsantrasyon
degerinin altinda olmasi1 gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot ylizeyinin
biiyiikliigii, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye olan ¢ekiciligi, immobilize
edilen madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir. Biyosensor uygulamalarinda 6l¢iim
araligi olarak adlandirilan bdlge biyosensorlerden alinan akim- konsantrasyon
egrilerinin dogrusal oldugu konsantrasyon araligidir. Farkli konsantrasyonlarin
algilanmast i¢in Ol¢lim araligmmin genis olmasi, ideal biyosensorlerde tercih
edilmektedir. Fakat genellikle 6l¢iim araligi ve duyarlilik ters orantili oldugundan
dolay1, biyosensoriin kullanilacagi uygulamaya bagli olarak bu iki parametre

optimize edilir.
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Bir biyosensor elektrotunun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli basik ve
genigse cevap zamani uzun (yavas), tersi soz konusu ise cevap zamani kisadir
(hizl). Sekil 1.7°de bir biyosensoriin cevap zamani grafigi verilmistir.

Sinyal

¥ —T, =

i i ¥

i Tolerans band

i
>

Faman

Sekil 1. 7. Cevap zamani ve tolerans band1 gosterim grafigi [27]

Geriye donme zamani, Ornegin amperometrik caligmalarda, ilk 6rnekten ne
kadar siire sonra ikinci 6rnegin 6l¢iilebilecegini belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden
sonra sabit akim degerleri kisa silirede gozlenebiliyorsa, ikinci Ornekte ayni siire
sonra ilave edilebilecektir. Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler
ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensdrlerdeki karmasik ve de pahali olan
yapilar, daha sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da ucuzlastirilmistir.
Elektrotlarinin  sterilize edilebilmesi ve boyutlarinin kiigiiltiilmesi biyosensor
tasariminda 6nemlidir. Buna karsin, biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin

fiziksel dayanikliligy, sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametredir.

1.5. Biyosensorlerin Kullanim Alanlar

Biyosensor teknolojisinde c¢esitli birgok disiplinler kullanilir. Biyosensorler tip,
gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel aktivitede ozellikle
otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda ¢ok 6nemli rol
oynarlar. Bugiine kadar 180’den fazla farkli madde i¢in biyosensor hazirlanmis olup

bunlardan ancak 25 kadar ticari olarak lretilmektedir [34]. Biyosensorler; gida
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maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi organik maddeler,
bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve mikroorganizmalarin
tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda, biyolojik oksijen gereksinimi (BOD),
toksisite ve mutajenite testlerinde de basari ile uygulanmaktadirlar. Biyosensorler en
cok biyomedikal sektorde uygulama imkani bulmustur. Bu alanda uygulama imkani
bulan ilk biyosensorler enzim sensorleridir. Ticari olarak tiretilen ilk biyosensor ise,
diyabet hastalig1 teshisi i¢in kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan glukoz
biyosensoriidiir. Bunu renal fonksiyon testleri igin gelistirilen iire ve kreatinin
biyosensorleri ile kas giiciinii 6lgmeye yonelik laktat biyosensorii izlemistir [35].
Insan viicuduna yerlestirilebilen biyosensorler de gelistirilmis olup bunlar biyolojik
sivilar viicut disina alinmadan ve tiiketilmeden analiz imkani verirler ki, 6zellikle
ameliyat sirasinda bu bilgilerin kesintisiz saglanmasi ¢ok onemlidir. Biyosensorlerin,
ilaclarin viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi ve kontroliinde kullanilmast yakin bir
gelecekte gerceklestirilebilecektir. Biyosensorlerin gelecekte onemli
uygulamalarindan biri de siiper oksit ve nitrik oksit gibi kisa dmiirlii, hormonlar ve
ndrotransmitterler gibi diisiik konsantrasyonlu maddelerin hiicre igerisinde tayinidir.
Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak {izere bir ¢ok monosakkarit,
aminoasitler, organik asitler (laktik asit), iire ve alkol tayinlerinde enzim sensorleri
kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (pestisitler, toksinler ve
yabanci hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks parametreler i¢in de
biyosensérler hazirlanabilmektedir. ilaglarm kotii amagla kullanimi ve uyusturucu ile
miicadelede biyosensorler kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kopeklerin yerini
biyosensorler alabilir. Boylece 6zellikle giimriiklerde, karakollarda zaman
kazanilacaktir. Toprak, hava ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensorler ve

enzim sensorleri kullanilmaktadir.

Saglik alan1 biyosensorlerin temel uygulama alamidir. Kan, gaz, iyon ve
metabolik Olglimleri genellikle hastalarin metabolik durumunu gostermek ig¢in
gereklidir. Bu islemlerin ¢gogu tibbi analitik laboratuarlarinda saatlerce hatta giinlerce
stirebilen klasik analizlerde gegen kan ve iire oOrnekleri tarafindan belirlenir.
Biyosensorlerin kullanimi analitik sonuglarin birkag dakikada elde edilmesine olanak
saglar. Medikal telesensorler olarak da adlandirilan ¢ipler viicut 1sisini, nabzi, kan

basincini, kandaki seker ve oksijen miktarlarin1 ve viicuttaki bazi metallerin
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konsantrasyonlarint 6lgebilmektedir. Cesitli sekerler, mayalar ve alkoller gibi
reaktant ve irilinleri gosteren biyosensorlerde mevcuttur. Bu sayede, {iriin kalitesi
artar, lretim seviyesi yiikselir enerji tasarrufu saglanir, bitki otomasyonu gelisir ve
insan giiciine ihtiya¢ azalir. Genellikle yiyecek ve icecek endiistrisinde genis bir

kullanim alan1 vardir [36].

Havada suda toprakta ve diger durumlarda yiiksek seviyede potansiyel analit
vardir. Mevcut kirlilik durumlarmin yam sira ¢iftcilik, bahgecilik, veterinerlik ve
madencilik, biyosensorler i¢cin potansiyel birer kullanim alanidir. Biyoraportorler
yoluyla petrol sizintilari, yeralti sularindaki uranyum miktari, zehirli atiklarin,
kanserojenlerin ve i¢me sularim1 kirleten mikroorganizmalarin  derisimleri

belirlenmektedir [36].

Zamaninda ve etkin bir tani1 tip alaninda tedavilerin temelini olusturmaktadir.
Nano-biyosensorler kanser hastaliginin erken teshisinde kullanilabilirler. Duyarlilik,
algilama aralig1 ve tekrarlanabilirlik bu nano-biyosensorlerin tiretimindeki onemli
sorunlardir. Etiketsiz ve elektrik tabanli biyosensdrler saglik alaninda umut vericidir.
Secicilik, karmagik klinik ortamlarda ve herhangi bir 6zel uzmanlik gerektirmeden
basit yontemlerle uygulanabilir olmasi 6nem arz etmektedir. Performans 6l¢iimlerini
biyosensor uygulama alanlart tanimlar. Tiim biyosensorlerde oldugu gibi yerinde
bakim biyosensorlerinde giivenilirlik en Onemli kistastir. Kapasitif nano-
biyosensorler, kolay uygulanabilir, ekonomik ve hizli dlglimler yapabilmektedir,

ayrica boyutlari kii¢iik oldugu i¢in taginabilirler.

1.6. Vitaminler

Vitaminler insanlarin ve hayvanlarin gelismesi, yasamasi ve bilylimesi igin
gerekli olan diger bir anlatimla dokularin normal eylemlerinin siirdiiriilmesinde
etkinlikleri yiiksek baz1 organik bilesiklerdir. Yasam i¢in gerekli bu maddeye yasam
(vitus) ve amin sozciikleri birlestirilerek vitamin denir [37]. Vitaminler, yagda veya
suda ¢oziinebilmelerine bagli olarak yagda ve suda ¢oziinen vitaminler diye iki gruba

ayrilirlar. Yagda ¢oziinen vitaminler; A, D, E ve K vitaminleridir. Suda ¢oziinenler
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ise B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12 ve C vitaminleridir [37]. Dogada B vitaminleri
adr altinda baz1 ortak nitelikler gosteren vitaminler bulunur. Kimyasal yapilar farkli
olmakla birlikte bu vitaminlerin ortak nitelikleri, genel olarak suda ¢oziinmeleri, azot
kapsamalari, 1siya dayanikli olmalar1 ve bazi enzimlerin kofaktor (prostetik grup

veya koenzim)’lerini teskil etmeleridir.

Biyotin, karboksilasyon ve transkarboksilasyon reaksiyonlarinda koenzim
fonksiyonu goren, suda ¢oziinebilen ve ¢ift halkali bir vitamindir. H vitamini olarak
da adlandirilir. Biyotin yapisindaki zincir sistemi nedeniyle sekiz adet stereoizomer
olusturur. Bunlardan sadece bir tanesi yani D-biyotin dogal ve biyolojik olarak
aktiftir. Biyotin, bitki ve hayvansal iriinlerin yapisinda da genis olarak yer
almaktadir [38]. Biyotin; oksijen, 151k ve 1s1ya karsi ¢ok dayaniklidir. En yiiksek ve
en diisiik Gi¢ pH degerlerinde indirgenmeye ugrar. Ciinkii biyotin, zincir sistemindeki
N-C=0 (Amit) baglar1 hidrolize ugrar. Oksitlenme durumlarinda hidrojen peroksitle
biyolojik olarak aktif olmayan biyotin siilfoksit olusur. Insanin siitten depoladig
biyotinin stabilitesi sartlara baghdir, bir siit 6rnegindeki biyotin konsantrasyonu sabit
sicaklikta 1 hafta 5°C’de, 1 ay -20°C veya daha diisiik sicaklikta 1,5 yila kadar stabil
kalir [38]. Biyotin igin analitik yontemler, besinlerdeki biyotin varliginin tespiti
mikrobiyolojik yontemle veya ligand baglama prosediiriinii igeren avidin baglama
proteini olarak kullanilarak yapilabilmektedir. Bir¢ok yontem gelistirilmektedir. Bu
yontemlerle serbest biyotin ve biositin 6l¢iilmektedir [38]. Diger vitaminlere gore
biyotin oldukga kararlidir. 4 M siilfiirik asitle 120 °C’de 2 saat muamele edildiginde
bile dayaniklidir. Bu islemle biyolojik 6rneklerden toplam biyotin ekstrakti elde
edilir. S1v1 veya ince tabaka kromatografisi de biyotinin biyolojik 6érnekten eldesinde
kullanilabilmektedir [39]. Biyotin tiim yasayan canlilar i¢in gereklidir. Ama sadece
bitkiler degil, fugiler ve mikroorganizmalarin ¢ogundan da biyosentezlenmektedir.
Hayvanlar i¢in biyotin kaynagi maya ekstraktlarinda, yumurta sarisinda, siitte,
hububatlarda bulunmaktadir [40]. Biyotin 3 smif enzime baghdir. Bunlar
karboksilaz, transkarboksilaz ve dekarboksilazlardir. Tiim reaksiyonlar bu enzimlerin
katalizorliigiinde gerceklesir ve biyotin CO, tastyicisi olarak rol alir [40]. Insanlar
icin giinliik en az alinmasi1 gereken biyotin miktar1 100 mg’dir. Clinkii biyotin bir¢ok
besin maddesinde bulunur. Cig yumurta beyazi yiyerek beslenen hayvanlardan da

biyotin elde edilir [41]. Biyotin en ¢ok proteinlerden avidin ile diizenli bag yapar.
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Biyotin avidin arasindaki bu iliski molekiiler biyolojideki arastirma ve teknolojilerde
kullanilmaktadir. Bunun sebebi glikoprotein olan avidinin yumurta beyazindan
eldesindendir. Molekiil agirligi 15.600°dir. Biyotin igin ilk antikor 1970 yilinda
Berger tarafindan kesfedilmistir. Simdilerde daha fazla ¢esidi gelistirilmistir [41].

1.7. Streptavidin-biyotin Tliskisi

Streptavidin ve biyotin, dogada bilinen en gii¢lii kovalent olmayan bag yapma
yetenegine sahiptir [42]. Literatlirde bu etkilesim sensor teknolojisi i¢in genelde bir
baslangi¢ konsepti olarak kullanilmaktadir [43,44]. Streptavidin ve biyotin, yliksek
sicaklik, pH, ¢oziiciilere ve deterjanlara karsi dayaniklidir. Sert ¢evre kosullarina
olan dayaniklilig1, bize biyoalgilayict uygulamasi i¢in empedans spektroskopisi nano
aralikli yapilarin verimli ¢alismasi i¢in bir firsat sunmaktadir. Boyutlar1 itibariyle
biyotinin 3 nm civarinda oldugu bilinmekledir [45]. Diger taraftan streptavidinin ise
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) verilerine gore, 5.0 x 4.5 x 4.5 nm boyutlarinda
oldugu bilinmektedr [46].

1.8. Tampon Cozeltiler

Az miktarda asit veya baz ilavesiyle pH'in1 fazla degistirmeyen ¢ozeltilere
tampon ¢ozeltiler denir. Bu tip ¢ozeltiler genellikle zayif bir asit ve bunun tuzunun
karistirtlmasindan veya zayif bir baz ve bunun tuzunun karistirilmasindan elde edilir.
Bagka bir deyisle tampon ¢ozelti bir asit ve onun konjuge bazinin karigimidir [47].
PBS (fosfat tampon ¢ozelti)‘'nin pH'si, iyon konsantrasyonu ve iyonlari insan
kanimizla aynidir. Bu soliisyon, biyosensorlerin  saghk uygulamalarinda
kullanilabilirliginin arastirilmas1 acgisindan bu yoniiyle bulunmaz avantajlar
sunmaktadir. Dolayisiyla, proteinler islevsel olduklari1 ve baglanmalarini saglayan {i¢
boyutlu hallerini bu sivinin iginde aliyorlar. Bagka bir sivida farkli bir morfolojiye
girip biyotine baglanan bolgelerin yapist degisir diisiincesiyle baglanma deneyleri bu
sivi i¢inde gergeklestirilmektedir. Hazirlanisi: 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g NaH,PQ,,
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0.24 g KH,PO,4, 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve pH’1 7.4’e ayarlanir.
Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanir. Otoklav ile steril edilerek saklanir.
PBS-T ise, PBS i¢ine % 0.05 Tween 20 adinda bir deterjan eklenmis halidir. PBS-T
protein-antibody reaksiyonu arasinda, baglanmamis proteinleri yikayarak,
istenmeyen baglanmalar1 azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Toksik olmadigl igin
baglanma deneylerinde en ¢ok bu malzeme kullanilmaktadir. BSA (Bovine serum
albumin) ise, streptavidin gibi bir proteindir ve genelde inekten alinir. Herhangi bir
yiizeye baglanmak igin bir enzime ihtiyag duymaz ve birgok ylizeye, kendisine
hassas antikorlar olmasa bile kolayca baglanir. Ancak ortamdaki diger proteinlerin
yapilarini ve aktivitelerini engellemez. Baglanma kinetigi hizli ama baglanma sabiti
diistiktiir. Baglanma deneylerinde streptavidinden oOnce aktif yiizeye BSA
koyulmaktadir. Bunun sebebi, ortamdaki her yiizeye streptavidin'den Once
baglanmasi i¢indir. Daha sonra streptavidin aktif yiizeye geldiginde, biyotin ile
streptavidin arasindaki etkilesim ¢ok daha fazla oldugundan, BSA aktif yiizeyden
cekilip streptavidin'e yer verecektir (Sekil 1.5). Ancak streptavidin ile biyotin
olmayan (aktif olmayan) yiizeyler arasindaki etkilesimi streptavidin'den fazla
oldugundan, oralarda kalacak ve streptavidin'e izin vermeyecektir. Sonug olarak,
biyotin olmayan yiizeyleri kapatarak streptavidin'in istenmeyen yiizeylere
baglanmasim1 ~ Onleyip, sadece aktif yiizeylere streptavidin  baglanmasini
saglayacaktir. Ayrica aktif ylizeylere spesifik olmayan baglanmalarin Oniine

gececektir.

