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OZET

Doktora Tezi
FENILKETONURI TANISINA YONELIK QTF-TABANLI KUTLE HASSAS
IMMUNOSENSOR GELISTIRILMESI

Gizem KALELI CAN

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Univeritesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
Tarih: Mayis 2018

Otozomal resesif bir hastalik olan fenilketoniiri, L-fenilalaninin viicutta birikmesi
sonucu aciga cikan ciddi bir hastaliktir. Fenilketoniiri hastaligi, agirlikli olarak
fenilalanin hidrogenaz enzimini sentezleyen 12. kromozomda olusan mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Tedavi edilmemesi durumunda, viicut sivilarindaki L-
fenilalaninin miktar1 yiikselerek; epilepsi, mikrosefali, egzema ve skleroderma benzeri
deri lezyonlari, gelisim ve zeka geriligi gibi hastaliklara neden olmaktadir. Bu
seviyede ciddi sonuglar1 olan bu hastaligin, erken teshisinin yapilarak zaman
kaybedilmeden tedavisine baslanmasi biiyiilk onem tasimaktadir. Giiniimiizde bu
hastaligin tanisi, yenidogan tarama programi kapsaminda zorlu bir 6n hazirlik stireci
gerektiren, karmagik ve pahali cihazlar ile koyulmaktadir. Bu nedenle bahsi gegen
hastaligin teshisinde kullanilabilecek, kolay uygulanabilir, hizli/dogru cevap veren ve
ekonomik tani yontemlerinin gelistirilerek klinik uygulamalara kazandirilmas1 6nem
teskil etmektedir. Bu nedenle doktora tez calismasi kapsaminda, fenilketoniiri
hastaliginin teshisinde kullanilmasi amaciyla, yiiksek performans, hizli cevap verme

ve ekonomik 6zellikleriyle on plana ¢ikan QTF ¢evirici yiizeyler plazma ile modifiye
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edilmis ve ex-vivo ortamdaki L-fenilalan diizeyinin Sl¢iimiinii gergeklestiren QTF-

tabanli bir immiinosensor gelistirilmistir.

Bu hedef dogrultusunda oncelikle QTF yiizeyleri plazma polimerizasyon islemi ile iki
asamada fonksiyonellestirilmistir. Fonksiyonellestirilme isleminin ilk asamasinda,
amino grubu igeren plazma modifiye filmlerdeki stabilite problemini agmak amaciyla
QTF ¢evirici ylizeyleri hidrokarbon bazli bir prekursor olan n-hekzan ile farkli bosalim
giic ve uygulama siirelerinde modifiye edilmistir. Stabilite testleri ve kimyasal
analizler sonucunda, 30 giin boyunca kararli ince film eldesini saglayan optimum
plazma parametreleri 75 W- 10 dakika olarak belirlenmistir. ikinci asamada ise; QTF
cevirici ylizeyler, amino grubu igeren etilendiamin (EDA) monomeriyle modifiye
edilerek antikor immobilizasyonuna uygun olacak sekilde fonksiyonellestirilmistir.
Karakterizasyon islemleri sonucunda, fonksiyonel ince filmlerin iiretimi i¢in optimum
plazma parametreleri; 75 W-1, -5 ve -10 dakika olarak belirlenmistir. N(hex) ve EDA
modifikasyonlar1 gergeklestirilen ¢evirici yiizeylerinin aktiflestirilmesi amaciyla, film
yiizeyler farkli siire ve ortamlarda glutaraldehit ile muamale edilmis, antikor
immobilizasyonuna uygun yiizeyler %25 (v:v) gluteraldehit ¢ozeltisi igerisinde 2

saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda elde edilmistir.

Immiinosensér tasarimi asamasinda, aktiflestirilmis gevirici yiizeyler 1-20 pg/ul
konsantrasyon araliklarinda anti-fenilalanin ile dekore edilerek biyolojik taniyict
tabaka tiretimi gerceklestirilmistir. Gelistirilen immiinosensoriin L-fenilalanine karsi
cevabi takip edilerek antikor miktar1 10 pg/ul olarak optimize edilmis ve Ol¢iim
performansi incelenmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile litertiirde ilk defa fenilketontiri
tanisinda kullanilabilecek QTF-tabanli bir kiitle hassas immiinosensér tasarimi
gerceklestirilmistir. Uretilen immiinosensor platformunun gelecek immiinosensdr

caligmalarina alt yapr niteliginde olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fenilketoniiri, L-Fenilalanin, Kiitle hassas sensor, Kuvars ayar
catali, Plazma polimerizasyonu, Yiizey modifikasyonu



ABSTRACT

Doctor of Philosophy
DEVELOPMENT OF QTF-BASED MASS SENSITIVE IMMUNOSENSOR FOR
PHENYLKETONURIA DIAGNOSIS

Gizem KALELI CAN

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Biomedical Engineering Programme

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet MUTLU

Date: May 2018

Phenylketonuria, an autosomal recessive disorder, is a serious disease that causes
accumulation of L-phenylalanine in the body. Phenylketonuria is caused by the
mutation that occurs in chromosome 12, which mainly synthesizes phenylalanine
hydrogenase enzyme. If not treated, the amount of L-phenylalanine in the body fluids
increases; epilepsy, microcephaly, eczema and scleroderma-like skin lesions,
development and intelligence. It is of great importance that this disease, which has
serious consequences at this level, should be diagnosed early and started to be treated
without losing time. Today, the diagnosis of this disease is being made with complex
and expensive devices, which require a tough preliminary process within the neonatal
screening program. For this reason, it is important that the economic diagnosis
methods which can be used in the diagnosis of the diseased, easy to apply, fast/ correct
answer and clinical diagnosis are given. For this reason, a QTF-based immunosensor
has been developed for use in the diagnosis of phenylketonuria in a doctoral
dissertation study, which has been modified with plasma to provide a high

performance, rapid response, and economical properties and to measure the level of
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L-phenylalanine in the ex-vivo environment.

To this end, QTF’s surfaces have been functionalized in two steps by plasma
polymerization process. At the beginning of the functionalization process, with the aim
of overcoming the stability problem of amine-rich thin films, the QTF surfaces were
modified by plasma polymerization of n-hexane which is a hydrocarbon-based
precursor, with different discharge power and exposure times. As a result of the
stability tests and chemical characterization, the optimum conditions for stable thin
film for 30 days were obtained with 75 W- 10 minutes plasma parameters. In the
second step; QTF’s surfaces were modified with ethylenediamine (EDA), which is
amine-rich monomer, and functionalized for antibody immobilization. As a result of
the characterization process, optimal plasma parameters for the production of
functional thin films are obtained with 75 W-1, -5 and -10 minutes plasma parameters.
Then, functionalized QTF’s surfaces were treated with glutaraldehyde at different
times and media in order to activate surfaces for antibody immobilization and optimum
conditions were obtained as a result of a 2 hour incubation period in a 25% (v: v)

glutaraldehyde solution.

During the design of immunosensor, the production biological recognition layer on
substrate was performed by decorating the activated transducer surfaces with anti-
phenylalanine at concentration intervals of 1-20 pg / pl. The developed immunosensor
was followed up against L-phenylalanine and the antibody amount was optimized to
10 pg / pl and the measurement performance was examined. As a consequence, QTF-
based mass-sensitive immunosensor were designed for the first time in the literature
within this study. It is thought that the produced immunosensor platform will be an

infrastructure for future immunosensor studies.

Keywords: Phenylketonuria, L-Phenylalanine, Mass-sensitive sensor, Quartz tuning
fork, Plasma polymerization, Surface modification
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1. GIRiS

Kalitsal metabolik bir bozukluk olan fenilketoniiri, karacigerde sentezlenen fenilalanin
hidrogenaz (PAH) enziminin eksikliginden kaynaklanan otozomal resesif bir
hastaliktir [1-5]. Enzimin sentezlenmesinde gorevli gendeki (12q kromozomu)
mutasyonlar sonucu [6—8], PAH enziminin yoklugu veya yetersizligi ile tirozine
doniisemeyen fenilalanin aminoasidi ve onun transaminasyonu sonucu olusan
metabolitleri (fenilpiriivik asit, fenillaktik asit, fenilasetik asit) bebegin kan, idrar ve
diger viicut sivilarinda birikir [9]. Bu durum, zeka geriligine neden olabilecegi gibi
tedavi edilmedigi takdirde deri lezyonlari, epilepsi, mikrosefali, egzama ve
skleroderma gibi hastaliklara da sebep olmaktadir [10]. Normal bir bireyde serum
fenilalanin miktarinin 50-110 uM araliginda Olgiilmesi beklenirken fenilketoniiri
hastalarinda fenilalanin serumda 0,6-3,8 mM, idrarda 20-60 mM seviyelerinde

seyretmektedir [11].

Fenilketoniiri gibi metabolik hastaliklar nadir goriilen fakat yasam kalitesini ciddi
seviyelerde diisliren hastalik tiirlerindendir. Bu hastaliklar erken donemde saptandigi
takdirde mortalite ve morbiditenin Oniine gegilebilmektedir. Bu sebeple, metabolik
hastaliklar i¢in tarama programlarinin hayata gegirilmesi hastalarin daha iyi bir yagam
kalitesine sahip olmalarini saglamaktadir. Ozellikle, Tiirkiye gibi akraba evliliklerinin
yiiksek oranlarda gergeklestigi iilkelerde bu tarz hastaliklarin genetik olarak

taginmasindan dolay1 goriilme siklig1 diinya geneline kiyasla ¢ok yiiksektir [12].

Tarihte yenidogan tarama programinin ilk 6rnegi fenilketontiiridir. Daha sonra bagka
hastaliklar da eklenerek (konjental hipotiroidi, biyotinidaz eksikligi ve kistik fibroliz)
ulusal neonatal tarama programi genisletilmistir. T.C. Saghk Bakanligi, bebegin
dogumundan itibaren (ilk bir haftasi i¢inde) topuk kanindan “yenidogan tarama testi”
yapilmasint zorunlu hale getirerek bebegin gelisimini dogrudan etkileyen
fenilketoniiri, konjental hipotiroidi, biyotinidaz eksikligi ve kistik fibroliz erken

tanisinin konup tedaviye baglanmasina olanak saglamistir [13]. Fakat iilkemizde alinan



topuk kanlari il saglik miidiirliigii ACSAP subelerinde toplanmakta ve Tiirkiye Halk
Sagligt Kurumu merkezlerine transfer edilmektedir. Haftanin 6 giinii ¢alisan bu

merkezler yilda yaklasik 1.300.000 6rnek degerlendirmek zorundadir.

Gilinlimiizde fenilketoniiri, mikrobiyal inhibisyon, kromatografik ve spektrofotometrik
yontemler kullanilarak tayin edilebilmektedir. Ulkemizde ise fenilketoniiri tayini
tarama merkezlerinde florometrik yontem kullanilarak yapilmaktadir. Ancak, bu
yontemlerin zaman alict ve pahali olmasi, karmasik enstriimantasyon, 6n hazirlik ve
0zel laboratuvar imkanlarina gereksinimi sebebiyle bu alandaki ihtiya¢ tam anlamiyla
kargilanamamaktadir. Bu nedenle daha basit, hizl1 ve ekonomik tayin yontemlerinin
gelistirilip  klinikte kolaylikla kullanilabilir hale getirilmesine acil ihtiyag
duyulmaktadir [12,14-16].

Diger tekniklere nazaran diisiik maliyeti, yiiksek seciciligi, yliksek hassasiyeti, hizli
cevap vermesi ve Ol¢iim kolayligi, biyosensorlerin son yillarda bilim insanlari
tarafindan siklikla tercih edilmesini saglamistir [18]. Fakat bu ¢alismada, s6z konusu
olan fenilketoniiri teshisi i¢in fenilalanin o6lgiimii ile ilgili kisith sayida biyosensor

caligmasina rastlanmistir [11,15,17-24].

Biyosensorler, cevirici tiirlerine gore elektrokimyasal, optik ve kiitle hassas
biyosensorler olarak siniflandirilmaktadir. Bu biyosensor cesitleri arasindan kiitle
hassas biyosensorler, yliksek hassasiyeti, seciciligi, etiketsiz ¢alisabilmesi ve diisiik
maliyeti sebebiyle birgok c¢alismada kullanilmaktadir [25,26]. Kuvars kristal
mikrobalans (QCM) ise kiitle hassas biyosensorlerde en ¢ok tercih edilen kristal tipidir.
Fakat son yillarda, QCM ile ayn1 prensipte ¢alisan kuvars ayar ¢atali (QTF), yiiksek
kalite faktoriine sahip olmasi (Qr~10000-7000) dolayisiyla gosterdigi yiiksek
hassasiyeti, yiiksek frekans kararligi, keskin frekans tepkisi, Olglimlerdeki tekrar
edilebilirligi, kiitle algilama i¢in uygunlugu ve diisiik maliyetiyle dikkatleri iizerine
cekerek QCM’e alternatif olabilecegini gostermistir. QTF’nin hem kuvars olmasinin
hem de catal seklindeki geometrisinin getirdigi bu 6zellikler, ¢evirici olarak silikon

kantilever ve QCM’nin 6niine gegmesini saglamistir [27].

Bu calisma ile ilk defa kuvars ayar c¢atali (QTF) fenilketoniiri tanisinda kullanilmak
iizere modifiye edilmistir. Bu modifikasyon agamalarinda 6l¢tim i¢in uygun olmayan

QTF catallarinin fonksiyonellestirmesi, plazma sistemi ile gerceklestirilmistir. QTF
2



catallar, literatiirde de vurgulanan ve dogrudan olusturulan amino grubu igerikli
filmlerdeki kararsizlik problemini asmak amaciyla hidrokarbon bazli bir prekursor
(hekzan) ile plazma ortaminda modifiye edilmistir. Bu islemin ardindan taniyici tabaka
dekorasyonundan kullanilacak anti-fenilalaninin immobilizasyonu i¢in c¢evirici
yiizeyinde fonksiyonel amino gruplari, etilendiamin monomeri kullanilarak yine
plazma polimerizasyon yontemi ile olusturulmustur. Bu sayede olusturulan ¢ok ince
filmler ile QTF’ nin yiiksek kalite faktoriinii koruyarak, hassasiyetini kaybetmesinin
online gecilmistir. Bu ylizeylere, hedeflenen immunosensorii olusturmak {izere, 1slak
kimya yontemleri kullanilarak anti-fenilalanin antikoru baglanmistir. Hazirlanan
immunosensore ait kalibrasyon egrisi, farkli derisimler igeren fenilalanin ¢ozeltileri ile
etkilestirilmesi sonucu Olgiilen frekans sapmalarinin, fenilalanin derisimine karsi
grafige gecirilmesi sonucu elde edilmistir. Tiim modifikasyonlarin sonucunda
hazirlanan immunosensoriin performansi, yiiksek hassasiyet ve segicilik bazinda

degerlendirilerek ¢alisma sonlandirilmistir.

1.1. Fenilketoniiri

Otozomal resesif kalitsal bir hastalik olan fenilketoniiri, L-fenilalaninin (PHE)
metabolizmasinda olusan kalitsal bir bozuklugun sonucunda meydana gelmektedir.
Saglikli bir bireyde fenilalanin hidroksilaz, L-fenilalanini, tetrahidrobiyopterin (BH4),
oksijen ve demir varliginda tirozine doniistiirmekle gorevlidir [28]. Bahsi gecen
kalitsal bozukluk, viicut sivilarinda L-fenilalaninin birikimine sebep olmaktadir.
Viicut sivilarinda L-fenilalaninin yiiksek derisimlere ulagmasi kuvvetle muhtemel
norobiligsel problemlere sebep oldugu icin giincel tedavi yontemleri, L-fenilalaninin
azaltilmasi lizerine kurgulanmistir [29]. Giiniimiizde, yenidogan ve ¢ocuk sagligina
yonelik yapilan ¢aligmalarin temel hedefi; sadece 6liim oranlarin azaltmak degil ayni
zamanda saglik sorunlarinin yarattigi diger problemleri de 6nlemek ve gidermektir. Bu
nedenle, olduk¢a ciddi saglik sorunlarima sebep olan fenilketoniiri hastaliginin
tanisinin  konulmasi ve hastalia yonelik tedavinin yapilmasi biliylik 6nem arz

etmektedir [30].



1.1.2. Fenilketoniirinin tarihcesi

Folling hastalig1 olarak da bilinen fenilketoniiri ilk olarak Norvegli bir biyokimyager
ve doktor olan Ivar Asbjorn Felling tarafindan yapilan uzun siireli aragtirmalar
sonucunda 1934 yilinda teshis edilmistir. {1k olarak, gelisimsel gecikmesi olan 4 ve 7
yaslarindaki kardeglerin olagandisi idrar kokusunu farkeden Felling, bu kardeslerdeki
gelisimsel gecikmenin kaynaginin idrardaki bir bilesikten kaynaklanabileceginden
siiphelenmistir [31]. Bir dizi deney sonucunda idrardaki belirtilerin, fenilalanin
metabolizmasindaki bir kusurdan kaynaklandigi hipotezini 6ne stirmiistiir. Daha sonra,
430 farkl zihinsel engelli ¢ocuk ile yiiriitiilen ¢alisma sonucunda 8 vakaya (4 kardes)
daha ulasilmis ve bu vakalara pedigri analizi yapilmasi sonucunda bu hastaligin
otozomal resesif kalitim kaynakli olabilecegini diistinmiistiir [31-33]. Felling, bu
hastalig1 “imbecillitas phenylpyruvica” olarak adlandirmistir. Daha sonra bu isim

Ingiliz genetikci Lionel Penrose tarafindan “fenilketoniiri” olarak degistirilmistir [33].

Bu hastaligin tanimlanmasindan sonraki, diger bir 6nemli doniim noktasi ise George
Jervis’in 1945 yilinda, hastaliga sebep olan biyokimyasal bozuklugu tanimlayarak
literatlire kazandirmasi olmustur [6,34]. 1953 yilinda Bickel ve ark. gelisimsel
problemi olan hastalara fenilalanin icermeyen besinlerle diyet tedavisi uygulamasi
sonucunda, bu hastalarda 6nemli derecede iyilesme goriildiiglinii rapor etmislerdir.
Fakat, diyet uygulanmadig1 takdirde hastalardaki gelisimin tekrar geriledigi
gozlemlenmistir [35]. 1957 yilinda, glinlimiiz tarama programlarinin kesfedilmesine
katki saglayan siire¢ Horner ve ark. tarafindan baslatilmistir. Calismada, farkl
yaglardaki {i¢ hasta iizerinde fenilalanin igcermeyen besin diyetinin etkileri
incelenmistir. 4 ve 4,5 yaslarindaki hastalarin davranis ve gelismelerinde dikkate deger
bir diizelme gozlemlenmistir. Fakat ayni1 diyet 8 haftalik olan hasta kardeslere
uygulandiginda kardesler, saglikli bebekler gibi bir gelisim grafigi gostermistir [36].
Bu durum fenilketoniirinin erken teshisinin ne kadar 6nemli oldugunu vurgulayan ilk

caligma olarak literatiire girmistir.

1.1.3. Fenilketoniirinin biyokimyasal mekanizmasi

D ve L olmak iizere iki farkli enantiomeri bulunan fenilalanin, protein sentezinde

gerekli olan esansiyel bir amino asittir [37]. Diger bir¢ok metabolit gibi insan



viicudundaki L-fenilalanin miktari, dinamik giris ve ¢ikislardaki degisimlerin denge
durumunda tutulmasi ile saglanir [5]. Giris ve ¢ikislarda olusan kalict bir problem,

denge durumundaki derisimin artmasina sebep olmasidir (Sekil 1.1).

Viicuttaki fenilalaninin temel kaynagi; amino asit rezervlerinden endojen geri
doniisiimii ve beslenme yolu ile saglanmaktadir. Viicuttaki yikim metabolizmasi ise;
proteine entegrasyonu, hidroksilasyon ile tirozine doniisiimii veya farkli bir metabolite
doniisiimii  ile gerceklesmektedir. Bu metabolik yolaklardan fenilketoniirinin
olusumunda en kritik rolii oynayan yolak, L-fenilalaninin tirozine donligme
reaksiyonudur (Sekil 1.2). L-fenilalaninin tirozine hidroksilasyonu i¢in enzim olarak
fenilalanin hidroksilaza (FAH), unkonjuge pterin kofaktorii olarak tetrahidropterine
(BHa4) ve son olarak BH4’1i yeniden olusturmak i¢in dihidropteridin rediiktaz ve 4a-
karbinolamin dehidrataz enzimlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bilesenlerden birinin
eksikligi ya da azlig1 viicuttaki fenilalanin miktarinda artisa dolayistyla hastaligin

olusmasina neden olmaktadir.

Beslenme yoluyla Endojenik Amino Asit Havuzu Beslenme yoluyla
alinan protein alinan protein

% / \ 0 /
Q Hidroksilasyon
OH o
NH; Fenilalanin hidroksilaz HO Ny

+

L-fenilalanin tetrahidropterin L-tirozin

~
NN

Feniletilamin
Fenilplrivat Fumarat

Sekil 1.1: Insandaki L-fenilalanin metabolizmast [6].

1.1.4. Fenilketoniirinin patofizyolojisi

Saglikli bir bireyde L-fenilalanin, biiylik nétr amino asit tasiyict olan L-aminoasit
tasiyict 1 protein (LAT1) ile beyine tasinmaktadir (Sekil 1.3). Fenilketoniiri

sonucunda, viicut sivilarinda yiiksek miktarda biriken L-fenilalaninin, beyinde de



artmaktadir. Bu artig, beyindeki c¢esitli mekanizmalar sonucunda néropsikolojik
islevde bozukluga sebep olmaktadir. Goriintiileme c¢alismalar1 fenilketoniirili
bireylerde miyelin olusumundaki azalma sonucu beyin dokusunda lezyonlarin
olustugunu gostermistir. Fakat demiyelinizasyon ile ndropsikolojik bozulma arasinda
giiniimiize kadar herhangi bir bag saptanmamistir. Bunun yanisira literatiirde, beyin
dokusundaki anomaliler ile noropsikolojik bozulma arasinda bir iligki oldugu

gosterilmistir [38].
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Sekil 1.2: Fenilalaninin tirozine doniisme reaksiyonu.