Bu tez calismasi Bilkent Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Okyay arastirma
grubu ile ortak yapilan c¢alismanin iiriiniidiir. Tezde yer alan deneysel verilerin bir
kismi ortak almman oOlgiimlerdir. Yiizey fonksiyonalizasyon islemleri ve biyotin
kaplama islemleri Bilkent Universitesi Ulusal nanoteknoloji arastirma merkezinde

bulunan Dr. Mustafa Ozgiir Giiler’in arastirma grubu tarafindan yapilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Isisal Buharlastirma Sistemi

Isisal buharlastirma yontemiyle metal kaplama, en ¢ok kullanilan tekniklerden
biridir. Bu yontem, kat1 bir metalin rezistif olarak 1sitilmasi sonucu buharlastirilarak,
serin bir ylizey lizerinde biriktirilmesiyle olusur. Alttas kaplama esnasinda sabit bir
hizda dondiiriilerek esit dagilimi saglanabilmektedir. Adindan da anlasilacagi gibi
1sitma iglemi tekne ya da pota seklinde metal bir malzemenin tlizerinden yiiksek akim
gecirerek olusturulmaktadir. Tekne kismina kaplanmak istenen malzeme yerlestirilir
ve 1sitilmast bu sekilde saglanir. Bu tekne malzemenin cinsi buharlasma sicakligina
bagli olarak secilmektedir. Bu teknik dolayli Isisal buharlastirma olarak da bilinir.
Metal buharlastiktan sonra ylizeye yapisana kadar ortamdaki gaz molekiilleriyle
carpigsmalara ugrar. Bu carpismalar sonucunda bir kismi sagilmalara ugrayarak
kaplanma istenen yiizeye ulasamaz. 20°C’de hava i¢in ortalama serbest yol, sirasiyla
le-4 ve 1le-6 Torr basinglarda 45 ve 4500 cm’dir. Bu nedenle vakum odasindaki
kaynak ile alttas arasindaki 10-50 cm mesafe boyunca metal buharinin diiz bir
sekilde giderek yiizeye yapisabilmesi i¢in le-5 Torr’dan daha diisiik bir basingta
calismak gerekmektedir. Iyi bir vakum, kaliteli bir kaplama i¢in énemli bir &n sarttir.
Tez calismasinda metal kaplama islemlerinin tamaminda Vaksis PVD Vapor — 3S
Isisal buharlastirma ile kaplama cihazi kullanilmigtir. Bu cihazda kaplanan metalin
kalinligimi 6lgmek i¢in kaplama bolgesine bir kalinlik dedektorii yerlestirilmistir ve
bu dedektoriin cihazin dis kisminda kalinlik monitérii bulunmaktadir. Kaplanan
kalinligin izlenmesi i¢in kullanilan kristal dedektor ile alttas arasinda yatay mesafe
oldugu icin bu iki ylizeyde biriktirilen metal miktarlarinin orani belirlenmelidir. Bu
oran “Referans faktorii (Tooling factor)” olarak adlandirilir. Cizelge 2.1°de bazi

malzemelere ait referans faktorleri verilmistir [48,49].

20



Cizelge 2.1. Baz1i malzemelere ait referans faktorleri [50]

Akustik Ref

Yogunluk usti elerans Akim
Metal empedans faktorii

[9/cm’] [A]
Al 2.70 8.20 1.71 44.0
Au 19.30 23.17 1.55 54.0
In 7.30 10.49 1.30 34.0
Zn 7.04 17.17 1.55 25.0
Cr 7.20 28.95 1.55 50.0

—— Il

Sekil 2.1. Isisal buharlastirma sistemi (UNAM-Vaksis PVD Vapor — 3S)

2.2. Plazma ile Giiclendirilmis Kimyasal Buhar Depolama Sistemi
(PECVD)

Ince film iiretmek igin cesitli teknikler kullanilir. Ozellikle ultra ince film
hazirlamak igin farkli teknikler uygulanmaktadir. Bunlar fiziksel buhar biriktirme
(PVD) ve kimyasal buhar biriktirme (CVD) teknikleridir. Bu prosesler i¢inde ince

polimer film kaplamalarda en sik kullanilan CVD yontemidir. CVD isleminin daha
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diisiik sicakliklarda yapilabilmesine olanak tanimak amaci ile bu teknigin plazma
destekli tiirli olan plazma-destekli kimyasal buhar biriktirme (PECVD) ve Radyo
frekanst (RF) yontemleri son yillarda iizerinde en c¢ok yogunlasilan kaplama
yontemlerindendir. Bu tekniklerin diger yontemlere gore en Onemli istlinliigi
kaplanacak malzemeyi yliksek sicakliga ¢ikarmadan kaplamaya olanak saglamasidir.
Plazma terimi, ilk defa 1929 da Langmuir tarafindan iyonlarina ayrilmis bir gaz
olarak tanimlanmustir. Iyonlarma ayrilmis gaz olan plazma, icerisinde iyon, elektron,
uyarilmig atom, foton, notral atom veya molekiil iceren bir karigimdir. Plazma
maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukca farklilik gdstermesinden dolayi
maddenin dordiincii hali olarak da ifade edilir. Bu haller arasinda esas fark sahip
olduklari enerjidir. 8000 K in iizerinde madde kat1 ve sivi halini koruyamaz ve
sicakligin 10000 K'in {izerine ¢ikmasiyla tiim atomlar ve molekiiller iyonlasir.
Aslinda evrenin bilinen kismmin % 99 u plazma olarak degerlendirilir. Plazma,
dogada giines ve bazi yildizlar iginde (gaz sicakligi 106-108 K), yildirimda ve
elektrik bosalmasinda (gaz sicakligi 104-105 K) goriiliir. Plazmalar genellikle,
plazma tiirlerinin sicakliklarina bagli olarak sicakliklar1 106-108 K ulagabilen yiiksek
sicaklik plazmalari (yildizlar, termoniikleer reaktorler), buna karsilik sicakliklar1 106
K in ¢ok asagisinda olan diisiik sicaklik plazmalar1 diye iki temel gruba ayrilirlar.
Plazma haline geg¢is i¢in, gaz halindeki maddeye enerji vermek gerekir. Gerekli olan
bu enerjiyi, 1s1, 151n, manyetik ve elektrik enerjisi seklinde vermek miimkiindiir.
Bunlardan pratikte en ¢ok kullanilan ve en 6nemli olan elektrik bosalmasiyla plazma
elde etmektir. Bu tiir plazma icin giic kaynaklar1 dogru akim (DC), diisiik frekans,
radyo frekansi1 (RF) veya mikrodalga frekansidir (MW). CVD tekniginde biiyiitme
sicaklign 700-900 °C arasinda degisirken PECVD biiyiitme sicaklign daha diisiik
sicakliklarda, 150 — 350 °C arasinda kullanilabilmektedir. Plazma olusumu ile
birlikte, CVD teknigindeki yliksek sicakliklarda caligma gereksinimini ortalama
olarak diisiik sicakliklarda saglayabilmektedir. Yiiksek biiyiitme sicakliklar1 altinda
IC uygulamalarda bazi malzemeler arasinda olusabilecek difiizyonlar ve benzer
sorunlarin en aza indirgenmesi saglanmis olacaktir. Plazma biriktirme sistemi ana
hatlariyla, igerisinde plazmanin elde edildigi reaktor, birbirine paralel, disk seklinde,
iki elektrot, gazlarin bilesenlerine ayrilmasi i¢in radyo frekansh gerilim uygulayan
RF jeneratorii, reaktdre kontrollii bir sekilde gaz akisini saglayan: igne vana, akis

Olcer ve diizenleyicilerin oldugu gaz girisleri ile c¢ikistaki mekanik vakum
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pompasindan olugmaktadir. Paralel iki elektrot arasina dogru akim (DC) uygulanarak
elektrik alanin katkistyla elektrotlar arasinda bir ka¢ pF degerinde bir kapasitans
olusur ve RF sinyali buraya uygulanir. Gazlar anot-katot arasina gonderilerek
plazmanin sadece bu iki elektrot arasinda olusmasi saglanmaktadir. Bu plazma
olusmasi istenilen kaplamanin cinsine gore ortamda bulunan SiH4, GeHy, N,O gibi
gerekli bulunan gazlar bilesenlerine ayirir ve alttas lizerinde ince bir film tabakasi
halinde kaplanmasini saglar. Baslangic olarak bu teknikte tabakalar arasina
uygulanan elektrik alan ortamda bulunan gazlarin kinetik enerjilerinin artmasina ve
bu sayede gaz ortamindan ayrilan bazi gaz molekiillerin iyonize olmasina sebep olur
ve iyonize olmus molekiillerin birbirleri arasinda etkilesimleri sonucunda reaksiyon
baslatilir. Islem devam ederken ortamda yeni elektronlar iiretilmesi durmaz ve bu

olusum plazmanin olusumu ile sonuglanir [51].

RF
()
I )
4 [N =)
= = —X— SiH,
= —X— NH
—&— N.O
= = ¥ — GeH,
N APC N
Vana
- 'i’ 1
Sicakhik Q
Kontrol Edici
Eaba
Pompa

Sekil 2.2. Plazma ile gii¢lendirilmis kimyasal buhar depolama (PECVD) sistemi [51]

Reaksiyonu Silan gazi i¢in sekillendirecek olursak [51];

e + SiHy—— SiH, +H>+ ¢ (2.1)
— SiH;+H +¢ (2.2)
— Si+2H,+ e (2.3)
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Plazma elektronlarin, iyonlarin radikallerin (¢iftlenmemis elektronlu atom
veya molekiiller) birbirleri arasinda etkilesmeleri saglamak agisindan kullanilan etkili
bir kimyasal ortamdir. Ozellikle 1970 ’lerden sonra, RF yardimi ile plazma
olusturma siklikla kullanilmaya baslanmis olup, bu yontemle yiiksek teknoloji
gereksinimi duyulan 6zellikle biiyiik boyutlu elektronik devrelerde, ince film iiretimi
ve inceltme yontemlerinde c¢ogunlukla kullanilmaktadir. RF, diger plazma
tiirlerinden biiyiik boyutlarda uygulanabilir olmasi sebebiyle one ¢ikarmaktadir [51].
Sekil 2.3’te PECVD sistemi goziikmektedir.

Sekil 2.3. PECVD sistemi (UNAM-CVD-Handy)

2.3. Fotolitografi

Fotolitografi tasarimci tarafindan belirlenen bir kalibin materyal iizerine
aktarilmasinda kullanilan bir tekniktir. Bunun igin bir bilgisayar programi1 (CAD) ile

cizilen Ornek Sekil 2.4.a ve b’de goriilen maske ilizerine aktarilir. Maske cam
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levhadan yapilmistir ve yilizeyinde, istenilen sekli tagiyan 1sikla tanimlanabilir opak
bir materyal (genellikle krom) yeralir. Maske hazirlandiktan sonra alttas (Sekil
2.4.c), 1518a duyarh organik bir polimerle kaplandigi zaman sekil aktarilmasi baslar
(Sekil 2.4.d). Alttas ile maske birlestirilir. UV 1s1k maske i¢inden 1s18a duyarli
organik polimer iizerine gonderildiginde, (Sekil 2.4.e¢) maskenin seffaf kisimlari
altindaki 1s18a duyarli polimer ¢oziinerek ¢ozelti haline gecer. Bu kabartma sekil
pozitif fotorezist olarak bilinir. (negatif fotorezist te sekil ters yonde olusmaktadir).

Levha ile maske ayrilarak ¢ozelti ortamdan uzaklastirilir (Sekil 2.4.) [52,53].

(] -

e Omeklenen
Bllgl‘sa]yar Fotorezist
a
Fotorezist
-
i Substrat

Sekil 2.4. Fotolitografi ile 6rnegin transferinin gosterimi [52,53]

2.4. Nano Aralik Temelli Kapasitif Biyosensorler

Nano aralik, sagladigi minimum 6rnek hacmi ve diizgiin elektrik alan sayesinde
¢ok az miktardaki hedef molekiillerini hassas bir sekilde algilama yetenegine
sahiptir. Cesitli iiretim tekniklerine dayali olarak cok sayida aygit, nano aralik
literatiiriinde de rapor edilmistir [54]. Bu aygitlar yatay veya dikey nano aralikli
aygitlar olarak kategorize edilebilir (Sekil 2.5 ve 2.6). Yatay aygitlar, litografi veya
kimyasal depolama gibi yontemlerle liretilebilmektedirler. Fakat bu yapilar yiiksek
vermli aygitlar1 ortaya koyamamaktadir. Standart optik litografisi, mikron alt1
mesafeler olusmasinda etkili degildir. Ancak bakteri gibi mikron O6l¢egindeki
hedefleri algilama noktasinda standart optik litografiden yararlanmak hala
miimkiindiir. Bu durumda, sivi igerisindeki iyonlarin elektriksel c¢ift tabakasi
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olusturamamasi i¢in ¢ok yiiksek frekans degerlerinde 6l¢iimler almak gerekmektedir
[55]. Iyonlar icin relaksasyon frekans1 saflastirilmis su igerisinde 280 kHz
civarindadir [56,57]. Bu durumda yiiksek frekans parazitik etkileri ortaya ¢ikar ve
yiiksek maliyetli Ol¢iim araglar1 gerekmektedir. Golge buharlastirma teknigi,
¢ozinlrligl arttirmak i¢in O6rnegi egerek, litografiyi kullanmaktadir [58]. Ancak
yiiksek verimli iiretim i¢in uygun degildir. Elektron demeti litografisi, nanoboyutta
aralik olusturmak icin bir alternatif sunmaktadir, ancak yiiksek fabrikasyon maliyeti
ve aygit basina uzun fabrikasyon siiresi gibi dezavantajlari da beraberinde
getirmektedir [59]. Derin UV litografisi 250 nm altintanda elektrot ayirma basarisi
gosterebilmektedir [60], ancak bu {iretim teknigi yliksek maliyetler gerektirmektedir.
Elektrokimyasal depolama yontemi de nano aralik formasyonu saglama olanagi
sunmaktadir. Fakat, iyi tanimlanmis desenler saglamakta giiclik ¢ekilmektedir [61].
Sonug olarak diisiik verim ve yiiksek maliyet gibi sorunlar ¢oziilinceye kadar, yatay
nano aralikli aygitlar yerinde bakim biyosensér uygulamalart i¢in uygun
goriilmektedir. Sekil 2.5.a’da yatay nano aralikli aygitlarin genel yapisi
goziikmektedir. Sekil 2.5.b, ¢ ve d’de ise literatlirde bulunan bazi yatay aygitlarin
goriintiileridir.  Sekil 2.6.a’da ise dikey nano aralikli aygitlarin genel yapisi
gosterilmekte olup, Sekil 2.6.b ve c’de ise literatiirde bulunan bazi dikey nano

aralikli yapilar goziikmektedir.
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Sekil 2.5. Yatay nano aralikli aygitlar a) klasik yatay aygitin kesit goriintiisi,

b, c, d) literatiirdeki baz1 yatay aygitlar [27,58, 61,62]

Dikey nano aralikli aygitlar, dikey olarak tasarlanmis elektrotlar ile olusturulur

(Sekil 2.6.a). Bu tiir sensorler genellikle elektrotlar arasinda nanometre boyutunda

yiikseklik icerecek sekilde [63], daha sonra kismen asindirilacak olan katmanlar
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icerecek sekilde olusturulmaktadir [45,64]. Bu tir aygitlarin en Onemli avantaji,
diisiik maliyetli olusudur. Bu teknikler, diisiik maliyetinin yanisira iyi bir kalinlik,
diizgiin bir yapi, ve kontrol edilebilir bir fabrikasyon islemi sunmaktadir. Bu tez
calismasinda dikey nano aralik cihazlari, nano aralik temelli impedimetrik

biyosensoOr uygulamasi i¢in tercih edilmistir.