LATI1, L-fenilalaninin yanisira dopamin ve norepinefrinin prekursorii tirozini ve
seratoninin prekursorii tirptofan1 beyine gecirmektedir. Kanda yiiksek derisimlerde L-
fenilalanin bulunmasi durumunda LAT]1 inhibe olmakta ve dolayisiyla diger biiyiik

ndtr amino asitlerin beyine gegisi engellenmektedir.
1.1.5. Fenilketoniirinin simiflandirilmasi

Fenilketoniiri, yukarida detayli olarak anlatildigi gibi viicuttaki sivilarda, ozellikle
kanda, L-fenilalanin miktarindaki artig sonucunda olugmaktadir. Dolayisiyla,

hastaligin siniflandirilmasi da L-fenilalanin miktar1 lizerinden yapilmistir.

Literatiirde silikla kullanilan fenilketoniiri siniflandirilmasi hiperfenilalaninemilinin

miktarina dayanmaktadir. Normal bir bireyin kanindaki fenilalanin derisimi 50-110
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Sekil 1.3: Fenilalaninin beyine gegis yolu.

pmol/L araliginda seyretmektedir. Tedavi oncesi kandaki fenilalanin derigimi 120-600
pmol/L seviyesinde olan hastalara hafif (mild) hiperfenilalaninemi, 600-1200 pmol/L
seviyesindekilere hafif fenilketoniiri, 1200 pmol/L nin {izerinde fenilalanin derigsimine

sahip hastalara ise klasik fenilketoniiri teshisi konulmaktadir [39].

Glinlimiize kadar fenilketoniiri i¢in bir¢ok c¢aligma yiiriitiilmesine ragmen hala
evrensel bir smiflandirma sistemi tanimlanmamigtir. Bunun sebebi: yenidogan
bebeklerdeki fenilalanin miktar1 kanda en yiiksek seviyesine ulasamadan bebeklerden

kan alinmasidir [35].
1.1.6. Fenilketoniirinin tanisi

1950’lerin sonlarina dogru, Centerwall yenidoganlarda fenilketoniiri teshisi icin

“bebek bezi testini” gelistirmistir. Bu test Kaliforniya’da bir¢ok fenilketoniirili



bebegin idrarinin ferrik kloriir ile reaksiyonu sonucu olusan renk degisimi lizerinden
teshis edilmistir. Fakat testin sonug¢ verebilmesi i¢in belirteg bilesigin idrara gegcmesi
ve bunun i¢in bebegin birkag¢ haftalik olmasi gerekmektedir. Bu sinirlama, bebegin
dogumu itibari ile birkag giinde 6l¢iim yapilabilecek bir testin gelistirilmesi konusunda

arastirmacilart yonlendirmistir [33].

Amerikali bir mikrobiyolog olan Robert Guthrie, bebek bezi testine kiyasla,
fenilketoniirinin erken teshisine olanak saglayan bir test gelistirmistir. Bu testte
yenidogan bebeklerden alinan topuk kani filtre kagidina emdirilerek fenilalanin
antogonisti bir antimetabolit olan beta-2-tienilalanin iceren bir ortama yerlestirilmesi
temeline dayanmaktadir. Bu sekilde, kandaki yiiksek fenilalanin diizeyi, besiyerindeki
fenilalanin antagonisti bir antimetabolit olan beta-2-tienilalanin baskilanmasini
durdurarak Bacillus Subtilis bakterisinin liremesi saglanir. Disk etrafinda bakterinin
iiredigi alan ile belirli miktarda fenilalanin iceren kontrol diski karsilastirilir.
Yenidogan bebekten alinan kandaki fenilalanin miktar1 ile orantili olarak disk
etrafindaki bakterinin iiredigi alan genisler. Boylece, bakterinin tiredigi alanin
biiyiikliigii ile kandaki fenilalanin miktar1 dogru orantili olmasi sonucunda hastaligin
varligi ya da yoklugu ile ilgili yorum yapilabilmektedir [40]. Amerika
Massachusetts’te 1963°te bu test sayesinde baglayan fenilketoniiri tarama programu,
biiyiik Olcekli tarama programlarmin baslatilmasini beraberinde getirmis ve bu

program baska lilkelerde de hizla kullanilmaya baslamistir.

Gilinlimiizde ise maliyeti diisiik Guthrie testinin yerini Avrupa’da florometrik analiz ve
Amerika’da ise tandem kiitle spektrometresi almistir. Guthrie testinin 16-18 saat sonra
sonu¢ vermesi, yalanci pozitif sonu¢ verme oraninin fazla olmasi, sadece Guthrie
testiyle hastaligin teshisinin konulamamasi (pozitif sonu¢ ¢iktig1 durumda
spektrometrik yontemle dogrulamanin yapilmasi igin gerekli olmasi) tarama
testlerinde yeni tekniklerin kullanilmasini beraberinde getirmistir. Florometrik analiz
ve tandem kiitle spektrometrisi, nicel sonu¢ verebilen, yalanci pozitif sonu¢ verme
oram diisiik tekniklerdir. Ozellikle tandem kiitle spektrometresi bircok metabolik
hastalig1 ayn1 anda tarayabilmesi sebebiyle siklikla tercih edilmektedir. Fakat Guthrie
testine kiyasla maliyetli bir tekniktir.



1.1.7. Yenidogan Tarama Programi

Amerika’da yenidogan tarama programinda yenidoganlarin topuk kanlar1 ilk 24-48
saat icinde toplanmakta ve tandem kiitle spektrometre teknigi ile 120-130 pmol/L
fenilalanin diizeyi, fenilalanin/tirozin>2 orani fenilketoniiri i¢in teshis orani olarak
kullanilmaktadir. L-fenilalaninin yan1 sira fenilalanin/tirozin oranimin takip

edilmesinin sebebi; yanlis pozitif sonucun Oniine gegmek i¢indir.

Tiirkiye’de fenilketoniirinin  goriillme sikligt gbéz oOniinde bulunduruldugunda
iilkemizde yenidogan tarama programi, olduk¢a gec yiirlirliige girmistir. Tiirkiye’de
fenilketoniiri ¢caligmalarinin temeli zeka geriligi olan ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismaya
dayanmaktadir. 10000 ¢ocukta yapilan bu ¢aligmada, fenilketoniiri %5 gibi yiiksek bir
oranda bulunmustur. Bu sonuglar, fenilketoniiri hastaliginin tarama programi
dahilinde iilke genelinde yiiriitiilmesinin gerekliligini gostermistir. Daha sonra,
TUBITAK destegi ile 20 ilde vyiiriitiilen pilot calismada Guthrie testi ile yenidogan
bebeklerde fenilketoniiri goriilme sikliginin 1:4500 oldugu bulunmustur. Bu oran,
Tiirkiye’de yenidogan taramasinin ivedilikle baglatilmasinin gerekliligini gdstermistir.
1987 yilinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Bakanlig1 ve Fenilketoniirili
Cocuklar1 Tarama ve Koruma Dernegi is birligi ile 26 ilde “Yenidogan Fenilketoniiri
Tarama Programi1” yiiriitilmeye baslanmistir. Daha sonra il sayist arttirilarak, 1990
yil1 itibari ile biitiin il merkezlerinde yenidogan bebekler bu program dahilinde
taranmistir. Giliniimiizde fenilketoniiri testi Avrupa iilkelerindeki gibi florometrik

yontem kullanilarak, dogan her ¢ocuga zorunlu olarak yapilmaktadir.

Gecmisten giiniimiize kadar siirdiiriilen 6ncili calismalar sayesinde fenilketoniiri ile
baslayan yenidogan tarama programlar1 bircok hastaligin teshisini gerceklestiricek
sekilde evrilmistir. Buna ek olarak teknolojik gelismelerin etkisi ile daha hassas ve
secici testler gelistirilmistir. Bebek bezi testinden Guthrie testine dogru ilerleyen
evrilmeden sonra, tandem kiitle spektrometresinin kullanimi tarama programlarinda
yeni bir ¢agin baslangicini beraberinde getirmistir. Bu yontem birgok bilesigi es
zamanli olarak tarayabilmis ve bdylece birden fazla hastalifin ayni anda tanisi

koyulabilmistir.



1.1.8. Fenilketoniirinin goriilme sikhg:

Fenilketoniirinin goriilme sikligi, toplumdan topluma farklilik gostermekte [41] ve
bunun yaninda bu siklik etnik gruplar ile cografi bolgelere gore de degisim
gostermektedir [42] (Tablo 1.1). Avrupa’ya bakildiginda fenilketoniirinin en sik
goriildiigii iilkeler: Tiirkiye, Irlanda, Israil’de yasayan Yemenli Yahudiler ve
Iskogya’dir. Amerika kitasina baktigimizda Kanada, Asya da ise Cin hastaligin en sik
karsilagildig: iilkelerdir. Fenilketoniiri, otozomal resesif bir hastalik oldugu igin,
akraba evliliklerinin yogun oldugu iilkelerde bu hastaligin goriilme sikligmin diger
iilkelere kiyasla daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu sebeple, akraba evliliginin

fenilketoniirinin baslica sebeplerinden biri oldugu diisiiniilmektedir [12].

1.1.9. Fenilketoniiri hastaliginin teshisinde biyosensorlerin yeri ve giiniimiize

kadar yapilan ¢calismalar

Bugiine kadar kullanilan ve yukarida bahsi gecen tekniklerin bir¢ok avantaji olmasina
ragmen, rutin ve hizli olarak takip edilmesi gereken fenilketoniiri i¢in s6z konusu
tekniklerde, zaman alict ve Ol¢lim Oncesi hazirligt zahmetli olan pahali cihazlar
kullanilmaktadir. Bu nedenle, yeni tekniklerin ve/veya cihazlarin ivedilikle
gelistirilerek bu konudaki eksikliklerin ve zorluklarin giderilmesine biiyiik bir ihtiyag
duyulmaktadir [23]. Bu baglamda, literatiirde hassasiyeti, se¢iciligi, diisiik maliyeti ve
hizl1 cevap vermesi ile iinlii biyosensorlerin fenilketoniiriye adapte edilmesi ile

bahsedilen dezavantajlarin giderilmesi i¢in yeni adimlar atilmistir.

Fenilketoniiri i¢in hizli cevap veren, hassasiyeti yiiksek, maliyeti diisiik bir
biyosensoriin gelistirilmesi, sik rastlanilan bu hastaligin tedavisinde biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Kliniklerde bu hastaligin tanisinda kullanilan testler, pahali, karmagik
stireclere sahip ve zaman alicidir. Bu yiizden, fenilalanin miktarin1 belirleyebilecek
yiiksek performansa sahip ve hizli cevap verebilen bir biyosensoriin gelistirilmesi
ivedilikle giderilmesi gereken bir ihtiyagtir. Bugiline kadar fenilalanin miktarinin

belirlenmesi amaciyla sinirli sayida ¢alisma literatiirde yer almistir.
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Tablo 1.1: Fenilketoniirinin iilkelere gore goriilme siklig1 [6,42—44].

. Fenilketoniirinin . Fenilketoniirinin
Ulkeler Ulkeler
Goriilme Sikhig: Goriilme Sikhig:
Yemenli
Tiirkiye 1:2600 Yahudiler 1:5300
(Israil)
Cin 1:17000 Iskogya 1:5300
Giliney
1:41000 Cekya 1:7000
Kore
Japonya 1:125000 Macaristan 1:11000
Irlanda 1:4500 Danimarka 1:12000
Fransa 1:13500 Finlandiya 1:200000
Norveg 1:14500 Amerika 1:10000
Ingiltere 1:14300 Kanada 1:22000
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Bu hastalikla ilgili ilk biyosensoér denemesini Wang ve ark., 2005 yilinda yaparak
fenilketoniiri tanisinin biyosensorler ile yapilabilecegi fikrini One siirmiislerdir.
Amonyak elektrodu iizerine fenilalanin amonyum-liyaz (PAL) enzimi immobilize
edilmis elektrotun, kandaki L-fenilalanin ile reaksiyonu sonucu agiga c¢ikan
amonyagin (Sekil.1.4) matriksteki su ile reaksiyonu (Denklem 1.1) ortamin pH’min
degismesine neden olmustur. Ortamdaki fenilalanin derisimi ile dlgiilen potansiyel
arasinda dogrudan iliski olmasi, biyosensoriin nicel analiz yapilabilmesine olanak
saglamistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda lineer bdlge 10-5000 uM bulunmus, cevap

stiresi ise 2 dakika olarak belirlenmistir [15].

NH; O=———-H
O=——=(C——0} Phenylalanine —H

ammonia-lyase

s -—— —H + NH;

)
Q U

Sekil 1.4: Biyosensoriin ¢alisma prensibi [15].

NH,+H,0 < NH," +OH" (1.1)

Daha sonra, Tachibana ve ark., (2006), farkli bir yaklasim izleyerek yiizeyinde His-
tag fenilalanin hidroksilaz immobilize edilmis olan enzim ¢iplerini tasarlamis,
tasarlanan ¢ipledeki degisimi minyatiirize edilmis florometrik yontem ile takip etmistir
(Sekil 1.5). Olgiimiin sonucu matriksteki fenilalanin miktarmni basar1 ile gdstermistir.

Biyosensdriin lineer 6l¢tim bolgesi 0-12,8 mg/dL araliginda bulunmustur [18].

Weiss ve ark., (2007) ise Ol¢lim i¢in kan yerine idrar1 segerek, ilk defa fenilalaninin
idrarda Ol¢limii i¢in bir biyosensoriin gelistirilmesi tizerine ¢aligmiglardir. S6z konusu
biyosensorde, karbon elektrotlar1 birka¢ modifikasyon asamasindan gegilerek

igerisinde nikotinamid adenine dintklotit (NAD?), fenilalanin hidroksilaz, irikaz, ve
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Sekil 1.5: Enzim ¢iplerinin modifikasyon basamaklari [18].

3,4-dihidroksibenzaldehit ~ (3,4-DHB)  bulunacak  sekilde = modifikasyonu

tamamlanmistir (Sekil 1.6). Calismalar sonucunda modifiye edilen sensdriin tespit

limiti 0,5 mM olarak bulunmustur [11].

doN = o o GPDH
=/ Y { BT ABINAD( T\ /
{ M red
H,N \O' \\‘(\\\\ //L/

Phenylalanine /

— \ /
@i i
= \L> NADH M ox{ e

o o\ / \
Phenylpyruvate
Analyte Solution Enzyme Modified Carbon Paste

Sekil 1.6: Analit ¢ozeltisinde ve enzim ile modifiye edilmis karbon pastada

gergeklesen reaksiyonlar [11].

Mirmohseni ve ark., (2008) ise; cevirici olarak kiitle hassas biyosensorii tercih
etmiglerdir. Kuvars kristal yiizeyleri, poliakrilonitril ve akrilik asitten sentezlenen

kopolimer ile kaplayarak, fenilalanini yiizeye adsorplayabilecek bir arayiizey

13



olusturulmustur. Modifiye edilen geviricinin, lineer bolgesi 50~500 mg.L™!, tespit

limiti ise 45 mg.L ! olarak bulunmustur [19].

Villalonga ve ark., (2008) ise; oncelikle amin-aktif seliiloz membranlar iiretip aktif
bolgelere fenilalanin hidroksilaz immobilize etmislerdir. Sonrasinda bu membrani
camsi karbon elektrota immobilize ederek fenilalanin iceren ortamdaki elektrot
cevabmi test etmislerdir. Uretilen biyosensdriin lineer bdlgesi 25 uM-9,1 mM

araliginda olup tespit sinir1 25 uM olarak bulunmustur [20].

Naghib ve ark., (2011), dekstran bazli polimer iizerine fenilalanin hidroksilaz
immobilize ederek fenilalanin derisimine karsi hassas, hizli cevap veren ve diisiik
maliyetli bir biyosensor gelistirmiglerdir. Elektrot ylizeyi, paralelinde polimer
immobilizasyonuna hazir hale getirilmek i¢in gluteraldehit ve lizozomal protein ile
modifiye edilmistir. Daha sonra polimer filmin ¢oziinmesi ve/veya yiizeyden
kalkmasini 6nlemek i¢in seliilloz asetat membrane ile elektrot yiizeyine sabitlenmistir

(Sekil 1.7) [21].

Bu hastalik i¢in ilk aptamer biyosensorii, 2014 yilinda Omidinia ve ark. tarafindan
gelistirilmistir. Bu amagla 5-tiyol uglu aptamer altin yilizeylere immobilize edilmis ve
fenilalanine karst cevabi incelenmistir. Tespit limiti 1 nM, lineer dl¢lim bolgesi ise 1

ile 10 nM araliginda bulunmustur [23].

Naghib ve ark., 2014 yilinda fenilalanin i¢in tekrar bir biyosensor ¢alismasi yapmistir.
Bu c¢alisamada, grafen oksit nanolevha—kitosan film iizerine fenilalanin hidroksilaz
immobilize edilerek fenilketoniiri hastalifinin saptamasi yapilmistir (Sekil 1.8).
Uretilen biyosensoriin lineer bélgesi 500 nm-15 mM araliginda, tespit sinir1 ise 416

nM seviyesinde bulunmustur [22].

Omidinia ve ark., (2015) indirgenmis grafen nanotabaka-giimiis nanoparcacik
hibritlenmesi sonucu olusan nanokompozitin yiizeyine fenilalanin hidroksilaz
immobilize edilerek fenilalanine karsi cevabi tizerine ¢alismislardir (Sekil 1.9). Lineer

bolgesi 0.15-900 uM bulunan biyosensoriin tespit sinirt 47 nM bulunmustur [24].
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Analyte (phe)

Semi-permeable
Cellulose Acetate

Enzymatic Reaction
(ne”)

Phenylalanine
Dehydrogenase

Glassy Carbon Electrode

Sekil 1.7: Fenilalanin analizinde kulanilan elektrotun sematik gosterimi [20].

Clark’1n oksijen elektrodundan giiniimiize kadar uzanan siirecte 6zellikle son on yilda
yasanan teknolojik gelismeler, biyosensor tasariminda kullanilan cihazlarin ve
malzemelerin, biyosensorlerin hassasiyet, segicilik ve sinyal ¢cogaltma kapasitesi gibi

onemli 6zelliklerini gelistirecek sekilde tasarlanmalarina katkilar saglamistir.

1.2. Biyosensor Tanim

Analitik cihazlar ve biyosensorler arasindaki farkin daha iyi anlagilabilmesi i¢in
biyosensor konseptininin ve sinilarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi oldukca
onemlidir. 1999 yilinda biyosensor i¢in IUPAC; “biyolojik tanima ajani kullanilarak
secici kantitatif veya yar1 kantitatif analitik bilgi verebilen bagimsiz (tasinabilir)
cihazlara biyosensér denir.” tanimini 6nermistir [45]. Temelde biyosensorler biyolojik
veya biyolojik bir kaynaktan tiretilmis taniyici ylizey ile hedef molekiiliin yakalandigi
ve bunun sonucunda c¢eviricinin aldig1 biyolojik sinyali elektriksel sinyale ¢eviren
analitik cihazlardir [46]. Biyosensorlerin temel amaclar1 analitik cihazlara gore biiytik
farklihk gostermemektedir. iki teknikte de genel amag, hedef molekiiliin hizl,

giivenilir ve hatasiz olarak 6l¢iilebilmesidir.
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Biyosensorler biyolojik taniyici yiizey (biyoreseptdr), ¢evirici ve sinyal isleme sistemi
olmak {izere ii¢ temel boliimden olusmaktadir. Biyoreseptor spesifik olarak hedef
analiti yakalayabilen immobilize biyolojik bilesendir. Bu biyolojik bilesen antikor,
niikleik asit, enzim ve hiicre gibi bilesenlerden olugmaktadir. Cevirici ise; analit ve
biyoreseptor arasinda olusan reaksiyon sonucunda gergeklesen degisimi
algilamaktadir. Bu degisim yeni bir molekiiliin olusumu, sicaklik degisimi, elektron
olusumu ve/veya pH ya da kiitledeki degisim olabilir. Olgiilebilir sinyal ise dijital,
yazili ¢ikt1 veya optik degisim olarak alinabilir (Sekil 1.10).

Biyosensdrler biyoreseptor ve hedef analitin etkilesimi sonucu olusan sinyale gore ya
da kullanilan c¢evirici tipine gore siniflandirilmaktadir (Sekil 1.11). Genellikle
literatiirde siniflandirma biyolojik sinyal mekanizmasi yani biyoreseptor-hedef analit
etkilesim tipine gore gerceklestirilmektedir. Bu yiizden, bu calismada, biyolojik

siniflandirma yontemi temel alinmustir.

Biyoreseptorler, biyosensorleri sensorlerden ayiran baglica bilesen olmasinin yani sira,
biyosensorlerin hedef analiti yiiksek secicilik ve hassasiyetle yakalayabilmesine
olanak saglamaklaridir. Biyosensor siniflandirilmast biyolojik sinyal mekanizmasina
gore 5 temel mekanizmadan olusmaktadir. Bunlar sirastyla enzim tabanli biyosensor,
DNA sensor, hiicre tabanli biyosensor, biyobenzetim sensdr ve antikor tabanli

biyosensor (immiinosensor) olarak adlandirilmaktadirlar.

biyoreseptor

analit

Donusturucu

Sekil 1.10: Bir biyosensoriin konfiglirasyonu [37].
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Enzim bazli biyosensorler tarihte iiretilmis ilk biyosensor ¢esididir. Clark ve Lyons

1962 yilinda amperometrik enzim elektrotu iireterek glikoz sensorii tasarlamistir.

Biyosensor
[
1 1
Biyoreseptor Gevirici
—  Enzim — Elektrokimyasal
- Piezoelektrik
—  Antikor
— Kalorimetrik
—  DNA
— Optik
—  Hlcre

—  Biyobenzetim

Sekil 1.11: Biyosensor siniflandirilmast.