Ekktrod 2

Nano aralik

PECVD-oxide
15nm of nanogap

Au gate

o the nanod®® Sibody

Length
Buried oxide

7K
e oy 75 nm gap

b) c)

Sekil 2.6 Dikey nano aralikli aygitlar a) tipik bir dikey nano aralikli aygitin Kesit
sekli b ve c) literatiirdeki bazi dikey nano aralikli aygitlar [27, 45, 63, 64]
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2.5. Sensor Tasarimi

Bu tez c¢alismasinda yapilan sensOriin tasarimi, Sekil 2.7°de gdosterilmistir.
Calisma prensibi ise, hedef molekiillerin baglanmasi ile impedimetrik degisiklikler
tesbit etmektir. Bu amag i¢in, Sekil 2.7.a’da gosterildigi gibi dikey nano aralikli
aygitlar {retilmistir. Algilanmas1 istenen elemanlar, dielektrik malzemenin
bulundugu bolgeye yerlestirilmistir. Bu dielektrik katman, iki elektrotu birbirinden

ayirma ve algilanacak molekiiller i¢in bir tutucu gorevi gormektedir.

Olgiimler saflastirilmis su igerisinde yapilmaktadir. Hedef molekiiller dielektrik
bolgeye baglandiginda suyun yerini alarak, aralikli bolgenin dielektrik sabitini
degistireceklerdir. Bu sekilde impedasn degisikligi ortaya ¢ikacaktir. Saf su, yliksek
debye uzunlugu sunmaktadir. Boylece nano boslugun heryerinde diizgiin bir elektrik
alan1 olusturulmaktadir. Ayrica, elektrik c¢ift tabakasinin istenmeyen etkilerini
ortadan kaldirilir. Elektrotlarin boyutlar1 nano elektrotlar arasindaki mesafeye
nazaran ¢ok biiyiik oldugu i¢in sacak alan etkisi ihmal edilmistir. Sekil 2.7.b ve c¢’de
tasarlanan sensoriin parmak kisimlarinin 6nden kesit sekli goziikmektedir. Sekil

2.7.d’de ise tasarlanan sensorleri olusturan ksimlarin boyutlar1 géziitkmektedir.

29



HEDEF MOLEKULLER BAGLANMADAN HEDEF MOLEKULLER BAGLANDIKTAN
ONCE SONRA

st elektrod st elektrod

Tamma ¢lemanlary

Hedef molekiil
Nano aralik —(DIEIEE IS AN O 10 o) e Jeiinan “y

Alt elekirod

a)
st elektrod
Dieklktrik katman
Alt elektrod Alt elebotrod
b) c)
Parmak
Tutuen _ | [ I
Ped
500]—"’“( . 150 Parmak 3mm
e .
500pm| 100pm .
1
[ I)
—=10pum
3mm
d)

Sekil 2.7. Tasarlanan sensoriin goriinimii ve c¢alisma prensibi. a) tasarlanan
sensorlerin ¢alisma prensibi, b-c) parmaklarin 6nden kesit goriiniimd,
d) tasarlanan sensorlerin boyutlarinin gosterimi [27]
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Hedef molekiiller olarak streptavidin ve biyotin segilmistir, bunun sebebi

dogadaki en giiclii kovalent olmayan baglanma kuvvetinin streptavidin ve biyotin
arasinda oldugunun iyi bilinmesidir [42]. Streptavidinin dielektrik sabiti (€,) yaklasik

2 civarindadir [45]. Streptavidin ve saflagtirnllmis (DI) su (€=80) arasindaki
dilelektrik sabit farkinin ¢ok biiylik olmasi, saflastirilmis su kullanilmasinin ayr1 bir
avantajidir. Bu biliyiik fark streptavidin-biyotin baglanmasindan sonra diger
alternatiflere gore, Ornegin havaya gore (€,=1) mukayese edildiginde biiylik bir
empedans degisimi meydana getirmektedir. Nano aralikli yapilar, biyomolekiiler
olaylar1 hassas bir bi¢imde nano boyutlarda gerceklestirmeye odaklanmstir.
Algilanacak olan elemanin hacmi ve yiizel alan1 sensér geometrisiyle ayarlanabilir.
Cizelge 2.2’de goriildiigii gibi bu tez c¢alismasinda tasarlanan sensorlerde

parmaklarin alani tiim alanin %89’ unu olusturmaktadir.

Cizelge 2.2. Tasarlanan sensorii olusturan pargalarin boyutlar

Boliim Birim ve boyutu Say1 Toplam alan Alan (%)
En(um) | Boy(um) | # (um”)

Parmaklar 10 3000 150 4,500 x 10° 89

Tutucu 100 3000 1 300 x 10° 6

Ped 500 500 1 250 x 10° 5

Elektrot 5,050 x 10° 100

Tasarlanan biyosensoriin yapisi, empedans olglimlerinin analizi ag¢isindan

esdeger devre modeli ile modellenmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Nano aralikli biyosensoriin devre modellemesi, a) Nano aralik paralel
kapasitorleri, (C; ve Cy) ve direng (R; ve R;) modellemesi, dielektrik
katman kapasitor modellemesi (C3). b) Esdeger devre modellemesi [27]

Sekil 2.8’deki modellemeyle ilgili iki tane esitlik vardir.

O =G/ IG=0+0+ 0 (2.4)
R,=Ry//R; = et
POTWITE T R 4R, (2.5)

C, ve C; birbirine paraleldir. C; ve Cy, Cyg. Esdeger kapasitdriiyle gosterilebilir.

Cag 2 C/10 =0+ 0 (2.6)

Iki farkli malzeme, (SiO, ve Al,03) biyosensoriin dielektrik katmani olarak
kullanilmistir. Bunlarin beraber olusturduklar1 kapasitans degeri 6. 1 esitliginde Cdl

olarak gosterebilir.

_ Ca1,0,Csi0,
B Caryoq + Csio, (2.7)

Esitlik 2.6 ve 2.7 kullanilarak, C,, asagidaki gibi ifade edilebilir.
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Cp = Cngfﬂ'rcdi = Cﬂg + Ca (28)

Her bir kapasitoriin kapasitans degeri asagidaki gibi hesaplanabilir.

_ Ep A
Cd
(2.9)
Burada A, plakanin yiizey alanidir, d ise iki plaka arasindaki mesafedir, €q dielektrik

sabittir (8.854x10™2 F m™). € ise plakalar arasindaki dielektrik sabittir. Bu

hesaplamalarda kullanilacak dielektrik sabiti Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Bu ¢alismada kullanilan farkli soliisyonlarin, dielektrik ve biyolojik
malzemelerin dielektrik sabit degerleri [65,45]

Ad Dielektrik sabiti (€;)
Damitilmis su 80

Metanol 33

Isopropanol 18

Al,O3 (ALD) 8

Si0, (PECVD) 5

Biyotin 2

Streptavidin 2

Hava 1
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2.6. Sensor Fabrikasyonu

Fabrikasyon bir alttas tizerine metal katmanlar ve katmanlarin arasinda
dielektrik tabaka biriktirmek suretiyle tamamlanir. Tiim bu siiregler, UNAM’da
(Ulusal Malzeme Bilimi ve Teknoloji Ensititiisii), 100 sinif temiz oda boliimiinde

yapilmaktadir (Sekil 2.9.a ve b).

@ Metal
——s
‘Dielektrik katman K @
@ Metal

T ermal kaplama Y iizey fonksiyonalizasyonu
ey
Nano bosluk temelli imp ed imetrik biyosensor
a)
Biyosensorler
Alttas "

b)

Sekil 2.9. a)Fabrikasyon asamalarinin gosterimi ve b) fabrikasyon sonunda elde
edilen aygitlarin gosterimi [27]
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2.6.1. Alttas ve Yiizey Hazirh@

Fabrikasyonda alttas olarak, silikon, kuartz, veya pyrex kullanilabilir. Bu
caligmada alt ve st elektrotlar altin tabaka olacaktir. Altinin yiiksek iletkenliginden
dolay1, althigin vazifesi sadece aygitlar1 tasimak olacaktir. Bu calismada alttas 250
°C’den daha yiiksek sicakliga maruz kalmayacaktir, ayrica yiizey iyi parlatilmis ve

ylizey piirtizliiliigl en fazla bir kag nanometre seviyesinde olmalidir.

Fabrikasyona baglamadan once, yiizey temizligi biiyilk 6nem tagimaktadir.
Bu sebeple, aseton ((CH3),CO), metanol ve izopropil alkol ((CH3),CHOH)
igerisinde 5’er dakika ultrasonik titresime tabi tutuldu. Ardindan damitilmis (DI) su
muslugunun altina tutularak, yiizeyin temizligi tamamlandi. Ardindan Azot gazi ile
yiizey kurutuldu. Bu temizlik, yiizeyi fabrikasyondan once giivenilir hale

getirecektir.

2.6.2. Alt Elektrotun Biiyiitiilmesi

Altin elektrotun biyiitiilmesinde 1s1sal buharlagtirma (VAKSIS, PVD Vapor—
3S Thermal) cihazi kullanilmistir. Elektrot malzeme olarak Altin kullanilmasinin
baslica 2 nedeni vardir: 1) Altin, iletkenligi yiiksek bir malzemedir. 2) Metallerin
cogu, oksit olusumuna negatif serbest enerji gostererek, oksijenle reaksiyona
girerken, altin pozitif serbest enerjiye sahiptir (Oksijen atomu basina 227°C'de 10,5
k.kalori) ve havaya maruz kaldig1 zaman kararlidir, oksitlenmez. Bu 6zelligi altim
biyosensor uygulamalart i¢in iyi bir elektrot malzemesi kilmaktadir. Oksitlenme,
kararlilik ve tekrarlanabilirlik gibi 6zellikleri olumsuz yonde etkiledigi i¢in altin bu
konuda bulunmaz bir metaldir. Yiiksek vakum altinda 100 nm kalinliginda altin
kaplanmistir. Altinin altina ve tstiine 10 nm kalinliginda krom kaplanmistir. Krom

kaplanmasinin sebebi altinin iyi yapismasini saglamaktir (Sekil 2.10).
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Alttas

—>

Termal kaplama

Sekil 2.10. Isisal buharlastirma yontemi ile alt elektrotun biiyiitiilmesi asamasi

Buharlagsma hava molekiilleriyle ¢arpistiginda altliga ulasmadan sacilmaya
ugrayabilecegi icin, buharlastirma ve kaplama islemi yiiksek vakum altinda
yapilmaktadir. (10 torr). Yiiksek vakumda buharlastirma 6ncesi 1s1sal buharlastirma
ile kaplama cihazinin kazaninda temizlik islemleri yapilmaktadir, bu temizlik
islemlerinin 6nemli olmasinin ¢esitli nedenleri vardir: 1: Vakum pargalar1 iizerinde
kalan kiigiik pargaciklar, yetersiz sizdirmazlik olusmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle cihazin kapagi isopropan alkol ile silindi. 2: Kirlilik nedeniyle vakum siiresi
oldukca artabilmektedir. Bu ylizden elektrikli siipiirge ile gevsek bagl parcaciklar ve
pullart kaldirildi. Bu sebeplerle gevsek bagli parcaciklar ve pullari kaldirmak,
kontaminasyonu oOnlemek amaciyla elektrikli = siiplirge kullanildi. Kazan
temizlendikten sonra kaplama malzemeleri altin ve krom, buharlagsma siirecinde bir
ka¢ yiiz santigrad dereceye kadar isitilacagi teknelere yerlestirildi. Arkasindan
vakum pompast ¢alistirilarak, gerekli vakum degerine ulagsmasi beklendi. Kaplama
baslatildiginda alttas belirli sabit bir rotasyonla dondiiriilerek, her yere esit oranda

kaplama yapilmasi saglandi. Malzeme kaplama hiz1 0,5 A /s olarak ayarland.