Enzim tabanli biyosensorler ilk iiretilen biyosensor olmasindan dolayr gliniimiize
kadar en cok gelisen biyosensor ¢esididir. Enzimler sadece substratina secici
biyokatalizorlerdir. Dolayisiyla enzim substrat etkilesimine dayali biyosensorlerin
seciciligi enzimin dogasina dayanmaktadir. Teoride enzimin katalitik davranigi
substratin konsantrayonuna, sicakligina, pH’ina, yarigmaci bagka bir molekiiliin

varligina ve inhibitoér bulunma durumuna baglhidir.

Niikleik asit sekanslarinin tani i¢in kullanimi 1953’lere dayanmakta ve o donemden
beri geligsmesini siirdiirmektedir. DNA tabanli biyosensdrlerinin temeli, tekli DNA
zincirinin eslenigine (tamamlayici sekans) karsi duydugu afinite {izerine kuruludur.
DNA bazli biyosensor tasariminda Olciilmesi hedeflenen molekiiliin sekansini

tamamlayan sekans, biyoreseptor olarak g¢evirici yiizeyine immobilize edilmektedir.
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Ortamda hedef sekansin oldugu durumda hibridizasyon ger¢ceklesmekte ve ortamdaki

degisim takip edilerek analiz yapilmaktadir.

Hiicre bazli biyosensorlerde, canli hiicreler kullanilarak hiicre i¢i ve hiicre disi
degisimleri, fizyolojik parametreleri 6l¢iilmektedir. Bu alanda genellikle bakteri ve
mantarlar kullanilarak hedef molekiil veya ¢evredeki degisimler algilanmaktadir. Bu
sensordeki en Onemli dezavantaj hiicrenin stabilizasyonu, diger bir dezavantaj ise
hedef hiicrenin multireseptore sahip olmasmin segiciligi azaltmasidir. Bu
biyosensorler enzim tabanli biyosensdrlere kiyasla daha u¢ pH ve sicakliklara

dayanikli, ucuz ve uzun 6miirlii biyosensorlerdir.

Biyobenzetim biyosensorleri ise yapay sensorlerdir. Bu sensor tipinde kullanilan
biyoreseptor dogal biyosensorii mimik eder. Bu alt grupta biyoreseptor olarak agirlikl
olarak yapay niikleik asit ligandlar1 olarak adlandirilan aptamerler kullanilmaktadir.
Aptamerlerin ilk kullanimi1 1990’larin basina uzanmaktadir. Aptamerler yap1 olarak
amino asit, oligosakkarit, peptit ve protein taniyabilen niikleik asite benzemesine
ragmen antikor gibi davranmaktadir. Ayn1 zamanda baglanma verimi, hayvanlarin
kullaniminin 6niine ge¢cmesi, kiigiik ve daha az kompleks olmasi yoniinden antikorlara

nazaran daha avantajlidir.

Antikor tabanli biyosensdrler, immiino tani diinyasinin kapilarini agan ve ilk kullanimi
1950’lere dayanan 6nemli bir biyosensor g¢esididir. O donemden beri hastaliklarin
klinik tanisinda kullanilmak {izere ¢esitli antikor tabanli sensorlerin (immiinosensor)
tasarimi devam etmektedir. Bu caligmada, asagida detaylar1 verilecek olan avantajlari

sebebiyle biyosensor tiplerinden immiinosensdr secilmistir.

1.2.1. immiinosensorler

Immiinosensor; immunoaktif ajanin (antikor) c¢evirici roliinde oldugu ve
antikor/antijen etkilesimi sonucu olusan sinyalin ortamdaki hedef antijen miktari ile
orantili olarak degistigi biyosensorlerdir. Antikor, iki agir zincir (H) ve iki hafif
zincirden (L) olusan “Y” seklinde immiinoglobinlerdir (Ig). Her zincirin sabit ve

degisken boliimleri bulunmaktadir. Degisken bolge, antikorun sadece kendi antijenine
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ozel ve seciciligini saglayan, dolayisiyla immiinosensore segicilik 06zelligini

kazandiran bolgedir [47,48].

1.2.2. immiinosensérlerde cevirici tipleri

Immiinosensérler gevirici tipine gére elektrokimyasal, optik ve piezoelektrik olmak

tizere lige ayrilmaktadir.

1.2.2.1. Elektrokimyasal ¢eviriciler

Elektrokimyasal immiinosensorler yiiksek hassasiyeti, diisiik maliyeti, hizl1 ve kolay
ol¢lim yapilabilmesi, ekonomik ve minyatiirize olmasi sebebiyle siklikla kullanilan
immiinosensorlerdir. Elektrokimyasal immiinosensorler iki farkli temel ilkeyle
calisabilmektedirler. Birincisinde; antikor ylizeye immobilize edilir ve antijenine olan
yiiksek segiciligi sebebiyle ortamdan hedefi yakalar. Ikincisi ise; birincil antikor
onceki gibi yilizeye immobilize edilir ve antikor yiizeye tutuklanir. Daha sonra
etiketlenmis ikincil antikor antijen baglanmis yiizeye tutunur. Bu islemlerden sonra
yiizeydeki degisim, antijen-antikor etkilesiminin tiiriine gore amperometrik ya da
farkli formlardaki voltametrik (lineer siipiirme, diferansiyel puls, kare dalga, siyirma)
ceviriciler tarafindan algilanir ve ortamdaki hedef analitin miktari belirlenir. Iki dlgiim
tekniginde de uygulanan potansiyel sonucunda redoks reaksiyonu gerceklesir ve
reaksiyon sonucunda antikora baglanan antijen miktar1 ile orantili olarak akim olusur.
Yukarida da bahsedildigi gibi voltametri o6l¢lim prensibinde farkli formlar
bulunmaktadir. Bu formlar uygulanan voltajin dalga formuna ve dalganin fazina gore
degisiklik gostermektedir. Amperometrik 6l¢lim prensibinde ise bu tarz bir ayrim

bulunmamaktadir.

1.2.2.2. Optik ¢eviriciler

Optik immiinosensorlerde, yukarida bahsedildigi gibi antikorun immobilizasyonu
gerceklestikten sonra antijen ile antikorun etkilesimi, floresans veya 151g1n iletimindeki
degisim izelenerek yorumlanmaktadir. Bu tasarimlar da 151k etkisi ile degisim gosteren
boyalar ile gerceklestirilmektedirler. Dolayisiyla, bu tarz biyosensorlerde

antikor/antijen etkilesiminden sonra en énemli etmen 151k iletimidir.
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Optik immiinosensorlerde 6l¢tim yontemi olarak absorbsiyon, yansima veya floresans
kullanilabilmektedir. Bu 6l¢lim yontemleri arasinda en ¢ok tercih edilen floresans

Ol¢timdiir.

1.2.2.3. Piezoelektrik ceviriciler

Kiitle hassas ¢eviriciler, temelde piezoelektrik 6zellik gdsteren, mekanik ve elektriksel
degisimleri yiiksek hassasiyetle algilayan sistemlerdir. Bu ¢eviriciler ortamdaki kiitle
degisimlerini kristalin rezonans frekansindaki degisim iizerinden algilayarak ol¢iim
alinmasina olanak saglamaktadir. Bu ceviricilerin yiizeylerinin antikor ile modifiye
edilmesi durumunda sadece antikoruna o&zel bir piezoelektrik immiinosensor
tasarlanabilmektedir ve antikorun varhiginda frekans degisimi takibi ile yiiksek
secicilik ve hassasiyetle kiitle tayini gergeklestirilebilmektedir. Giiniimiizde
piezoelektrik c¢evirici olarak kuvars kristal mikrobalans ve mikrokantilever

kullanilmaktadir.

Piezoelektrik 6zellige sahip bir kristal yiizeye fiziksel kuvvet uygulanmasi durumunda
yiizeyler arasinda elektriksel potansiyel fark olusmaktadir. Uygulanan fiziksel kuvvet
ile dogru orantili olarak olusan elektriksel potansiyel siddetinin etkisine “piezoelektrik
etki” denir. Bahsi gecen kristallerde vibrasyon s6z konusudur. Kristal icerisindeki
atomlarin belirli bir zamanda mevcut konumlarindan deforme olan bir konuma
geemeleri ve sonrasinda tekrar baslangictaki konuma donmelerine vibrasyon
denilmektedir. Kristalin rezonans frekanst ise bu dongiiniin birim zamanda
tekrarlanma sayisini ifade etmektedir. Kristal yapisinda bulunan negatif ve pozitif
yiikli iyonlar, vibrasyon sebebiyle ylik dagilimina sebep olmakta ve polarizasyon
meydana gelmektedir. Bu durumdan, salinim frekansina karsilik olarak salinan

elektrik alan olugmaktadir.

Piezoelektrik uygulamalarda 10-16 mm kalinlikli, dikdoértgen ya da disk sekillerine
sahip kristaller kullanilmaktadir. Mevcut kristal, sandvig olarak tabir edilmesine sebep
olan iki metal elektrot arasina yerlestirilmektedir (Sekil 1.12). Bu konumun amaci,
yiizeye dik yonde elektrik alan olusmasini saglamaktir. Olusan elektrik alan ise
kristalde mekanik salinima sebep olmaktadir. Elektrotlarda nikel, altin, aliiminyum ya

da giimiis metalleri kullamlmaktadir. Inert bir yapiya sahip olmasi sebebiyle altin,
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kullanim agisindan diger metaller arasinda bir adim daha 6ne ¢ikmaktadir. Rezonans
frekans degerleri 5, 9 ya da 10 MHz olabilmektedir. Katkilanacak metal miktari,
kristale ait istenilen ¢alisma frekans degerinin elde edilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Piezoelektrik etkinin olusturulmasi i¢cin BT ve AT olmak {izere iki adet farkli ac1
kesimleri kristal yapiya uygulanmaktadir. Kararlilik noktasinda 6n plana ¢ikan AT
kesme kristaller 1 ppm/°C sicaklik katsayisina sahiptir [49].

Kuvars kristal mikrobalans (QCM)

Piezoelektrik kuvars kristal mikrobalans sistemleri (QCM) immiinosensorlerde
siklikla kullanilan bir cevirici tiiriidiir. Piezoelektrik kuvars kristallerinin ¢alisma
manti81; elektrotta meydana gelen kiitle degisiminin, salinim frekansinda degisime
neden olmasi seklinde Ozetlenebilir. Bu degisim ise Sauerbrey (1959) tarafindan

matematiksel olarak modellenmistir [50].

A = 2idn
SRVORLY

Af: Frekans kayma miktar1

fo: Kristale ait rezonans frekansi (Hz)

Am: Kiitle degisimi (g)

pq: Kuvarsin yogunlugu (2,648 g cm™)

Ug: Kuvarsin kayma katsayisi (2,947x101! g cm™)

Bu denkleme gore AT tipi kesme kristal kullanildiginda, elektrot ylizeyi ilizerinde
biriken yiik kristalin rezonans 6zelligini engelleyecek miktarda degilse, birim alandaki
kristalin kiitle degisimi, kristalin rezonans frekansindaki degisim ile orantilidir. Bu
mantiga gore, rezonans frekansindaki azalma yardimiyla elektrotun aktif alanina
baglanan molekiillerin miktar1 dlgiilebilir [51,52]. Newton kanunun uygulanabilecegi

stvi ortamlar i¢in ise asagidaki denklem gecerlidir [53].
A - _fossz NPy
TP,
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Yukaridaki denklemde 7, (g.cm!.s™!) ¢ozeltinin viskozitesini, p. (g.cm™) ise ¢6zeltinin

yogunlugunu temsil etmektedir.