2.6.3. Dielektrik Katmanlarin Biiyiitiilmesi

Dielektrik katmanlarin kalitesinin bu iiretimde ¢ok Onemi vardir. Kaliteli
Ol¢iimler alabilmek ve calisan aygit sayilarinin yliksek olmasi ic¢in dileketrik

katmanin kaliteli olmasi1 ve sizint1 akimlarina meydan vermemesi gerekmektedir. Bu
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nedenle SiO; katamanin iizerine sizint1 akimlarini engellemesi amaciyla ¢ok ince (21
nm) Al,O3 kaplanmasi uygun goriilmiistiir ve bu sayede karsilasilan problemler
blyiik Olgiide c¢oziilmiistiir. SiO,, kimyasal plazma buhar biriktirme ydntemi
(PECVD) teknigi ile kaplanmustir. Bu teknikte kimyasal reaksiyon, ¢ok diisiik
basingta (0.45 Torr) kimyasal gazlar (200 sccm SiH4 and 200 sccm N,O) arasinda
olusur. RF gii¢ sayesinde (10 Watt), reaksiyon diisiik sicaklikta (250°C) meydana
gelir. Plazmadaki enerjik elektronlar, kimyasal reaksiyon i¢in ek enerji saglarlar.
Plazma gelismis teknigi denmesinin sebebi budur. Bu kaplama i¢gin UNAM'da
bulunan PECVD sistemi kullanilmistir. Kaplama kalinlig1 elipsometre (J. A. Woolam
V-VASE) ile 6l¢iilmiistiir. Kaplanan kalinlik orta kisimda yaklasik, 168 nm, kenar
kisimlarda ise 340 nm olarak dl¢iilmiistiir. Bu diizensizlik sebebiyle alttas iizerinde
tiretilen cihazlarin hepsinin aynmi Ozellikte olmasi saglanamamistir. Ayrica sizinti
akimi gibi problemlerin ¢6ziilmesi igin ek bir dielektrik katman biriktirmeyi
gerektirmektedir. Cok ince Al,O3 katmani bu sebeple biiyiitiilmektedir. Bu katman
atomik katman biriktirme teknigi (ALD) ile biyiitiilmiistir (Sekil 2.11). Bu teknik
sirastyla iki kimyasal gazlar (precursors) ile gerceklestirilir. Bu teknik ayni1 anda iki
farkli gaza yiizeyin maruz birakildigi PECVD tekniginden farklidir. ALD tekniginde
film ylizeye katman katman biriktirilir ve angtrom 6lcekli film kalinlig1r dogrulugu
sunar. Al,O3; katmani, ALD sistemi ile (Cambridge Nanotech, Savannah 100)
250°C'de biiyiitiilmiistiir. Elipsometri dl¢limleri, alttas yiizeyinin heryerinde ytliksek
kalitede tekdiize bir kalinlik (2241 nm) sunar.

Dielektrik katman (A],0,)
Dielekirik katm an [El*H]

Metal (Au Metal{Cr)

a ‘ilttn-s q ;—'1“135

Termal kaplama PECVD ve ALD

Sekil 2.11. Dielektrik katmanlarin biiyiitiilmesi asamast
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2.6.4. Ust Elektrotun Desenlendirilmesi

Ust elektrotun kaplanmasindan 6nce, istenen tasarimi aktarmak igin
fotolitografi teknigi kullanilir. Maske tasarimi, Layout Editor (GNU GPL)
kullanilarak yapilmis ve UNAM da maske yazilimi1 (Heidelberg Instruments DWL-
66) gerceklestirilmistir. Fotorezist fotolitografi isleminin en 6nemli elemanidir. Bu
1518a duyarli malzeme, maskedeki seffaf bolgelerden gonderilen UV 1s18a maruz
birakildiginda developer igerisinde ¢Oziinerek, ¢ozeltiye karigmaktadir. Boylece
maskedeki sekiller alttag lizerinde kalmaktadir. Fotolitografi, 110 °C sicak plaka
tizerinde malzemenin 5 dk. bekletilerek, ylizeydeki nemlerden arindirilmasi iglemiyle
baslar. Bu siire daha uzun da tutulabilir. HMDS (heksametildisilazan) 40 saniye
boyunca dakikada 5000 tur donme hiziyla yiizey lizerine kaplanir. Bu malzemenin
kaplanmasinin sebebi, fotorezistin yiizeye iyi yapismasini saglamaktir. Fotorezist,
AZ5214, 50 saniye boyunca 5000 dakikada 5000 tur donme hiziyla 1,3um
kalinliginda kaplanmistir. Fotomaske Ornegin iizerine gelecek sekilde ayarlanarak,
50mJ UV 1s18a EVG620 cihazi kullanilarak maruz birakilmistir. Bu islem sonrasinda
malzeme AZ400K developer’a maruz birakilarak, istenmeyen bdolgelerin ¢ozeltiye
karismas1 saglanarak, istenen desenin alttas lizerinde kalmasi saglanir. Burada
developer igerisinde kalma siiresi onemlidir, fazla kalma durumunda yiizeydeki ince
parmaklar kalkarak havada asili kalmaktadir, az kaldiginda ise desen tam olarak elde

edilememektedir.

2.6.5. Ust elektrotun Kaplanmas: ve Kaldirma Islemi (lift-off)

Alt elektrota benzer sekilde iist elektrot da 1sisal buharlastirma ile metal kaplama
teknigi kullamlarak gerceklestirilmistir. Once 10 nm krom ve ardindan 120 nm altin

biiyiitiilerek kaplama islemi sonlandirilmistir (Sekil 2.12).
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Fotorezist Fotorezist Metal (au) | - Metal(Cr) | Metal (Au)
7]
55
bt Fotorezist
a2
=
- Metal (Au)
Al20a3
A (Si0.)
Metal (Au Metal (Au

—

Fontnlitnorafi

Alttas

é .*\lttﬂ§

Termal kaplama

Sekil 2.12. Isisal buharlastirma yontemi ile st elektrotun kaplanma sekli

Buharlagtirma ile metal kaplama isleminden sonra malzeme, istenmeyen

kisimlart kaldirma islermi igin asetonun (CHj3),CO) igerisinde bekletilir. Bu islem

birkag saat siirer. Asetonun kaldirma islemini daha iyi yapabilmesi i¢in kisa siireli

ultrasonik titrestirme yapilabilir. Bu islemin ardindan desenli st elektrotumuz elde
edilmis olur (Sekil 2.13).

Metal (Au)

Fotorezist

Metal (Au

—

Metal [Au)

Metal [Au)

Alttas

Termal kaplama

Fotorezist

; Alttas

Aseton ile kaldirma islemi

Sekil 2.13. Kaldirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli [27]
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2.6.6. Nano Aralik Olusturma

Nano aralik olusturmak icin 1slak asindirma islemi yapilmistir. SiO, ve
Al;03, 70: 1 oraninda seyreltilmis, hidroflorik asit ile agindirilir. Bu siirecte HF altin1
asindiramadigi igin st elektrot bir maske gibi davranir (Sekil 2.14).

851032 ve AlO5 e HF saldirisi

||| = Metal (Au) ] - |

Metal [Au)

MNano arahik

Dielekirik
katman

Sio
Dieleltrik katman (5i0,) (Al 0:)

> —_—

Kaldirma islemi Islak asmdirma

Sekil 2.14. Islak asindirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli [27]

Islak asindirma isleminde asindirma siiresi ¢ok onemlidir. Test 6rnekleri ile
yapilan deneylerde 70: 1 oraninda seyreltilmis hidroflorik asidin, Al,O3'ii dakikada
20-24 nm asindirdigi, SiO;'i ise 23-28 nm asindirdigr goriilmistiir. Asindirma kisa
siireler halinde yapilarak kapasitans Olc¢limleri ile yatay asinma miktar1 kontrol
altinda tutularak yapilmistir. Sekil 2.15.a ve b’de aygitlarin taramali elektron
mikroskobu (FEI Nova Nanosem 430 and Nova 600i Nanolab) ile ¢ekilmis

gorintiileri goriilmektedir.
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Au{120nm)
Cr(10nm)
Al.O,(42nm)
Si0,{200nm)
Cr(10nm)
Au{100nm)
Cr(10nm)

Nano aralik

b)

Sekil 2.15.a ve b Uretilen biyosensérlerin fonksiyonalizasyon éncesi SEM
goriintiileri
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Dielektrik katman olarak sadece SiO, kullanilan aygitlarda nano aralik
basarili bir sekilde elde edilmis olmasma ragmen, sizinti akimlari sebebiyle bu

aygitlarin performansi ¢ok azdir.

2.7. Sensor yiizeyinin fonksiyonalizasyonu ve biyotinle kaplanmasi

Fabrikasyonu tamamlanan sensorlerin yiizey fonksiyonalizasyonu ve
biyotinleme islemi Dr. Mustafa Ozgiir Giiler'in aragtirma ekibi tarafindan yapilmistir.
Bu c¢aligmada hedef tanima sistemi olarak streptavidin ve biyotin belirlenmistir.
Streptavidin ve biyotin, dogadaki bilinen en giiglii kovalent olmayan bag yapma
yetenegine sahiptir [42]. Literatlirde bu etkilesim sensor teknolojisi i¢in genelde bir
baslangi¢ konsepti olarak kullanilmaktadir [43,44]. Streptavidin ve biyotin, yiiksek
sicaklik, pH, coziiciilere ve deterjanlara karsi dayaniklidir. Sert ¢evre kosullarina
olan dayanikliligi, bize biyoalgilayici uygulamasi igin empedans spektroskopisi nano
aralikli yapilarin verimli ¢alismasi i¢in bir firsat sunmaktadir. Boyutlar1 itibariyle
biyotinin 3 nm civarinda oldugu bilinmekledir [45]. Diger taraftan streptavidinin ise
Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) verilerine dayanilarak 5,0 x 4,5 x 4,5 nm
boyutlarinda oldugu bilinmektedr [46]. Biyosensoriin calisma prensibi, hedef
proteinlerin (streptavidin) tanima elemanina (biyotin) baglanmasi sonucu nano
araliktaki etkin dielektrik sabitinin degisimini tesbit etmeye dayalidir. Bu nedenle,
streptavidin  uygulamadan once, aktif bdlgelere Dbiyotinlerin  baglanmasi
gerekmektedir.  Bununla  birlikte, biyotin  SiO, tabakasmna  dogrudan
baglanmamaktadir. Bu nedenle, yiizey fonksiyonalizasyon isleminde kimyasal
modifikasyon yaparak yiizeye biyotinlerin baglanmasi saglanmalidir. Yiizey,
kendiliginden baglanma tek tabaka (SAM) islemiyle kaplanir. Literatiirde, SAM
islemi lipidler [65], aromatik molekiiller [66], DNA [67] ve peptidler [68] gibi
cesitli biyo malzemelelerin fonksiyonalizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Bu tez
calismasinda yiiksek etikili ylizey fonksiyonalizasyon islemi olan APTS
(Aminopropiltrimetoksilan) fonksiyonalizasyon prosediirii kullanilmistir  [69,70].

APTS, etoksi ve ucunda amin gruplarina sahip bir molekiildiir.
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HaC™ 0-Si—_~
! NH2
HaC

NH;

SiO, veya Al,O4

b)

/\/\COOH

c)

Sekil 2.16. a) SiO; ylizeyindeki serbest hidroksil gruplarin gosterimi, b) SiO,
yiizeyindeki serbest hidroksil gruplar ile APTS’in baglanma mekanigi,
biyotin streptavidin baglanmasi, €) Biyotin streptavidin baglanma
mekanigi
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Si Oz veya A1203

d)

Sekil 2.17 (devam). d) Yiizeyin biyotinle kaplanma mekanigi ve biyotin streptavidin
baglanmasinin kimyasal gosterimi

SiO; yiizeyinde, havanin nem sartlarina bagh olarak, bir kag¢ saat igerisinde
serbest hidroksil gruplar1 olusmaktadir. APTS, etoksi gruplari ile, bu hidroksil
grubuna baglanabilir. Diger taraftan, APTS, biyotinin serbest karboksil gruplariyla
pepetit bag1 olusturacak serbest amin gruplarina sahiptir. Bu nedenle, APTS, SiO;
ylizeyi ve biyotin molekiilleri arasinda bir baglanti kablosu gorevi gorebilmektedir.
Yiizey fonksiyonalizasyon isleminden once, ornek yiizeyi, aseton, % 50 metanol,
%50 toluen karigimi ve % 100 toluenle temizlenmektedir. APTS, Sigma-Aldrich'den
temin edilmistir ve toluen igerisinde %5 APTS sollisyonu hazirlanmistir. Temizlenen
ornek, oda sicakliginda 5 saat boyunca bu hazirlanan soliisyon igerisinde bekletildi
ve toluen ve metanolle durulanarak, azot gazi ile kurutuldu. Bu asamadan sonra
ornegin ylizey Ozelliklerinin incelenmesi, X 1smlar1 fotoelektron spektroskopisi
olgiimleri ile incelenmeistir. Olgiimler, UNAM yiiksek performanshi XPS
spektrometresi (Thermo, K-Alpha) ile yapilmistir. SiO, katmani, nano aralikta, st
elektrotun altinda oldugu i¢in XPS oradan 6l¢iim alamamaktadir. Bu sebepten dolay,

Ol¢iimler, tizeri SiO; ile kaplanarak hazirlanan test ornekleri tizerinden yapilmistir.
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Bu yiizeylere, biyosensorlerle 6zdes bir fonksiyonalizasyon islemi yapilmistir. Azot
(N) atomu APTS i¢in bir gostergedir. Yiizey fonksiyonalizasyon igsleminde biyotin ve
streptavidinler, altin elektrota baglanmamalar1 gerekmektedir. Segicilik agisindan
sadece SiO; ylizeye baglanmalar1 gerekmektedir. Bu yiizden ayn1 sekilde {izeri altin
ile kapl test ornekleri olusturularak onlar iizerinde de XPS O&l¢iimleri yapilmustir.
Beklendigi gibi sadece SiO, yiizeyinde azot atomlarina rastlanmistir (Sekil 2.17).
SiO; kapli olan yiizeyde azot atomlar1 XPS analiz grafiginde tepe noktasi vermistir
ve Azot atomlart APTS’e atfedilir. Buna benzer bir tepe grafik noktasi Au kapli olan
yiizeyde goziikmemektedir ( Sekil 2.17).
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Baglanma enerjisi [&¥] Baglanma enerjisi [gV)
a) b)

Sekil 2.18. Yiizey fonksiyonalizasyon isleminden sonra alimman XPS sonuglari,
a) SiO; ile kaplanan test 6rneginin yiizey XPS sonuglari, b) Au ile
kaplanan test 6rneginin yiizey XPS sonuglart

Yiizey fonksiyonalizasyon isleminin ardindan, biyotinleme islemi, biyotin
molekiillerini fonksiyonalize edilmis nano aralik duvarlarda diizenlemekle baslar.
Biyotinilizasyon soliisyonu, 30 ml Dimetilformamid (DMF, Sigma-Aldrich'den satin
alinan)'in icinde 2 mol biyotin (Sigma-Aldrich'ten satin alinan), 1,95 mol O-
Benzotriazole-N,N,N',N'-tetrametil-uronium-heksafluoro-fosfat (HBTU), 3mol N,N-
Diizopropiletilamin (DIEA, Merck) peptit bag olusmasina uygun olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu biyotin miktari, ylizeydeki APTS'i kaplamak icin gerekli
oldugundan 10 kat daha fazladir. HBTU ve IDEA, karboksil gruplarim
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biyotinilizasyon i¢in aktif hale ge¢irmek icin kullanildi. DMF ile yikama isleminden
sonra, malzeme oda sicakliginda bu soliisyon igerisinde yaklasik 2 saat kadar
bekletildi. Sonunda, malzeme, diklormetan, etanol, iki kere damitilmis su ile yikandi

ve azot gazi ile kurutuldu.

Biyotinilizasyon isleminin sonucunda, fonksiyonalize edilen yiizeyin serbest
amin gruplar1 biyotinlerin karboksil gruplariyla baglanir (Sekil 2.16). Bu islemler
XPS ol¢timleriyle dogrulanmistir. XPS o6l¢iimleri igin test 6rnekleri hazirlanarak
SiO; ve altin ile kaplanarak, yukarida anlatilan fonksiyonalizasyon islemleri
uygulandi. Biyotin varligini gosteren kiikiirt (S) atomu, yiizey ilizerinde incelenmistir

(Sekil 2.18).
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Sekil 2.19. Test Orneklerinin fonksiyonalizasyondan sonraki XPS sonuglari,
a) Yiizeyi SiO; ile kapli olan test 6rneginin yiizey XPS sonuglari,
b) Yiizeyi Au ile kapli olan test 6rneginin yiizey XPS sonuglari

Siilfiir atomlarinin varligi biyotine atfedilmektedir. Beklendigi gibi sadece
SiO, yiizeyinde siilfiir atomlarina rastlanmistir  (Sekil  2.18).  Yiizey
fonksiyonalizasyon isleminin ve biyotinilizasyon isleminin ardindan, aygitlar
etiketsiz streptavidin algilamak ic¢in hazir hale gelmistir. Nano aralikli yapilar,
empedans spektroskopisiyle, hassas etiketsiz, yerinde bakim uygulamalar1 igin,
cekici Ozellikler sunmaktadir. Literatiirde, yatay, ve dikey nano aralikli aygitlarin
iretim teknikleri ele alindiginda, dikey nano aralikli aygitlarin diisiik maliyetli ve
yilksek verimli ince filim biiyiitme teknikleri biiyiikk avantajlar sagladig

goriilmektedir.
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2.8. Olgiim Sistemi

Uretilen biyosensorlerin empedans &lgiimleri UNAM temiz odada yapilmustir.
Empedans 6lgiimleri i¢in diisiik frekansli 6lglimler yapabilen bir paraletre analizori
(Keithley 4200-SCS with 4200-CVU) ve manuel prob istasyonu (Cascade PM-5)

kullanilmistir. Sekil 2.19°da Paramaetri analizorii ve prob istasyonu géziikmektedir.

Prob

istasyonu

Parametre.

Analizori

Sekil 2.20. UNAM temiz odada bulunan parametre analizorii ve prob istasyonu

Ornek, prob istasyonunun vakum haznesine yerlestirildi, mikro igne uglari

yardimiyla tist ve alt elektrotlardan baglanti alind1 (Sekil 2.20).
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Optik mikr oskop

Sekil 2.21. Vakum haznesindeki Ornegin mikro-igneler vasitasiyla elektriksel
Ol¢iimler i¢in baglant1 alinmis durumdaki goriiniimii

Parametre analizoriiniin CVU modiili ile elektriksel baglanti, herhangi bir
parazit olusmasini 6nlemek amaciyla koaksiyel kablolar iizerinden yapilmaktadir

(Sekil 2.21).

Param etr e analiz orii

Prob istasyonu

Sekil 2.22. Parametre analizorii ile prob istasyonunun baglant1 semasi1 (CVU
kullanma klavuzu)

Parametre analiz6rii, numune {izerine AC kaynak voltaji uygulayarak AC

akim 6lgme prensibine dayali olarak 6l¢iim almaktadir. Bu dl¢limlerle empedansin
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degerlerini elde etmek miimkiindiir. Sekil 2.8’de paralel kapasitans ve direng modeli
kullanilarak 6l¢iilen empedans degerleri, C, ve R, ye doniistiiriiliir. Cy’nin frekans ve
zamana gore degisimleri Olgiilerek, hedef proteinlerin baglanmas: sonrasindaki C,
degerinde olusan degisimler tesbit edilmistir. Diger taraftan Rp’nin zamana bagl
olarak kararsiz oldugu goriilmiistiir. Bunun muhtemelen alternatif elektrik alaninda
cozelti icerisinde bulunan iyonlarin hareket ediyor olmasi sebep olmus olabilir.

Uygulanan AC voltaj sinyal genligi 10 mVrms olarak ayarlanmistir.

2.9. Biyosensér Uygulamalar: Icin Empedans Spektroskopisi

Empedans spektroskopisi, ilgilenilen sistemin karakterizasyonunda kullanilan
elektriksel temelli bir tekniktir. Empedans spektroskopisinin pek c¢ok yonden
avantajlar1 vardir. Bunlardan bazilar, oOzgilinliik, diisik maliyet, disiik gl

gereksinimi, boyutta kiigiiklikk ve kolay adapte edilebilirliktir [27].

Malesef, iyonik soliisyonlarda, empedans spektroskopisi, elektriksel ¢ift katmani
ad1 verilen bir yiik perdelemesi ile engellenir. Bu perdeleme empedans dl¢iimlerini
etkilemektedir ve kapasitans artisina sebep olmaktadir. Bu perdelemenin Oniine
gecebilmek i¢in nano aralikli biyosensorler iiretmek gerekmektedir. Empedans
spektroskopisi, impedimetrik tepkilerle ilgilenir. Bu tepki, Ornegin elektrik
gecirgenligine ve direncine baghdir. Empedans (Z) bir 6rnegin, uygulanan AC
voltaja ve onun bir fonksiyonu olan frekansa kars1 gosterdigi tepkidir. Eger bir 6rnek
ortama dogrusal degiskenlerle, AC voltaji uygulanirsa, gecen akima ait bir sinyal
elde edilir. Sekil 2.22°de 6rnege uygulanan voltaj ve akimin gosterimi, Vo ve lp akim
ve voltajin biiyiikligi, ¢ ise aradaki faz farkidir. Vg ve lp biiyiikliikleri ve aradaki faz

farki 6lgiilebilir. Ornegin empedansi su sekilde ifade edilir:
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Voltaj sinyali V,sin(wt)

,Akim sinyali, lsin(wt-9)

Sekil 2.23. Voltaj-akim sinyali grafigi

7= E gif
I
(2.6)

Empedans, akim ve gerilim fazorlerinin oraniyla ifade edilen karmagik bir

biiytikliiktiir.
4
z2-
2.7

2.7 bagmtis1 Sekil 2.23’de gosterilen karmasik diizlemde daha rahat anlagilir.

>

V)
R

Reel eksen

imajiner eksen
N}

Sekil 2.24. Karmasik diizlemde empedansin grafiksel olarak gosterimi
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Cizelge 2.4’te empedansla ilgili temel esitlikler goziikkmektedir, burada gegen Z
Empedans, Y Admitans, R Direng, G Iletkenlik, X Reaktans, B Alinganlik, & Faz

acisidir.

Cizelge 2.4. Empedansla ilgili temel esitlik ve tanimlar

Z=R+jX R = |Z|cos (B)

1zl = JR*+ 23 X = |2|stn{8)

X 1 .
8 = arctan () Y=_=G+jB

2.9.1. Dielektrik sabiti (Bagil gecirgenlik €,)

Dielektrik sabiti (e, daha genel bir tanim olarak gecirgenlige denk gelen bir
tabirdir. 1787 yilinda, Fransiz bilim adami Charles-Augustin de Coulomb tarafindan
ortaya atilan elektrostatigin temel kavramlarina gore, iki yiiklii parcacik arasindaki

elektriksel etkilesim:

|Q1‘Iz|

Pl =k

(2.8)

Seklinde verilir. Bu kanuna (Coulomd kanunu) gore, F, g1 ve gz noktasal yiiklerine
etkiyen kuvvettir, r aralarindaki uzaklik, k ise orant1 sabitidir. R kadar mesafedeki

birim yiik iizerine q noktasal yiikii tarafindan, etkiyen kuvvet elektriksel alan olarak

adlandirilir.
Bl =k gl
3

(2.9)
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1

Burada k, orant1 sabiti olup ortama baglidir. Boslukta k’nin degeri, ¥7&:  ‘dir ve aym
zamanda Coulomb sabiti olarak da bilinir ve degeri, yaklasik 8.9876x10° N m? C*
dir. ¢p boslugun gegirgenligini ifade eder ve yalitkan ortamin géreceli gegirgenligi ile
carpilir. Bir dielektriksel malzemenin icerisindeki elektrik alan, elektriksel
malzemenin gegirgenligi ile ters orantilidir. Bu sebeple, gegirgenlik, ortama
uygulanan elektrik alana karsi, gosterdigi diren¢ olarak da agiklanabilir.
Gegirgenligin temeli, dielektrik i¢indeki dipollerle ilgilidir. Bir dielektrik molekiilii,
makroskopik olarak nétr olsa da, elektrik alan uygulandiginda pozitif ve negatif
yiiklerin, kiigiik yerdegistirmeleri s6zkonusu olur ve molekiil bir dipole doniisiir.
Elektrik alan uygulandiginda dipole doniisen bu molekiillere, kutupsal olmayan
molekiiller denir. Ayrica H,O gibi bazi molekiiller ise, elektrik alan uygulanmasa da
kutuplanma etkisi gosterebilirler. Bunlara ise kutupsal molekiiller denir. Dielektrik
bir malzemede, polar molekiiller bulunsa bile kutuplanma etkisi gdozlenmez. Bunun
sebebi, molekiillerin rastgele yerlesimi ve birbirinin etkilerini yok etmeleridir. Bir
elektrik alan uygulandiginda, dipollere bir kuvvet etkir. Yerlerindeki rastgelelik
kaybolur, hepsi elektrik alan dogrultusunda dizilirler. Sekil 2.23°de gosterildigi gibi,
dipoller elektrik alana paralel olacak bigimde dizilirler. Gegirgenlik, bu yerlesim
durumuyla ilgili bir kavramdir. Bu olaya dielektrik polarizasyon denir ve uygulanan
elektrik alana zit yeni bir elektrik alan olusur. Bu da gecirgenlik ve oranti sabiti
arasindaki ters orantiyr aciklar. Gegirgenlik, uygulanan tahrik frekansinin bir
fonksiyonudur. Dolayisiyla, elektrik alanin yonii ve siddeti degistigi zaman, dipoller
de yon degistirecek ve kendilerini elektrik alana gore konumlandiracaklardir.
Maddenin tepkisi aninda olamayacagindan dolayi, frekans arttik¢a dipollerin alana
uyum saglama basarilar1 azalacaktir ve gecirgenlik azalmaya baglayacaktir. Bu olay,
cok yiiksek frekanslarda gergeklestiginden (Su molekiilleri i¢in 2,5 GHz civari), Bu
tez calismasinda ¢alistigimiz 1-100 kHz frekans araliginda, goreceli gegirgenlik sabit
kabul edilmistir. Sekil 2.24’te plakalar arasinda elektrik alan uygulandigi zaman

dipollerin dizilim sekilleri géziikmektedir.
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Sekil 2.25. Uygulanan elektrik alanda dipollerin dizilim sekli

Diisiik frekanslarda goreceli gegirgenlik, genellikle dielektrik sabiti olarak
adlandinldigindan, bu tez ¢alismasinda dielektrik sabiti olarak adlandirilacaktir. Bu
tez calismasinda kullanilan soliisyonlarin dielektrik sabit degerleri Cizelge 2.5’te

gozikmektedir.

Cizelge 2.5. Bu c¢alismada kullanilan farkli soliisyonlarin, dielektrik ve biyolojik
malzemelerin dielektrik sabit degerleri [45,71]

Ad Dielektrik  sabiti
Damaitilmis su 80

Metanol 33

Isopropanol 18

Al,O; (ALD) 8

SiO, (PECVD) |5

Biyotin 2

Streptavidin 2

Hava 1
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2.9.2. Paralel levha kondansatorler

Kapasitans, sistemin yiikk depolama kabiliyeti, kapasitor ise bu amag¢ igin
kullanilan sistemin adidir. Kapasitans ( C), uygulanan birim voltaj (V) basina diisen

yiik (Q) miktar1 olarak agiklanabilir.

=

(2.10)

En c¢ok kullanilan kapasitor g¢esidi paralel levha kapasitorlerdir (Sekil 2.25).
Kapasitorler sadece elektrik devrelerinde kullanilan bir ara¢ degildir. Kapasite
temelli olaylarda kullanilan temel bir aractir. iki yiiklii paralel levhanin diisiiniildiigii,
her yerde kullanilabilir. (Yari iletkenler, foto dedektérler, biyosensorler). Iki levha

arasindaki bosluk, dielektrik sabiti (er) olan dielektrik malzeme ile doldurulmustur.

lletken paralel levhalar

Dg | 2
--__r__/

Sekil 2.26. Paralel levha kapasitor

Sekil 2.26°da goziiktigii gibi elektrotlara bir voltaj uygulandigindan elektrotlar
arasinda bir elektrik alan olusur. Kenarlarda olusan sacaklanma alani, bu tez
calismasinda levhalarin boyutu ile levhalar arasindaki d boslugu karsilastirildiginda,
yeterince kiiciik oldugundan ihmal edilebilir. Dolayisiyla elektrik alan dielektrik
malzemeyle dolu olan bélgeyle sinirlandirilmis olur ve Gauss kanunu kullanilarak

bulunur.
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Paralel levha kapasitoriin kapasitansi ise,
c A A
=E—= = 55,
d d (2.12)

dir. Bu formiil paralel olan iletken levhalarin bulundugu, ¢esitli durumlarda
kapasitans hesaplamalarinda kullanilan, ¢ok faydali bir formiildiir. Fakat, levhalar

arasindaki d mesafesinin levha boyutlarina yaklastigi durumlarda sacak alanlarina
dikkat edilmelidir.

2.9.3. Elektriksel ¢ift katman

Paralel plakali kondansatorlerde bir plakanin yiizey alan1 A, plakalar arasinda
kalan mesafe d olacak sekilde dielektrik  sollisyonun igerisinde
konumlandirildiklarinda, olusan kapasitoriin kapasitans degeri, denklem 2.12°de
verildigi gibidir. Ancak genellikle durum goziiktiigiinden farkli olmaktadir. Bunun
sebebi plakalarin yakininda iyonlarin birikmesiyle olusan katmanlardir. Bir elektrik

alan uygulandiginda iyonlar ters yiikle ylikle plakalara dogru hareket ederler ve onun
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cevresinde bir elektriksel katman ¢ifti olustururlar. Bu durum kapasitansi arttiracak

bir etki meydana getirmektedir [27].