» '

Sekil 1.12: Kuvars kristal mikroterazi (QCM).

Kuvars ayar catah (QTF)

Kuvars ayar catali (QTF), sahip oldugu yliksek stabilite, yiiksek kalite faktorii
dolayistyla yliksek hassasiyet ve diisiik gii¢ tiikketimi gibi 6zellikleri sebebiyle frekans
Olglimleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir bilesen haline gelmistir. Bu ¢atallar
1960’larin sonundan itibaren saatlerde kullanilan mekanik saat sarkacinin ve yayinin
yerine alarak daha istikrarli saatlerin iiretilmesine olanak saglamistir. Yiiksek
kararliliga sahip bu saatlerin anahtar bileseni olan QTF diisiik maliyete toplu olarak

iiretilmektedir ve bu QTF kullanimini daha da cazip hale getirmektedir [54—63] .

Gilinlimiizde saat endiistrisinin yanisira QTF’ler iki bitisik kantilever olarak kabul
edilebildigi icin mikrofabrikasyon silikon kantileverlara alternatif olarak atomik
kuvvet mikroskobunda da kullanilmaya baslanmistir. Fakat silikon kantileverlara
kiyasla QTF hem kuvars bir malzeme olmasindan hem de geometrisinin ¢atal seklinde
olmasindan dolaytr bir adim 6ne ge¢mektedir. Bunun nedeni, QTF’de mekanik
devinimi iki ¢atal diginin birlikte yapmasi, hava ortaminda dahi sonliimlenme oraninin

ve ylksek kalite faktoriindeki kaybin azaltilmasi olarak agiklanmaktadir.

Temel olarak QTF, ylizeyi metal elektrot filmleri ile kaplanmis iki c¢ataldan
olusmaktadir. Bu ¢atallar, alternatif akim uyarma gerilimi ile stimule edildiginde yana

dogru hareket ederek vakum altinda 32758 Hz’lik bir frekansta titresmektedir (Sekil
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1.13-1.14) [51,64]. QTF vakum ortamindan ayrilip farkli bir atmosferde
konumlandirildiginda ortamdaki akiskanin 6zkiitle ve viskozitesine gore catal iizerine
agirlik binmekte ve bu durum rezonans frekansinda negatif yonde bir kaymaya sebep
olmaktadir. Bu degisim, frekansa etki etmesinin yani sira, kalite faktoriinde de

degisime sebep olmaktadir (Qvakum <100,000 ve Qnava< 10,000).

Sekil 1.13: Kuvars ayar catali (QTF).

HV  [spot|mag @ det WD [tilt] 3 mm
10.00kV| 2.0 | 15x |ETD/139mm|0 UNAM

Sekil 1.14: Kuvars ayar ¢atali SEM goriintiisii.
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Kiitle hassas sensorlerde siklikla kullanilan QCM ile ayni prensipte calisan QTF;
yiiksek frekans kararliligi, keskin frekans tepkisi, yiiksek hassasiyeti, 6l¢iimlerdeki
tekrar edilebilirligi, kiitle algilama i¢in uygunlugu ve diigiik maliyetiyle sensor tasarimi
alaninda da dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Literatiirde QTF’in sensor olarak kullanimi
ile ilgili bircok calisma bulunurken [65-68], biyosensdrlerde kullanimi ile ilgili
olduke¢a az ¢alisma bulunmaktadir. QTF’in biyosensor olarak kullanim ilk ve tek Su
ve ark., (2002) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada, polistiren ile modifiye
edilmis yiizeylere anti-IgG tutuklanmis ve dekore edilen ylizeylerin immiinoglobulin
G (IgG)’ye karsi cevaplari test edilmistir. Sonug olarak, dekore edilen QTF’in 5-100ug
ml! lineer aralikta galisabildigi fakat tekrarebilebilirligi diisiik oldugu saptanmustir.
Bu durumun, polistiren kaplamasinin homojen olarak yapilamamasindan kaynakli

oldugu diistiniilmektedir [69].

Literatiirdeki ge¢mis calismalarda da goriildiigii gibi QTF tabanli immiinosensor
iizerine heniiz hi¢ ¢alisma yapilmamistir. Bunun en temel sebebi; QTF’in {izerinde
bulunan bakir elektrotlarin sivi ortamda kisa devre yapmalarindan dolay:r tercih

edilmemesidir. Bu durum QTF’in QCM gibi yaygin kullanimina engel olmaktadir.

Son yillarda laboratuvarimizda QTF tabanli sensor tasarim i¢in QTF catallarinin
modifikasyonu iizerine ¢aligmalar yliriitilmeye baglanmistir. Yiizey modifikasyon
teknigi olarak plazma polimerizasyonu kullanilarak QTF catallarinin modifikasyonu
ve modifikasyonlarin QTF {izerideki etkileri {izerine ¢esitli calismalar
yuritiilmektedir. Plazma polimerizasyonun tercih edilme sebebi, nanometreler
mertebesinde homojen kaplama yapabilmesi sayesinde kalite faktoriinii diisiirmeden
QTF’in ¢evirici olarak kulllanilabilmesini saglamaktir. Grubumuzun caligsmalardan
birinde, diisiik frekans/diisiikk basing (DF/DB) plazma sistemi kullanilarak QTF
yiizeyleri hekzan ile elektriksel olarak yalitkanlastirilmis, ardindan modifiye edilen
yiizeylerin  fonksiyonellestirilmesi  gergeklestirilmistir. ~ Fonksiyonellestirilme
sonrasinda ylizey biyotin ile dekore edilmis ve avidine karsi cevabi g¢aligilmistir.

Uretilen QTF’in kalibrasyon egrisi Sekil 1.15°da verilmistir [70].
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Sekil 1.15: Modifiye edilen QTF elektrotunun avidine kars1 frekans sapmas1 grafigi
[70].

Bagka bir calismamizda QTF ylizeyleri, ii¢ farklt monomer (amilamin, heptilamin ve
diaminosiklohekzan) ve iki farkl (diisiik frekans/diistik basing ve radyo frekans/diisiik
basing) plazma sistemiyle modifiye edilmis ve serum sigir albumin (SSA) ortamindaki
cevabina gore fonksiyonel ince filmin hangi monomer ve plazma sistemiyle

iiretilebildigine karar verilmistir [71] (Sekil 1.16).

1.2.3. Biyosensorlerin performans parametreleri

Biyosensorler bircok farkli senaryo ve gevirici/taniyicl ylizey kombinasyonu ile
iiretilebilmektedir. Uretilen biyosensérlerin arasindan iimit vadeden sonuglar
verebilen biyosensor cesitlerinin segilmesi i¢in belli performans parametrelerinin
tanimlanmas1 ve test edilmesi, bu secimlerin sistematik olarak yapilabilmesi i¢in
onemlidir. Bu performans parametre c¢aligmalar1 sayesinde, iiretilen sensor diger
benzer sensorler ile kiyaslanabilir ve sensoriin kullanim alani belirlenebilir. Buerk’e
gore basarili bir Ol¢iim sisteminin hassasiyet, secicilik, cevap siiresi, dogrusallik,

Ol¢lim sinir1 ve raf omrii gibi 6zelliklerin tanimlanmasi gerekmektedir.
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Sekil 1.16: QTF catallarinin ii¢ farkli monomer ve iki farkli plazma sistemiyle

modifikasyonu ve model protein, SSA kars1 tepkisi [71].

e Hassasiyet; kimyasal iiriinlin derisimindeki degisime bagl olarak, biyosensore
ait c¢ikis sinyalinin, son andaki duragan degisimi seklinde tanimlanabilir.
Hassasiyeti etkileyen parametreler; Ol¢ciim ortami, sensor biiyiikligii ve

kimyasala ait kiitle aktarim ve benzeri seklinde siralanabilir.

e Segcicilik; biyosensoriin diger kimyasal tiirlerden etkilenmemesi yani spesifik

ajanin derisimine duyarli olmasidir.

e Dinamik cevap; sensoriin Olctiigii hedef analitin derisimindeki degisiklige
verdigi cevabin hizi olarak tanimlanir. Temelde ise, kimyasalin, 6rnekten

iletkenin aktif yiizeyine dogru basit difiizyonudur.
e Dogrusallik; 6l¢lim ortaminda bulunan ¢oziinmiis haldeki analitin maksimum

derisimi ile minimum derisimi arasinda ortaya ¢ikan sinyalin, sabit bir

duyarlilikla 6l¢iilebilir olmasidir.
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e Olgiim sinir;; sensorle Olgiilebilen en diisiik analit derisimi seklinde

tanimlanabilir.

Yukarida bahsi gecen parametreler disinda biyosensorler, biyosensor dmriine, analit
derisiminin biiytlikliigline ya da toplamda gerceklestirilen 6l¢iim sayisina bagli olarak
da tanimlanabilmektedir. Bu baglamda, biyosensoriin saklanma kosullarimi ve
yapisinda bulunan biyolojik maddenin aktivitesininin korunma sartlarin1 géz oniinde

bulundurmak 6nemli olan bir diger parametredir.

1.3. Plazma ile Yiizey Modifikasyonu

Plazma, uyarilmis atom, molekiil, iyon ve radikallerden olusmakta ve maddenin
dordiincii hali olarak bilinmektedir [72,73]. Plazma hali, radyo frekansi (RF),
mikrodalga veya sicak filament bosalimi sonucu olusan elektronlar yardimiyla gazin
enerjik seviyeye c¢ikarilmasi ile olusur. Bu hal, bircok plazma-yiizey reaksiyonunun
gerceklestigi alisilmisin disinda reaktif kimyasal bir ortamdir. Plazma igerisindeki
yogun miktarda bulunan iyonlar ve uyarilmus tiirler, inert bir malzeme olan seramigin
bile yiizey ozelliklerini degistirebilmektedir. Bunun yani sira, plazma teknikleri
kompleks sekle sahip bir¢ok malzemeyi de basarili olarak modifiye edebilmektedir
[74].

Plazma teknikleri, malzemenin yiizey enerjisini degistirebilme, yapisma
mukavemetini ve biyouyumlulugu artirabilme gibi bircok degisimi malzemenin
geometrisinden bagimsiz olarak gerceklestirebilmektedir. Ek olarak, plazma
modifikasyonu sonucunda, malzemenin geometrisinden ve yapisindan (metal,
polimer, seramik ve/veya kompozit) bagimsiz olarak, ucuz ince filmler
uretilebilmektedir. Bu teknigin en Onemli avantaji ise, malzeme yiizeyinin yigin
yapisina dokunulmadan, kimyasal, elektriksel, optiksel, mekaniksel ve biyolojik
yapisin1 yani yiizey karakteristigini, yliksek verimle ve adeta terzi elinden ¢ikmis gibi
basarili bir sekilde degistirilebilmesidir. Bu teknik, ylizey degisikliginin yani sira
yiizey sterilizasyonu ve temizliginde, maskeleme yapildig1 durumda, yiizeyin belirli
bir desen (pattern) ile modifikasyonu sonucu mikroelektronik endiistrisinde de

kullanilabilmektedir.
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Tablo 1.2: Plazma tekniginin kullanildig1 alanlar ve kullanim amac1 [75].