Yerinde bakim biyosensér uygulamalarinda empedans spektroskopisi
kullanilabilir. Etiketsiz ve diisiik maliyet gibi pek ¢ok faydalari vardir. Ancak,
empedans  spektroskopisi elektriksel ¢ift tabaka olusumunu beraberinde
getirmektedir. Bu kapasitansi arttiran bir etki oldugu i¢in, 6l¢limlerin giivenilirligini
olmusuz etkileyeceginden dolay1 istenmeyen bir durumdur. Bu tez ¢alismasinda,
elektrotlar arasi nano aralik uygulamasi yapildigi i¢in ve DI su kullanildig1 igin, bu

durum bertaraf edilmeye ¢aligilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Hedef proteini algilama hassasiyeti

Bu boliimde Streptavidin-biyotin ¢ifti yerinde bakim uygulamalari i¢in nano
aralikli yapilarda empedans spektroskopisinin verimliliginin dogrulanmasi igin
calisilmistir. Streptavidin ve biyotin arasinda dogada bilinen en gii¢lii kovalent
olmayan bag oldugu iyi bilinmektedir [42]. Bu biyomolekiiler sistem ayrica bazi
hastaliklar1 teshis igin uygulamalara fikir verebilir [45] Streptavidin, Sigma-
Aldrich'den alinmistir ve proteinin bozulmasini énlemek i¢in fosfat tamponlu salin
cozeltisi (PBS, pH 7.4) kullanilmustir. PBS ¢6zeltisi, KCI, 80 g NaCl, 2,4 g KH,PQ,,
14,4 g K;HPO4 1000 ml iki kere damitilmis su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
Streptavidin 100 pg/ml den baglayarak, onar kat azalarak 10 ng/ml seviyesine kadar

seyreltilmigtir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bu ¢aligmada kullanilan Streptavidin konsantrasyonlari

Konsant. ng (50 nl’de) | Pmole Protein (#) | Molar kon. (uM)
100 pg/ml 5.00e+00 8.20e+01 4.93e+13 1.64e+00
10 pg/mi 5.00e-01 8.20e+00 4.93e+12 1.64e-01
1 ug/mi 5.00e-02 8.20e-01 4.93e+11 1.64e-02
100 ng/mi 5.00e-03 8.20e-02 4.93e+10 1.64e-03
10 ng/ml 5.00e-04 8.20e-03 4.93e+09 1.64e-04

Biyotin uygulamadan once, aygit iki kere damitilmis su (DDI) igerisinde
Olctilerek, referans Olgtimleri alinmis olur (Sekil 3.1). Referans ol¢limleri nano
aralikklarin DDI su ile doldurularak alinmistir. Bunun sebebi suyun dielektrik sabiti
ile streptavidinin dielektrik sabiti arasinda yaklasik 40 kat gibi bir fark olmasidir.
Aygitin iizerine 30 pl DDI su damlatilarak 6lgiimler alinmistir. Bu hacimdeki su,
aygitin heryerini kaplamak icin yeterli olmaktadir. Damlatilan suyun hacminin

arttirllmasi 6l¢lim sonuglarini degistirmedigi 6l¢iimler esnasinda goriilmiistiir.
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Sekil 3.1. Damitilmis suyun drnege mikro-pipetle uygulanma sekli

Bundan sonra, optik mikroskop altinda sensore baglanti alindi. 1kHz-100kHz
araliginda empedans ol¢timleri yapildi. Parametre analizorii, I0MHz'e kadar genis
bir frekans yelpazesi sunar, ancak yiiksek frekans degerlerinde giivenilir sonuglar
elde edilememistir. Bunun sebebi, kablo indiiktansinin (j2nfL, seri bagl) yiiksek
frekanslarda baskin olmasidir. Boylece olgiilen empedans yiiksek frenslarda hizla
artis gostermektedir. Benzer bir etkiye literatiirde, ticari seramik kapasitorlerin test
dlgiimlerinde rastlanmustir [72]. Olgiim isleminin sonunda, aygit damitilmis su ile
yikandi, azot gazi ile kurutuldu ve sonuglar streptavidin oncesi olarak kayit edildi.
Streptavidin soliisyonu mikropipet yardimiyla, aygitlarin tizerine damlatild1 (Sekil
4.15) ve baglanma islemi i¢in on saat kadar bekletildi. Bu siire, nano araliklardaki
duvarlara streptavidinlerin baglanmasi icin olduk¢a yeterli bir siiredir ve siire
kisaltilabilir. Mikro akiskan kanallar kullanilarak aktif bolgelerden defalarca
gecirilmek suretiyle bu siire birkag dakikaya kadar indirilebilir. Bilindigi kadariyla
bu immobilizasyon i¢in literatiirde standart bir siire yoktur. Bazi ¢aligmalarda 15
dakika [73], baz1 ¢aligsmalarda ise 4 saat uygulanmistir [45]. Bununla birlikte, bu
siirenin belirlenmesinde konsantrasyon da &nemlidir. Ornek verilecek olursa, eski
yapilan bir ¢alismada [73] 2,5uM konsantrasyonundaki streptavidin soliisyonu i¢in
15 dakika, farkli bir ¢aligmada ise 300 nM konsantrasyonundaki streptavidin

soliisyonu [45] icin 4 saat uygulanmistir. Bdylece, bu tez calismasinda en az
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konsantrasyonu 164 pM (Cizelge 3.1) oldugundan dolayi, streptavidin soliisyonunun
sensOriin aktif duvarlariuna baglanma siiresi olarak 10 saat uygun goziikmektedir.
Streptavidinin baglanma siiresinin belirlenmesi ile ilgili deney sonuglari ilerideki
boliimlerde tartigilacaktir. Streptavidin soliisyonunun sensoriin tizerinden 10 saat
boyunca beklerken buharlasmamasi igin, 6rnek vakumlu bir kap icerisinde muhafaza
edilmistir. Sekil 3.2°de streptavidin sollisyonlarinin sensdrlerin {izerine, nano

araliklara baglanmalar1 amaciyla damlatildig1 anki goriintiisii géztiikmektedir.

Sekil 3.2. Yapilarin iizerine streptavidinler damlatilmis durumdaki goriintiisii

Bu bekleme siiresinin ardindan sensorler DI su muslugunun altina tutularak
yikanmis, ardindan azot gazi ille kurutulmustur. Spesifik olmayan baglanmalarin
olmas1 ihtimaline karsin, su ile yikama bu baglanmalar1 ¢ikaracaktir. Bu asamanin
sonunda streptavidinler, nano aralikli yapilarin duvarlarinda bulunan biyotinlere ¢ok
sik1 baglarla baglanmislardir. Immobilizasyon isleminden sonra 6rnek, vakum
haznesine koyularak streptavidin sonrasi empedans Olgiimleri i¢in hazirlanir. Bu
Olctimler, ayn1 frekans degerlerinde alinmistir ve streptavidin baglanmadan Onceki
degerlerle mukayese edilmistir. Sekil 3.3°de bes farkli streptavidin konsantrasyonu

uygulanan aygit icin, kapasitans degisim grafikleri goziikmektedir. Streptavidin
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baglanmadan Once alinan DI su igerisindeki Olgiimlerde nano araliklart DI su
doldurmustur, streptavidin baglandiktan sonra alimman empedans ol¢iimlerinde ise
nano araliklardaki duvarlara baglanan streptavidinler, daha 6nceki ol¢limlerde su
olan yerlere yerlesmislerdir ve streptavidinin dielektrik sabiti suyun dielektrik
sabitinin yaklasik kirkta biridir. Bu nedenle kapasitans degerlerinde azalma
beklenmektedir (Cizelge 2.3). Sekil 3.3’de goziiktiigii gibi, kapasitans degerlerinde

beklendigi gibi bir azalma goriilmiistiir.

Sekil 3.3’de goziiktiigii gibi, streptavidin oncesi degerler tim aygitlar igin
aym degildir. Olgiimler ayni alttas iizerindeki farkl1 aygitlar {izerinde alindig1 igin ve
SiO; kalinlig1 altligin heryerinde ayni1 olmadigi i¢in bu degerlerin farkli olmasi zaten
beklenmektedir. Bu sebeple, altligin merkezinden kenarlara dogru gidildikge
dielektrik katmanin kalinlig1 azaldigindan dolay1 kapasitans degeri de azalacaktir. En
yiiksek konsantrasyon degerindeki streptavidin sollisyonu uygulanan aygitta (100
ug/ml) yapilan kapasitan 6l¢iimlerinde, streptavidin baglanmadan onceki degerlerine
gore 1.93 nF civarinda bir azalma gozlenirken, en diisiik konsantrasyon degerindeki
(10 ng/ml) streptavidin soliisyonuna tabi tututan aygitta bu azalma, 475 pF

civarindadir. Yani biyosensor bu konsantrasyon araligini algilayabilmektedir.
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Sekil 3.3. a) 100ug\ml streptavidin uygulanan sensoriin, b) 10ug\ml streptavidin

uygulanan sensoriin, ¢) lpg\ml

streptavidin uygulanan sensoriin,

c¢) 100ng\ml streptavidin uygulanan sensoriin ve d) 10ng\ml streptavidin
uygulanan sensoriin edilen kapasitansin (C,) frekansa (f) gore degisimi

grafikleri
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Streptavidin baglanmadan once ve sonra Olgiilen kapasitans degerleri
karsilagtirildiginda; biitiin aygitlarin DI su igerisinde Olciilen kapasitans degerlerinin
azaldig1 gozlenmektedir. Farkli konsantrasyonlarda damlatilan streptavidinlerin
meydana getirdigi azalmalar karsilastirildigindan en yogun olan ¢dzeltinin meydana
getirdigi azalmanin en fazla oldugu, en az yogun olanin ise en az oldugu ve
yogunluklarla kapasitans degisim degerlerinin dogru orantili oldugu goriilmektedir.
Yogun olan ¢ozeltilerde streptavidin sayisi fazla oldugundan aktif yiizeye baglanan
streptavidin sayilar1 da fazla olmasi beklenmektedir. Ol¢iim sonuglari bunu
dogrulamaktadir. Sekil 3.4’te farkli konsantrasyonlardaki streptavidin ¢ozeltilerinin
sensorlerde meydana getirdikleri kapasitans degisim yiizdesi- frekans grafikleri
goziikmektedir.

-
E
;.g =100yl
=10y
Y e
E == 1uagrml
E. = 10angfml
m ~—10ng'mi
¥
(! . r . o . : . 0
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlardaki streptavidin ¢ozeltilerinin sensorlerde
meydana getirdikleri kapasitans degisim yiizdesi- frekans grafikleri

Kapasitans 6l¢iimleri frekans degerlerine gore incelendiginde, 10 kHz frekans
degerinde alinan Olgiimlerin daha hassas sonuglar verdigi belirlenmistir. 50 kHz de
alman Ol¢liimlerde 100ng/ml ve 10ng/ml konsantrasyonlarin1 birbirinden ayirt
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edemedigimiz goziikmektedir, bu problemin deneysel hatalar icerisinde kabul

edilebilecegi diisliniilmektedir.

goziikkmedigi,

100ng/ml

konstantrasyonundaki

sollisyonla

10 kHz de alman Odl¢limlerde bu problemin

10ng/ml

konsantrasyonundaki soliisyonu birbirinden ayirt edebildigimiz goriinmektedir

(Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki

streptavidin  ¢Ozeltilerinin  sensdrde
meydana getirdikleri kapasitans degisimleri (50 kHz ve 10 kHz)

Konsantrasyon | Streptavidinden | Streptavidinden | 50 kHz’de | 10 kHz’de
onceki sonraki alinan alinan

kapasitans kapasitans streptavidin | streptavidin

degeri (nF) degeri (nF) sorasi kapasitans

(10 kHz) (10kHz) kapasitans degisimi
degisimi (%)
(%)

100pg/ml 2.62 2.24 %14.67 %38.6
10pg/ml 2.37 2.08 %12.16 %28.5
1pg/ml 2.55 2.28 %10.32 %27.5
100ng/ml 2.30 2.17 %5.82 %16.5
10ng/mi 2.33 2.18 %6.63 %13.3

Cizelge 3.3’de goziiktiigii gibi, bu tez ¢aligmasinda ortaya koyulan algilama
aralig, literatlirde daha 6nce yapilmis olan streptavidin-biyotin algilama araliklartyla
karsilagtirilmistir. Bu tez ¢alismasi, nano aralikli impedimetrik temelli streptavidin-
biyotin algilama wuygulamasidir ve daha Once yapilan benzer bir ¢alisma
bulunamamistir.  Optik  algilama bizim

sistemleriyle  karsilastirildiginda,

kullandigimiz l¢iim yonteminin maliyeti cok daha diisiik olmasina ragmen, algilama
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araliklart karsilastirilabilir seviyede oldugu goéziikmektedir. Buna gore, gelecekte,
impedadans tabanli, tek kullanimlik, ¢ip uygulamasi seklindeki biyosensorler, pahali,
optik tabanli biyosensor sistemlerinin yerini alarak, erken teshis i¢in umut bekleyen

kanser hastalarina nokta bakim test teknolojisi sunabilir.

Cizelge 3.3. Literatiirde streptavidin algilama amagli uygulamalar1 bulunan etiketsiz
biyosensor ¢alismalari

Algilanan | Algilama arahg
Yapi sinyal Alt limit Ust Limit Yil Ref.
Isik faz
Interferometre Kaydirma 100 ng/ml 50 pg/ml 2011 | [74]
Dielektrik
modiilasyonlu . .
alan etkili Esik voltaji | 20 pg/ml 2007 | [45]
transistor
Dikey yerlestirilen
elektrotlar Akim 100 ng/ml 20 pg/ml 2007 | [75]
Nano tiip temelli
alan etkili Akim 170 ng/ml 2003 | [76]
transistor
Fiber Optik Isik 6.5 ng/ml 2 pg/ml 2002 | [76]
P yogunlugu | g He
Nanotel temelli
alan etkili Akim 1.7 ng/ml 17 pg/ml 2001 | [77]
transistor
Dikey yerlestirilen . Bu tez
< >
elektrotlar Kapasitans 10 ng/ml 100 pg/mi calismast

Elde edilen olgiim sonuglar1 aymi zamanda teorik degerlerle tutarlilik
gostermektedir. Cizelge 2.2 ve Sekil 2.15 (yatay asinma uzunlugu 500 nm
alindiginda), C, degeri hesaplanmistir. Hesaplanan sonug Cq (0.90 nF) ve Cpq (1.32

nF) eklendiginde 2.22 nF’tir. Bu teorik hesaplama sonucu, oOzellikle yiiksek
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frekanslarda alinan 6l¢iim degerlerine ¢cok yakindir (Sekil 3.3). Nano aralik tasarimi
ve DI su kullanilmasi, ara elektriksel ¢ift olusumunu engellemek amaciyla olmasina
ragmen bunun tam olarak elimine edilemedigi goziikmektedir. Sekil 3.3’de 10
kHz’deki kapasitans degisimleri goziikkmektedir. Bu elektriksel ¢ift tabaka etkisinin
hala gecerli oldugu diisiik frekans degeridir. Bununla birlikte, boyutlar1 agisindan
mukayese edildiginde, streptavidin 5 nm civarindadir. Yatay asinma miktari ise 100
nm civarindadir. Bdylece, nano aralik duvarlar1 {izerinde streptavidinler
baglandiginda elektriksel ¢ift katman ile ¢ok kiigiik bir kesisim alani vardir (Sekil
3.3).

3.2. Dielektrik katman olarak sadece 42nm Al,O3 biiyiitiilerek iiretilen yeni
biyosensorler ile farkl soliisyonlarin dielektrik sabitlerinin algilanmasi

Nano aralik temelli impedimetrik biyosensorler, dogrudan kapasitans degisimi
Olctimiine dayali olark caligmaktadir. Bu ylizden sensoriin hassasiyetine kapasitans
degisim miktarina bakarak karar verebilmekteyiz. SiO, + Al,O3; katmanlarindan
olusan yalitkan katman yerine yalnizca 42 nm kalinliginda atomik katman depolama

yontemiyle biiyiitiilen Al,O3 kullanilarak sensor yapilar tiretildi (Sekil 3.5).

STREPTAWIDINDEN ONCE STREPTAVIDINDE SOMNRA

e

L~ biglin

Kalinh=<2 om l = -

Sekil 3.5. Al,O3’ 11 yapilarin semasi ve ¢alisma prensibi

Sekil 3.6, {iretilen sensorlerin FIB SEM ile alinmis kesit goriintiilerini
gostermektedir.  Ust elektrotun yukariya dogru biikiildiigii gdziikmektedir, bu
biikiilmenin kaldirma (lift-off) islemi esnasinda oldugunu diisiiniilmektedir, negatif
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kaldirma (negative lift-off) yapilarak bu problem rahatlikla ¢oziilebilir [78]. Bu
analizlerde, Olciimler 10 kHz’de almmistir. 10 kHz frekans degerinin tercih
edilmesinin sebebi, daha once yapilan streptavidin algilama deneylerinde en biiyiik
kapasitans degisiminin, Sekil 3.3’de de goziiktiigli gibi bu frekans degerinde elde

edilmis olmasidir.

Platin tabaka (FIB)

st metal

AlzOs

Alt metal

Sekil 3.6. Yapilarin odaklandirilmig iyon demeti taramali elektron mikroskobu (FIB
SEM) goriintiileri

DI su, methanol ve isopropanol olmak iizere ii¢ farkli soliisyon secilmistir. Bu
sollisyonlarin  secilmesinin sebebi literatiirde bilinen dielektrik sabitlerinin

birbirlerinden oldukga farkli olmasidir. (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Bu analizlerde kullanilan soliisyonlar ve dielektrik sabit degerleri (€;)

[65]
Soliisyon Dielektrik sabit (er)
Dl su 80
Metanol 33
Izopropanol(IPA) 18
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Ornek, vakum haznesine yerlestirilerek baglanti alindiktan sonra dlgiimlere

baslanildi. Sekil 3.8’e gore, 6l¢lim adimlari, (1) Kuru 6l¢timler alindi. (2) Mikropipet

vasitastyla soliisyon sensoriin iizerine bosaltildi. (3) Baglant1 kaldirildi ve sen6ér DI

su ile yikandi. Ardindan azot gazi ile kurutuldu. Tekrarlanabilir oldugunun test

edilmesi i¢in tekrar 1. adima geri doniildii (Sekil 3.7).

Dl su ile yikama

ve
> € > € ———» €————D> € ———=>
Kuru 8lglim Dl su "|\'Aznt gaziile  Kuru 8lglim Dl su /
icerisinde &lgiim \ kurutma icerisinde Ellq:ijm;"'
(1 dk) ~ o (1dk) .~

Toplam 6 kez tekrarlanir.

Sekil 3.7. Tekrarlanabilirlik testi 6l¢iim seklinin gosterimi

Sekil 3.8’de ii¢ farkli soliisyon i¢in alinan kapasitans zaman degisim grafikleri

goziikmektedir.
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Sekil 3.8. Farkli soliisyonlar i¢cin 10 kHz frekans degerinde kapasitans zaman

degisim grafikleri

67



Sensdrlerin en az alti yag-kuru Ol¢iim dongiileri i¢in tekrarlanabilirligi
kanitlandi. Daha sonra, duyarlilik analizinde kullanilacak olan ortalama C,
degerlerini elde etmek i¢in ortalama, 30 saniyeden daha fazla bir zaman i¢inde kendi

en yliksek ve en diisiik degerlerini dikkate alarak, {i¢ sensoriin ¢ikis sinyalleri alind1
(Cizelge 3.5)

Cizelge 3.5. Ug farkli sensor igin &lgiilen kapasitans degerlerinin ortalamasi Cp (NF)

Hava (kuru) IPA Metanol DI Su
Aygit =1 =18 =33 =80
En En En En En En En En
diisiik | ytksek | disiik | ytksek | diisiik | yiiksek | diisiik | yiiksek
#2 9.9 10.2 109 |111 12.3 | 129 194 | 20.8
#8 10.0 |10.0 11.0 |113 124 | 13.6 195 | 211
#9 10.0 |10.1 108 | 111 125 |14.3 194 | 20.6
Ortalama | 10.0 11.0 13.0 20.1

llgili soliisyonlarin, dielektrik sabitlerine bakildiginda, Cp-R, modeli ile de
beklendigi gibi C, degerleri dogrusal degisim gosterir. Sekil 3.9°da gosterilen
dogrusallagtirma, dielektrik sabitindeki birim degisiklik bakimindan 132 pF
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, diisitk maliyetli, yiiksek c¢oziintrlikli bir
sensor oldugunu bize gostermektedir. Urettilen bu sensérler, yiiksek hassasiyetli,

kimyasal ve gaz sensorleri gibi diger uygulamalar i¢in de uygulanabilir avantajlar

saglamaktadir [79,80].
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Sekil 3.9 Ortalama C, degerlerine gore cizilen ve fit edilen kapasitans dielektrik sabit
grafigi

Sekil 3.6’daki boyutlar kullanilarak, C, degerleri yatay asinma miktarlar
dikkate alinarak tahmin edilmektedir. Parmak genisligi olarak FIB SEM ile dl¢iilen
11.91 pum degeri alinmistir. Parmaklarin kenarlarinda gozlenen biikiilmeler bazi
bolgelerdeki dielektrik kalinligini degistirmektedir, ancak modellemeyi basitlestirme
acisindan bu durum ithmal edildi ve her yerde 42 nm dielektrik kalinlig1 alindi. Yatay
asinma miktart 700 nm oldugunda tahminin deneysel sonuglarla uyumlu oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.9, Tahminl). Fakat bu deger SEM ile 6l¢iilen degerden ¢ok
fazladir (Sekil 3.6). Yiiksek yatay asinma miktarlari, sacak alanlarina atfedilebilir.
Bununla birlikte, burada sagak alanlarin1 ihmal edebilecek bir dayanagimiz
bulunmamaktadir ki; burada ayrilma mesafesi (42 nm) parmak genisligi (11,91 pm)
acisindan cok kiigiik bir degerdir. Sekil 3.6’daki SEM goriintiisiinden elde edilen
yatay asinma miktar1 225 nm uzunlugu kullanilarak bagka bir hesaplama yapabiliriz.
Bu yatay asmmma degerinde tahmin edilen sonug, Sekil 3.10 Tahmin2‘de
gosterilmektedir. Gozlenen kapasitans, Ozellikle yiliksek frekanslarda tahmin
edilenden daha fazladir. Bu farklilik, nano aralik yiiksekliginde yapilan ihmalden
kaynaklanmamaktadir, ¢ilinkii bu thmal, deneysel degerlerle tahmin arasindaki farki
azaltir, arttirmaz. Bu fark elektriksek ¢ift tabaka olusumuna baglanabilir. Elektriksel
cift tabaka olulumu, uygulanan elektrik alan1 korur ve bu kapasitans degerinin

artmasina sebep olur.
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Sekil 3.10. Deneysel ve tahmini C,, degerleri karsilastirma egrileri

Bu deney 100 kHz gibi yiiksek frekanslarda yapilirsa, iyonlar hizla degisen
elektrik alana karsilik veremeyebilirdi ve deneysel C, degerleri muhtemelen daha
diisik ve 225 nm yatay asinma uzunlugu olan tahmini C, degerlerine daha yakin
olurdu; fakat, bu da Sekil 3.3’e gore duyarlili§1 azaltacag i¢in yiiksek frekanslar bu
boliimde tercih edilmemektedir. Duyarlilik yatay asinma uzunlugu ile ayarlanabilir.
Hemen hemen hi¢ Al,O3’iin kalmadigi nihai durumlarda, hassasiyet dielektrik
katsayisindaki birim degisim basina 1250 civarinda pF olarak hesaplanmaktadir.
Fakat yatay asinma uzunlugunu artirmanin dezavantajlar1 da vardir: 1. Bu parmak
c¢okmesine neden olabilir. 2. Sivilar mekanik sivi problemleri nedeniyle yatay
boslugu doldurmayabilir. 3. Bu calismadaki biyosensorlerin gozden gegirildigi
kadariyla, immobilizasyon i¢in dielektrik katman duvarlar1 kullanmak yatay asinma
miktar artsa bile yeri degistirilmis hacmi degistirmez. Diger taraftan, Sekil 3.11.b)
gibi yiizey fonksiyonlandirmalar prosediiriinii degistirerek hassasiyet, yatay asinma
miktar1 artirarak gelistirilebilir. ileriki béliimlerde bu konu deneysel sonuglarla
tartisilacaktir. Nano aralik icindeki metal parcalart kaplayacak bir yiizey

fonksiyonlandirma prosediirii gelistirmek kolay degildir.
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Sekil 3.11. a) Kisa yatay asinma olmasi durumunda, b) daha uzun yatay asinma
olmasi durumunda, yiizey baglanmalarinin gosterimi

Asindirma iglemlerinden sonra C, degisimi Sekil 3.12'de gosterilmistir. 10
kHz frekans degeri kullanilmis olmasma ragmen, 100 kHz gibi yiiksek frekans

degerlerinin elektriksel ¢ift tabaka etkisini ortadan kaldirmak igin kullanilmasi

gerektigi goziikmektedir.
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Sekil 3.12. Islak asimidrma islemleri sonrasinda 10 kHz'de gergeklestirilen 6l¢tiim
grafigi
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Hassasiyet, parmak ve elektrotlarin boyutlarina da baglidir. Parmaklarin alaninin
arttirilmasi, hassasiyeti arttiracaktir, ancak o zaman da nano aralik duvar yiizeyi
artacak ve diisiik konsantrasyonlar i¢in hassasiyet performansi diisecektir. Aslinda
aktif yiizeyi an disik degerde tutmak, kiiciik degisikliklerin hassas bir sekilde
algilanmasina imkan sunacaktir. Bu sekilde hedef proteinler c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda da algilanabilecektir ki tek bir proteini algilayabilecek bir sensor
yapmak, bu konuda arastirma yapanlar i¢in nihayi bir hedef sayilabilir. Sekil 3.13’te
Farkli asindirma siirelerine gore DI su igerisinde alinmis kapasitans degerleri

goziikmektedir.
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Sekil 3.13. Farkli asindirma stirelerine gore DI su icerisinde alinmis kapasitans
degerleri

3.3. Giivenilirlik testleri

Glivenilirlik testleri, kararlilik ve tekrarlanabilirlik dogrulamalarini icermektedir
ki bunlar en azindan ticarilestirme amaciyla uygulanan hassasiyet deneyleri kadar

onemlidir. Ne yazik ki literatiirde gilivenilirlik testleri genellikle rapor edilmez [81].
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3.3.1. Kararhlik testleri

Kararlilik testi, Sekil 2.15°de gosterildigi gibi, sensorlerin biyotinlenmesinden
sonar yapilir. Ornek vakum haznesi iizerine monte edildi ve baglanti alindi.
Kapasitans (Cp) — zaman degisimi 6l¢limlerine basladiktan kisa bir siire sonra, DI su
mikropipet vasitasiyla aygitin ilizerine damlatildi ve aygitin heryerini kaplamasi
sagland1. Sinyal tepkisi 20 dk. siireyle gézlendi ki bu sure, tek empedans lgliimii igin
istikrar saglandiktan bir saniye sonra 6lgiim alinabilen, yerinde bakim uygulamalari
icin ¢cok uzun bir siiredir. Klinik uygulamalar1 dikkate alarak uzun sureli kararlilik
testleri yapmak anlamlidir. Bir diyabet hastasinin glukoz diizeyi izlenmesi bu tiir
uygulamaya iyi bir ornektir. Sekil 3.14’ te goriildiigi gibi, DI su uygulamasindan
sonra, sinyal istikrari, = 0.03 nF bir tolerans bandi igerisinde, 1,67 nF civarinda

saglanir. Sinyal, 20 dk. lik bir zaman aralig1 boyunca, bu tolerans araliginda surer.
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Sekil 3.14. Kararlilik dogrulama i¢in, 50 kHz frekans degerinde 20 dk. boyunca
alinan kapasitans (Cp)- zaman degisim grafigi (0-1400 s. aralig1)

Kapasitanstaki kiiciik degisiklikler, hizla degisen elektrik alani tarafindan
olusturulan, statik olmayan iyonik dagilim nedeniyle olabilir. Tepki siiresi, DI su
uygulama aninda sinyal yanitindaki degisikligin analizi ile ol¢iilebilir. Sekil 3.15° te

10 saniyeden daha az oldugu goziikmektedir. Bu sure, nano boslugun siv1 ile dolmasi
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icin gecen siiredir. Ayni Olgiimler ek olarak bir ka¢ sensdrde de test edildi ve
dogrulandi. Gozlenen tolerans bantlar1 ve tepki siireleri, yerinde bakim uygulamalari

icin umut vericidir.
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Sekil 3.15. Kararlilik dogrulama i¢in, 50 kHz frekans degerinde 20 dk. boyunca
alinan kapasitans (C,)- zaman degisim grafigi (0-60 s. araligi
biiytitiilmiis grafik)

3.3.2. Tekrarlanabilirlik testleri

Tekrarlanabilirlik 6l¢iimii, kuru ve DI su igerisindeki dl¢iimler 6-7 kez iist
tiste tekrar edilerek yapildi. Sekil 3.16° da goriildiigii gibi, tekrarlama islemi yapildi,
ancak her yeni dlglimde kapasitans degerinin 0,01 nF ( %1 den daha az) seviyesinde
azaldig1 goriildii. Kurutma esnasinda azot gazi tabancasmin basingla azot gazi
puiskiirtmesi neticesinde sensorlerin fiziksel boyutlarinda etkiler meydana gelmis
olabilir. Basing nano aralik {izerinde asili duran parmaklari biraz biikiiyor olabilir. Bu
azalma degerleri tolerans sinirlarinin igerisindedir. Benzer testler farkli aygitlar
tizerinde de tekrarlandi ve benzer sekilde kararli ve tekrarlanabilir sonuglar gézlendi
(Sekil 3.16). PECVD teknigi ile iiretilen SiO; heryerde ayni kalinlikta olmadig i¢in,
her bir sensor farkli kapasitans degerleri vermektedir, ancak bununla birlikte,
heryerde ayni kalinlikta biiyiitillen Al,O3 ile iretilen sensorler Cizelge 3.5°te

goziiktligli gibi birbirine ¢ok yakin degerler vermektedir.
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Sekil 3.16. Ust iiste alt1 kez alman kuru ve DI sudaki kapasitans- zaman degisim
grafigi

Nano aralikli biyosensorler, yerinde bakim uygulamalari i¢in disiik frekansta
¢ip uygulamalarina imkan vermektedir. Duyarlilik testleri, 10 ng/ml ile 100 pg/ml
araliginda ¢esitli streptavidin konsantrasyonlarinin algilanabildigini gostermistir.
Bildigimiz kadariyla bu tez ¢aligmasi, streptavidin algilama amagli yapilan ilk nano
aralikli impedimetrik sensor uygulamasidir. Nano aralikli yapinin dielektrik katsayisi
birim degisikligi basmna duyarliligt 132 pF bulunmustur. Bu kapasitif degisim,
ADT7147A [82] gibi diisik maliyetli, ticari ¢ip ile birlestirilmesiyle kapasitanslar
tesbit edilebilir. Gilivenilirlik testleri de biyosensor uygulamalar i¢in kararli ve

tekrarlanabilir oldugunu ispat etmistir.