Kullanildig1 Alanlar Kullanim Amact

Kan ile uyumlu yiizey Vaskiiler greftler, kataterler, stentler,
kalp kapakgiklari, membranlar
(hemodializ), filtre (kan-hiicre ayrimi),
biyomolekiillerin yiizeye
immobilizasyonu

Yapismayan ylizey Kontakt lensler, yara ortii materyali,
kataterler, biyosensorler

Doku miihendisligi ve hiicre kiiltiirti Hiicre biiylimesi, vaskiiler greft

Cerrahi malzemelerin ve cihazlarin Ameliyat sirasinda kullanilan kesme

sterilizasyonu aletleri ve cimbiz

Biyosensor Biyomolekiiliin yiizeye
immobilizasyonu

Bariyer kaplamasi [lag salinimi, gaz degisim membranlari,

cihaz korumasi, korosyon korumasi,

Sonug olarak, plazma teknigi ile ylizey modifikasyonu biyomedikal dahil olmak tizere
bircok alanda popiiler hale gelen ekonomik ve etkili bir prosestir. Tablo 1.2’de plazma
tekniginin biyomedikal alanda kullanildig1 yerler ve kullanim amaglar1 detayli olarak

verilmistir.

1.3.1. Plazma kaynaklar1 ve plazma ile yiizey modifikasyon teknikleri

Plazma modifikasyonu malzeme ylizeyinin karakteristik 6zelliklerini degistirmemize
olanak saglamaktadir. Farkli plazma kaynaklar1 ve plazma teknikleri kullanarak ¢esitli

modifikasyonlar yapilabilmektedir.

1.3.1.1. Plazma kaynaklari

Plazmanin olusturulabilmesi i¢in gaz halindeki atom veya molekiilden elektron
koparilmali ya da iyonizasyon gergeklestirilmelidir. [yonizasyon, atom veya

molekiiliin disaridan uyarilmasi ya da baska bir atom ile carpistirilmast sonucu
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elektron kaybetmesi olarak adlandirilmaktadir. Gaz, metal ve lazer gibi ¢esitli plazma
kaynaklar1 bulunmaktadir. Genel olarak bakildiginda gazdan plazma olusumu,
ortamdaki  gazin  uygulanan potansiyel etkisiyle ateslenmesi  yoluyla
gerceklesmektedir. Parcalanma potansiyeli dogrudan basing ve bosalma araligina

baghdir.

Dogru akim (DC), radyo frekans (RF) 1s1ltil1 bosalim ve elektron hizlandirici rezonans
(ECR) gibi plazma kaynaklarinda plazma olusumunun diisiik basingta gerceklestigi
goriilmektedir. Bunun sebebi, diisiik basingta pargalanma potansiyelinin atmosferik
basinca kiyasla az olmasi ve akimin kontrol edilebilir olmasidir. Diisiik basing plazma
kaynaklarinda elektron yogunlugunun kontrol edilebilmesinden dolay1 genis alanda

homojen plazma olusturabilmekte ve bu nedenle diisiik basingli plazma kaynaklar1

siklikla tercih edilmektedir [75,76].

1.3.1.2. Plazma ile yiizey modifikasyon teknikleri

Yukarida bahsi gegen sekilde plazma olusturulduktan sonra yiizeyde plazma
asindirma, temizleme, implimantasyon ve biriktirme ile cesitli degisiklikler

yapilabilmektedir. Bahsi gecen uygulamalarin detaylar1 asagida verilmektedir.

Plazma asindirma ve temizle

Plazma asindirma ve temizleme iglemleri, kimyasal reaksiyon sonucu olusan ugucu
iirlinlerin yiizeyden uzaklastirilmasi ya da fiziksel piiskiirtme sonucu gerceklestirilir.
Neon ve argon gibi inert gazlarin kullanildigr durumlarda ise, olusturulan plazma,
malzemenin ylizeyine etki ederek temizleme islemini gerceklestirmektedir. Kullanilan
gazlar icerisinde argon gazi ucuz ve yliksek asindirma verimine sahip olmasi sebebiyle

plazma temizleme isleminde en ¢ok tercih edilen inert gazdir [77].

Plazma agindirma islemi diger tekniklere kiyasla kullanim1 kolay ve bu sebeple siklikla
kullanilan bir tekniktir. Bu teknik Ozet olarak, plazma kaynagi yardimi ile
iyonlastirtlmis plazmanin elektrik alan yardimi ile yiizeye ¢arptirilmasina
dayanmaktadir. Elektrik alan, substrata negatif voltaj uygulanarak saglanmaktadir

[78]. Argon gazinin iyonlastirilarak plazma haline gegmesi, RF veya ECR yardimi ile
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gerceklestirilmektedir. Daha sonra, iyonlar yukarida bahsi gectigi gibi elektrik alan
yardimt ile substrata dogru hizlandirilmaktadir. Hizlandirilan argon iyonlar1 enerjisi
cok yiiksek olmadigindan dolayr substratin alt katmanlarina ilerleyemezler ve
bdylelikle enerjilerinin biiylik bir kismini elastik ve elastik olmayan ¢arpisma ile yiizey
atomlarna aktarirlar. Carpisma sonucu yiizey atomlarinin birkagi yeterli enerjiyi
kazanir ve ylizeyden ayrilarak vakumla uzaklastirilir. Bu islemlerin tiimii ylizeyden ilk
katmanin kazinmasina sebep olur ve bir alt katmani agiga ¢ikarir. Uygulama stiresi
arttikca kazima islemi daha alt katmanlara dogru ilerler ve yeni agiga cikan yiizey
atomlarina etki ederek devam eder. Bu kazima isleme sirasinda ayn1 zamanda yiizey

temizligi de gerceklesmektedir [76,77].

Yukarida bahsi gegen islem sirasinda gerceklesen reaksiyonlara derinlemesine
bakildiginda modifikasyon ve degredasyona (par¢alanmaya) sebep olan olast iki farkl
yarismaci reaksiyonun oldugu goriilmiistiir. Eger modifikasyon etkisi daha fazla ise,
polimerin yiizey kimyasi, iyon demeti etkilesimi, plazma-asili kopolimerizasyonu ve
plazma polimerizasyonu ile degismektedir. Degredasyonun etkin oldugu senaryolarda
ise, polimer yilizeyinde yukarida detayli olarak bahsedildigi gibi kazima islemi

gerceklesmektedir.

Plazma implantasyon

Plazma implantasyonunda, malzeme ylizeyindeki degisimler termodinamik
kisitlamalardan bagimsiz olarak gerceklestirilebilmektedir. Bu teknikte, modifiye
edilecek malzeme yogun plazma ile cevrelenmektedir. Plazma halini olusturan iyonlar
kilif boyunca hizlandirilarak hedefe yani malzemeye dogru gonderilmektedir. Bu
teknikte iyon tagima optikleri, kiitle se¢ici olmamasindan dolayi, yogun iyon akisi ile
saglanmaktadir. Ek olarak, geleneksel 15in demeti ile iyon implantasyonundan farkli

olarak goriis hatt1 bulunmamaktadir.

Bu teknikte homojenite, plazma yogunlugunun, kisa pals genisliklerinin ve uygulanan
voltajin ayarlanmasi ile saglanmaktadir. Eger kullanilan malzeme kiiclik ve kompleks
bir geometriye sahip ise yliksek plazma yogunlugu, kisa pals genisligi ve yiiksek
frekans kullanilmalidir. Boylelikle, plazma kilifinin sekli ile hedef malzeme uyumu

saglanir ve modifikasyon basart ile gergeklestirilir [79].
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Plazma sprey

Atmosferik basing plazma sprey teknigi, plazma salomasi ile toz halindeki
malzemenin eritilerek plazma bdlgesine piiskiirtiilmesi ve hedefteki malzeme
ylizeyinin ince tabaka seklinde kaplanmasi lizerine kuruludur. Erime iglemi plazmanin
yiiksek sicakligr ve akis hizi ile ger¢eklesmektedir. Plazma 6ziiniin yiiksek sicakliga
sahip olmasindan dolay1 bu teknik herhangi bir metalin ve metal gibi yliksek sicakliga
ihtiya¢ duyan malzemelerin (seramik, sermet ve 1stya dayanikli malzeme) kolaylikla

kaplama malzemesi olarak kullaniminin 6niinti agmaktadir.

Plazma sprey, plazma kaynagi olarak metalleri dahi kullanmamiza olanak
saglamasiyla bir¢ok teknigin Oniine gegse de alttas malzeme ile kaplama arasindaki
zay1f adhezyon bu teknigin dezavantajidir. Kaplama ve malzeme arasinda kuvvetli bir

etkilesimin olmasi istenirse bu teknik tercih edilmemelidir [76,80].

Plazma birikim

Plazma birikim yontemi, elde edilen kaplamanin yigindan tamamiyla farkli 6zellikler
gosterebilmesi sebebiyle bir¢ok alanda tercih edilmektedir. ikili plazma birikimi,
plazma-asili  kopolimerizasyon ve plazma polimerizasyonu bu yOntemin

gerceklestirilmesi icin kullanilan tekniklerdir.

Ikili plazma birikimi, gaz plazmalarin es zamanli olarak sirasiyla RF ve vakum ark
kaynaklar1 kullamilarak iiretilmesi ile gerceklestirilir. Ikili plazma birikimi, farkli
kombinasyonlarda birkag¢ farkli elementten olusan ince filmlerin olusumuna olanak

saglamasindan dolay1 ince fim teknolojileri arasinda siklikla tercih edilmektedir.

Polimerik malzemeler plazmaya maruz kaldiginda, polimer zincirlerinde radikaller
olusmaktadir. Bu radikaller sivi veya gaz fazdaki monomer ile karsilastiginda
polimerizasyon reaksiyonunu baglatabilmektedir. Boylelikle, ylizeyde asilt
kopolimerizasyon gerceklesmektedir. Plazma-asili  kopolimerizasyonunda ise,
oncelikle polimer plazmaya maruz kalarak plazmadaki elektronlarin elastik olmayan

carpigmalart  sonucu  yiizeydeki polimer zincirlerinde radikal olusumu
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gerceklesmektedir. Daha sonra, polimer yiizeyleri monomer buharina maruz

birakilarak ylizeyde plazma-asili kopolimerizasyon gergeklestirilmektedir.

Bu teknik genellikle ylizey hidrofilikliginin degistirilmesi amaciyla kullanilir. Bu
amagla, polimer yiizeyinde radikallerin olusumu i¢in Oncelikle argon, helyum veya
nitrogen plazmasina kisa siirelifine maruz birakilir. Daha sonra, yiizey yiiksek
sicaklikta monomer buharinda belli bir siire bekletilir ve yukarida da belirtildigi gibi

kaplama gerceklestirilir.