75



3.4. Asindirma siiresi, Kapasitans degisimi iliskisi deneyleri

Deney sonuglar1 incelendiginde, asindirma siiresinin artmasiyla hassasiyetin
arttig1 gortilmektedir. Sekil 3.17 ve 3.18, Asindirma siiresi ile kapasitans degisimi
arasinda dogrusal olmayan bir grafik egrisi olusmaktadir. Sekil 3.17’de sirasiyla 5,
10, 15 ve 20 dakika 1slak agindirma islemine tabi tutulan, ayn1 geometriye sahip dort
ayr1 aygita 100 pg\ml konsantrasyonunda streptavidin uygulanmis ve streptavidin

sonrasi kapasitans degisimleri 6l¢iilmiistiir.

#M7-1-1|
——#MT-2.2
10 4 100%{C2-C1)/C1 ——#MT-3-4

C1 Bivotinlemeden sonra E #AT-46]
C2 Streptavidinden sonra(l100ug/ml )

Kapasitans degisimi (%)
8

Frekans ( kHz)

Sekil 3.17. Farkli agindirma siirelerinin biyotinleme ve streptavidin baglama sonrasi
kapasitans degerlerinin karsilastirilmasi grafigi

Sekil 3.18°de 5, 10, 15 ve 20 dakika 1slak asindirma islemine tabi tutulan dort

fakli aygitin 100 pg\ml konsantrasyonunda streptavidin uygulandiktan sonraki kapasitans

degisiminin agindirma siiresine gore degisim grafigi gézilkmektedir.

0. ) T i T ) i —m—@10 kHz
Nonlinear Fit.

5 4

Kapasitans degisimi (%)
P

Asindirma siiresi (dk.)

Sekil 3.18. Asindirma siiresi, kapasitans degisim ylizdeleri grafigi
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3.5.  Streptavidin baglanma siiresi deneyleri

Sekil 3.19 ve 3.20’de goziiktiigii gibi, 30 dakika bekleme yeterli olmaktadir.
Yapilardan birine Streptavidin damlatilarak 30 dakika beklenmis ardindan kapasitans
degisim Ol¢iimleri alinarak, yeni bir damlatma yapilarak 10 saat beklendi, ardindan
tekrar kapasitans Ol¢timii alindi. 30 dk ile 10 saatlik bekletme sonucu alinan 6l¢iim
degerlerinin  hemen birbirini yakin oldugu, 100ug/ml konsantrasyonundaki

straptavidin baglanmasi i¢in +4°C sicaklikta 30 dakika bekletmenin yeterli oldugu

goziikmektedir.
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Sekil 3.19. 30 dk ve 600 dk. Streptavidin beklemesi sonucu meydana gelen
kapasitans degisimi grafikleri
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Sekil 3.20. 30 dk. Ve 600 dk. Streptavidin bekletilmesi sonucu meydana gelen
kapasitans degisimlerinin karsilastirilmasi
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3.6. Farkh geometrilere sahip aygitlarin algilama hassasiyetlerinin
karsilastirilmasi

Tez ¢alismamizin bu kisminda, farkli geometriye sahip 16 degisik biyosensor
tasarlanarak, yeni maske yazilimi gerceklestirilmistir. Bu maske yaziliminda, daha
once kaldirma islemi esnasinda yasanan biikiilmelerin Oniine ge¢mek amaciyla
negatif kaldirma islemi yapacak sekilde bir tasarimda bulunuldu (Sekil 3.21). Ayni
konsantrasyonda streptavidin farkli geometrilere uygulanarak, hassasiyetlerinin
mukayese edilmesini amaglayan bu arastirma, maske tasarimi ve maskenin

yazilmasinin ardindan sensor fabrikasyonu ile devam etmistir.

A-(Pad en ve boy) pm
AYGIT |A{pm) | B(um) [ Clum) | Dium) [ B'{nm) | B-Parmak uzunlufu} pm
1 200 [ 3000 2 2 3000 | C-(Parmak zenizligD) um
2 200 [ 3000 5 5 3000 [D-(2 Parmak aras bojluk) um
B'(Parmaklarin ve bojluklann genizhklen
200 | 3000 [ 10 10 | 3000 |toplams) pm

3

4 200 | 3000 15 15 3000
5 200 | 3000 2 3000
& 200 | 3000 5 3000
7

8
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200 1000 2 2 1000
200 1000 3 5 1000
200 1000 10 10 1000
200 1000 15 15 1000
200 1000 3 2 1000
200 1000 3 5 1000
200 1000 3 10 1000
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EEEAESEER
(= (=
EEREEEEE
EEEERTT
FEEEEE

lem | 3 [ [n |as [ o] ba =

Sekil 3.21. Negatif kaldirma islemine uygun olarak tasarlanan maske ve biyosensor
cesitlerinin boyutlari

Bu fabrikasyonda iiretilen sensorlerin Oncekilerden bir diger farki ise,
dielektrik katman olarak yalnizca Al;O3’tin kullanilmasi ve kalinliginin 21 nm
olmasidir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22.Farkli geometrilere sahip biyosensorlerin (21 nm Al,O3 dielektrik) sekli

Farkli geometrilere sahip olan dort aygita 100u/ml konsantrasyonunda
streptavidin uygulanmustir. Aygitlarin kapasitans (Cp) degerlerinde %10 ile %16
arasinda bir degisim gorilmektedir. Ayni konsantrasyona sahip streptavidin
sollisyonu uygulandigi i¢in, kapasitans degisimleri arasinda daha onceki deney
bulgularinda goriildiigii gibi diisiik bir tolerans olmasi bekleniyordu ancak daha
biiyiilk bir fark ortaya ¢ikti. Bunun sebebi farkli geometrilerin algilama

hassasiyetlerinin farkli olmasidir.

Cizelge 3.6. Farkli geometrilere sahip biyosensorlerin 6l¢iim sonuglari

Aygit | Par | Parmaklar Biyotin Streptavidin % Degisim
mak arasl sonrasi sonrasi
genis bosluk
ligi
1 10u 20um 68.7 nF 58 nF 15.6
m
2 50u 50um 17.8 nF 16.02 nF 10
m
3 2um 8um 81 nF 71.13 nF 12.2
4 5um 50um 16.7 nF 15.7 nF 15.8
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4. SONUC

Biyosensor teknolojisi, degisik uygulama alanlarinda disiplinler aras1 bir ¢aligsma
ile, ihtiyaglar dogrultusunda geliserek, c¢ok hizli bir sekilde ilerlemektedir.
Biyosensorlerin klasik tayin yontemlerine nazaran ¢ogu zaman spesifik, gilivenilir
sonuglar veren, yerinde erken teshis amacli, hassas sonuglarin pratik ve kisa siirede
alinmasini saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da diisiik maliyetle tek kullanimlik
sekilde seri olarak {iretilebilmeleri ve bu tiirlerin ¢ogu zaman kullanirken ozel
deneyim gerektirmemeleri onlar1 gelecek vaat eden biyo algilayict sistemler olarak
on planda tutmaktadir. Ancak, bir umut bulmak igin yapilan tiim arastirmalara
ragmen, kanser glinlimiiz diinyasinda hala ciddi bir 6liim sebebidir. Kanserin insan
viicudunda biyolojik algilamasinin oldugu bildirilmistir ve bunlarin 6nceden tespit

edilmesinin (erken teshis) basarili miidahalalere katkis1 vardir.

Yerinde bakim biyosensorleri bu amag igin umut vericidir. Yerinde bakim
biyosensorleri diisiik maliyetli ve basit bir platform ile hassasiyet ve giivenilirlik elde
edebilirlerse, henliz net bir belirti vermeden kanserin erken asamalarinda olan
insanlarin biiyiik bir kitlesine hitap edebilir. Impedans spektroskopisi sagladig
avantajlarla etkin bir yontemdir ve yerinde bakim biyosensor uygulamalari igin
kullanilabilir. Fakat ilgili soliisyon i¢inde iyonlarin olmasi nedeniyle elektriksel ¢ift
tabaka olusmustur ki bu uygulanan elektrik alanin korumasindan dolayidir.
Geleneksel olarak, yiiksek frekanslar (> 100 kHz) elektriksel ¢ift tabakayi ortadan
kaldirmak i¢in tercih edilir. Bununla birlikte, bu bu frekanslarda parazitik ve indiiktif
etkilerinin yani sira, yiiksek frekansli sistemler, maliyetlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle tercih edilmez. Bu tez, diisiik frekans Olgiimleri i¢in yol acan bir teknik
gostermistir. Bu teknik ayni zamanda 6l¢iim hacmini minimize etmeye yararl bir
nano aralik tabanli biyosensor yapist gelistirmistir. DI su, iyonlarindan arindirilmig
oldugu icin elektriksel ¢ift katmanli yapilarda serbest 6l¢iim almak i¢in kullanilir. DI
su, hedef molekiil referans Ol¢lim arasindaki dielektrik sabit arasindaki farkini
arttirmada faydalidir. Ayrica, bu 6l¢iim protokolii DI su ile durulama adimi igerir ki
bu, 6l¢iim yapilan ortamda bagli molekiillerin kaldirilarak secicilik amacina hizmet
eder. Bu tez ¢aligmasi, nano aralik tabanli biyosensor, tasarim, fabrikasyon, yiizey

fonksiyonlandirmalar, biyotinilizasyon  ve karakterizasyon asamalarini
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gerceklestirerek gostermistir. Streptavidin proteinlerinin etiketsiz algilama araligi,
100 pug / mil, 10 pg / ml, 1 pg / ml, 100 ng / ml ve 10 ng / ml streptavidin
konsantrasyonlar1 i¢in elde edildi. Boylece, bildigimiz kadariyla, ilk kez streptavidin
protein tespiti nano aralik tabanli impedimetrik biyosensor uygulamasi bu tez
caligmasi ile yapilmistir. Algilama aralig1 optik olanlar gibi diger sensor platformlari
ile karsilastirilabilir degerlere sahiptir. Bu tez calismasinda iiretilen sensorler,
gelecekte diisiik maliyetli, etiketsiz, nano aralik tabanli impedimetrik biyosensorler
ile ticari optik biyosensor platformlar1 degistirilmesi i¢in umut vericidir. Bu
biyosensorler 10 mVrms’te ¢alisip, diisiik giic platformlari sunarlar. Hedef proteinleri
algilamada dielektrige kars1 duyarlilik dielektrik katsayis1 birim degisikligi basina
132 pF dir. Bu uygulama hassasiyetin arttirilmast amaciyla tasarim geometrisi

acisindan farkli boyutlarda uyarlanabilir.

Streptavidin baglanma deneyi sonuglarina gére, 100ug\ml konsantrasyonundaki
straptavidinin baglanmasi i¢in +4°C sicaklikta 30 dakika bekletmenin yeterli oldugu
goziikmektedir. Baglanma siiresi konsantrasyonla iligkili olabileceginden, farkli
konsantrasyonlarda streptavidin ¢ozeltisi uygulanirken bu siireyi ayarlamak igin
konsantrasnyon degeri dikkate alinmalidir. Diisiik konsantrasyonlarda bu siirenin
artacagi ongoriilmektedir. Ayrica Farkli geometrilere sahip olan dort aygita 100p\ml
konsantrasyonunda  streptavidin  uygulanmistir.  Aygitlarin - kapasitans  (Cp)
degerlerinde %10 ile %16 arasinda bir degisim goriilmektedir. Ayn1 konsantrasyona
sahip streptavidin soliisyonu uygulandigi igin, kapasitans degisimleri arasinda daha
onceki deney bulgularinda goriildiigii gibi diisiik bir tolerans olmasi bekleniyordu
ancak daha biiyiik bir fark ortaya ¢ikti. Bunun sebebi farkli geometrilerin algilama

hassasiyetlerinin farkli olmasidir.

Bu sensor platformunun ayni zamanda kimyasal veya gaz sensorleri olarak
uygulanabilirlik adina potansiyel bulabilecegini sdyleyebiliriz. Gilivenilirik boyutu
kararlilik ve tekrarlanabilirlik Olgiimleri ile test edilmistir ve olumlu sonuglar
gbzlenmistir. Bu sensorler, dielektrik kalinligi ve yatay asinma uzunlugu gibi
boyutlar1 tizerine degisikliklere gidilerek daha da gelistirilebilecegi gibi, farkli
dielektrik malzemeler kullanilarak gelistirilebilir. Dielektrik katman yerine,
elektrotlar iizerinde tanima elementi yerlestirmek yerine, elektrotlarin yiizey

fonksiyonlandirmasi teknikleri test edilebilir. Bu teknik, duyarlilik sonuglarini arttirir
81



ve daha diisiik konsantrasyonlar1 tespit edilebilir. Gelecekte yapilacak ¢alismalar igin
belirli bir biyo isaretleyici olarak yeni bir hedef molekiil {izerinde c¢alisilmasi
yapilabilir. Farkli tanima elemanina gore, sadece bu c¢alismada yiizey
fonksiyonlandirmalar prosediirii degistirilerek, farkli biyosensdrler gelistirilebilir.
Ayrica, mevcut platform mikro akiskan sistemi ve diisiik maliyetli bir ticari
kapasitans ¢ip ile entegre edilebilir. Bu kombinasyon yerinde bakim erken kanser

saptama amaciyla yeni ve faydali sistemleri sunabilir.

Gelecekte erken teshis yontemleri bulundugu zaman kanserin tedavisi miimkiin
olacaktir. Erken teshis bu basarinin en 6nemli bileseni olacaktir. Bu yoniiyle, yerinde
bakim biyosensorleri erken teshisin Onemli bir parcasi olacaktir. Biyosensor
teknolojisi sayesinde gelecekte belki de kanseri yenmek &yle kolay olacak ki, su anda
diyabet hastalarinin kullandigi, seker Ol¢iim cihazlar1 gibi rahat, giivenilir bir
uygulama ile yerinde bakim erken tashisi yapilacak ve bu kisinin hayatini

kurtaracaktir.
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