Plazma polimerizasyon yonteminde ise, monomerden polimer sentezi plazmada
bulunan enerjik elektron, iyon ve radikaller yardimi ile yapilmaktadir. Plazma
polimerizasyonu, iyon ve radikalllerin yardimi ile ger¢eklesmesinden dolay1
geleneksel polimerizasyon yontemlerine kiyasla farklidir. Genel olarak, plazma
polimerizasyonu sonucunda olusan monomer ile polimerik ince filmin kimyasal
kompozisyonu, geleneksel radikal veya iyonik polimerizasyon reaksiyonu sonucunda
olusan monomer ile elde edilen polimerden farklilik gostermektedir. Bu farklilik
polimer olusum mekanizmasindan kaynaklanmaktadir. Plazma ile plazma
polimerizasyonu; monomerden radikal olusumunun plazma aktivasyonu ile
saglanmasi, olusan radikallerin rekombinasyonu ve rekombine molekiillerin yeniden
etkilestirilmesi asamalarin1  igermektedir. FElde edilen polimer geleneksel
polimerizasyon reaksiyonlar1 sonucu sentezlenen polimerden farkli olarak, tekrar eden
monomer birimleri, ¢apraz bagli, pargali ve yeniden diizenli komplike birimler

icermektedir.

Bu ¢alismada QTF ¢atallarinin yiizey modifikasyonu, plazma polimerizasyon ile RF
plazma kaynag kullanilarak diisiik basing plazma sisteminde gerceklestirilmistir [80—

82].

1.3.2. Plazma polimerizasyonunu etkileyen parametreler

Plazma dogas1 geregi kaotik bir ortam olmasinin yani sira bosalim giicii, uygulama
stiresi, basing, prekursor kimyasal yapisi, modifiye edilecek olan malzemenin reaktor
icerisindeki konumu, reaktor dizayni, sicaklik ve kullanilan jeneratoriin frekans araligi

gibi bircok degiskenden etkilenmektedir. Kullanilan cihazin dizaynina goére bu
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degiskenlerden bazilar1 olusturulan ince filme etki etmemektedir. Ornegin bu
caligmadaki gibi tek bir diisiik RF plazma sistemi tizerinden yiiriitiilen bir ¢caligmada;
reaktor dizayni, kullanilan jeneratoriin frekans araligi ve sicaklik parametreleri
sabitlenmistir. Fakat bosalim giicii, uygulama siiresi, prekursoriin kimyasal yapisi ve
basing (akis hizi) kaplama optimizasyonu yapilirken dikkatlice ¢alisilmasi gereken

onemli parametrelerdir.

Bosalim giicii, sivi veya gaz halindeki prekursérden plazma haline gegmek igin
uygulanan giictlir. Plazma hali, prekursérdeki en zayifin bagin kirilmasia yetecek
bosalim giicli verildiginde olusmaktadir. Bu esik gecildikten sonra bosalim giicii
artirildikga bag enerji siralamasina gore diisiikten yiiksege gore bag kirilimi
gergceklesmektedir. Her farkli bag kirilimi farkli radikallerin olusumuna sebep
olacagindan elde edilen ince filmlerin kimyasal yapis1 birbirinden farkli olmaktadir.

Bu sebeple, bosalim giicii calisirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametredir.

Uygulama siiresi ise kaplamanin kimyasal yapisina etki etmeyen fakat kaplama
kalinlig1 ile dogrudan baglantisi olan bir parametredir. Uygulama siiresi arttik¢a ince
filmin kalinlig1 artmaktadir. Bu sebeple amaca yonelik uygulama siiresi optimizasyonu

yapilmalidir.

Plazma islemi sirasinda kullanilan akis hizi dogrudan reaktor igerisindeki basinci
etkilemektedir. Reaktor i¢i basing ise reaktdrde bulunan prekursér miktart ile
bagmtilidir. Basincin yiiksek oldugu durumlarda uygulanacak bosalim giiciiniin diisiik
oldugu hale gore daha yiiksek olmasi gerekmektedir. Aksi takdire birim prekursordeki
hedeflenen bagi kirmak i¢in gerekli giic uygulanamayacak dolayisila istenilen

kimyasal yapida ince film veya modifikasyon elde edilemeyecektir.

En son ve en dnemli parametre ise kullanilan prekursoriin kimyasal yapisidir. Amaca
uygun prekursoriin se¢cimi ve modifikasyonu sonucunda beklenen fonksiyonel
gruplarin olusumu prekursoriin  kimyasal yapisina baghdir. Dogru prekursor
secilmedigi takdirde bosalim giiclinii, uygulama siiresini veya basinci degistirmek,
istenilen sonuca ulagtirmamaktadir. Ayrica segilen prekursoriin yapisi (diiz zincirli
veya halkali yapida olmast), prekursordeki baglarin kirilma dnceligini yani ince filmin

yapisin1 degistirdigi icin bu parametreye ozellikle dikkat edilmelidir [83].
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1.3.3. Plazma filmlerinin kararhhg:

Kat1 haldeki bir malzemenin c¢evresindeki ortamla olan etkilesimleri, malzeme
yiizeyinin fizikokimyasal 6zellikleri ile tanimlanir. Bu nedenle, uzun yillardan beri
malzeme bilimindeki siirekli arastirma ve gelistirmelerin, glinlimiizde hala giderek
daha fazla dikkat ¢eken yiizey ve kaplama teknolojilerinin hizli bliylimesine katkida
bulunmasi sasirtict degildir. Yiizey teknolojileri, bir malzemenin hacim 6zelliklerini
degistirmeden yiizeyin modifikasyonuna (6rn., kimyasal fonksiyonellestirme,
asindirma, kaplama, vb.) deginmektedir. Ornegin, 6zel yapim kaplamalar,
malzemelerin mekanik (aginma, siirtiinme), kimyasal (korozyon, gecirgenlik, sicaklik
yalitimi, biyouyumluluk, 1slanabilirlik), elektriksel (iletkenlik) ve optik (iletim,

yansima, absorpsiyon, renk) 6zelliklerinin ayarlanmasina izin verir.

Yiizey kaplama yoluyla alttas {izerinde biiyiitiilen ince filmler; oksidasyon, hidrofobik
geri kazanim, oligomerik pargalarin hidrolizi ve ¢6ziinmesi nedeniyle havada veya sivi
ortamlarda yaslanma egilimindedir. Bu tiir yaslanma mekanizmalari, ince filmlerle
yapilan uygulamalarin tekrarlanabilirliklerini diistirmekte dolayisiyla 0Ozellikle
biyoteknolojik alanda kullaniminlari1 oldukca kisitlamaktadir. Bu durumun
engellenmesi i¢in Oncelikle tretilen filmin hava/sivi ortaminda gergeklestirdigi
kimyasal degisimlerin kontrol edilmesi gerekmektedir. Plazma polimerizasyon
yontemi, geleneksel polimer kaplamalara kiyasla alttas {lizerinde kararliligi daha
yikksek ince filmlerin olusturulmasina olanak saglamasi nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir. Film stabilitesini arttirmak amaciyla iglem parametreleri ve reaktor
tiriinii degistirmenin yani sira, capraz-baglama (cross-linking) ajanlar1 kullanma,
organik monomerlerle katkilama, alttag ve film arasinda arayiizey olusturma gibi
yontemler siklikla uygulanmaktadir. Alttag yiizeyinde biiyiitilen ince film
kararliliklar1 hava/su ortamlarinda kontak acist gonyometre Ol¢lim cihaziyla test

edilerek incelenmektedir.

1.4. Yiizey Analiz Teknikleri

Plazma teknigi, malzemenin y1g81in yapisint degistirmeden sadece yiizeyde kimyasal ve
fiziksel degisiklik yapilmasina olanak saglayan popiiler bir tekniktir. Bu sebeple,

malzemede yapilan degisikliklerin yiizey analiz teknikleri ile takip edilmesi daha
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anlamlidir. Bu c¢alismada, QTF’lerin her modifikasyon sonrasinda fiziksel
karakterizasyonu- kontak ag¢is1 gonyometre, kimyasal karakterizasyonu ise ATR-FTIR
kullanilarak oOl¢lilmiistiir. Yiizeyde yapilan degisimlerin QTF’e olan etkisinin test
edilmesi i¢in ise frekans dl¢limleri yapilmistir. Biitiin karakterizasyonlarin sonucunda
optimize edilen parametreler ise XPS ve AFM ile analiz edilerek yiizeydeki

degisimlerin analizi derinlestirilmistir.

1.4.1. Temas acis1 ol¢iim cihazi

Temas agis1 dl¢lim cihazi (kontak agisi gonyometre), malzemenin {iist yiizeyindeki
(0,5-1 nm) kimyasal yapu ile ilgili fikir verebilen, ucuz ve kullanimi1 kolay bir yiizey
karakterizasyon teknigidir. Bu cihazinin ¢aligma prensibi, yiizeye damlatilan sivi ile
siviy1 gevreleyen ortam arasindaki yogunluk farki sonucunda olusan damlanin sekli ve
bu damlanin kat1 yiizey ile arasindaki agis1 lizerinden yiizey hidrofilisitesi ile ilgili bilgi
edinilmesi tizerine kuruludur. Yiizeyde hidrofilik gruplarin fazla olmasi durumunda,
ylizey agis1t 90°° nin altina diismekte, hidrofobiklik arttiginda ise iistiine ¢ikmaktadir

(Sekil 1.17).

.............................. Personal computer and |
i Syringe Piston i instrument control :

Source Lenses and CCD camera

Crude
ioil drop:

Sekil 1.17: Temas agis1 6l¢lim diizenegi sematik gosterim [84].
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1.4.2. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (ATR-FTIR)

Diisiik  enerjili  infrared bolgesindeki 1smnlarin = kullanildigi  absorbsiyon
spektroskopisine Infrared Absorbsiyon Spektroskopi denir. Gerekli sartlara sahip
molekiiller IR 1sinin1 absorblayarak molekiil i¢i titresimler yaratmaktadir ve bu da

enerji diizeyleri arasinda gegislere sebep olmaktadir.

Farkli dalga boylarina sahip beyaz 151¢1n monokromotdrler yardimiyla ayrigtirilarak
Ol¢iimiin yapildigr bu sistemlerde, herhangi bir anda secilen dalga boyuna ait
spektroskopik bilgi toplanmaktadir. Ancak bazi yontemlerde monokromotor
bulunmamaktadir. Bu sekilde ol¢iim gercgeklestiren sistemlerde spektrum frekans
Olgeginde degil zaman Slgeginde elde edilmektedir. Bilgisayar araciligiyla ters Fourier
doniistimii alinan veriler, frekans 6l¢ekli bilgilere doniistiiriilmektedir. Bu uygulamaya

ise Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FTIR) denilmektedir [85,86].

Sekil 1.18: Fourier transform infrared spektroskopi cihazi.

1.4.3. X-Isinlar1 Fotoelektron Spektroskopi (XPS)

Elektron spektroskopisinin temeli; atom ya da molekiillerin X-1s1n1 ile bombardimani

sirasinda, molekiilden ya da atomdan kopan elektronun kinetik enerjisinin 6l¢iilmesine
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dayanmaktadir (Sekil 1.19). Bombardiman sonrasinda olusan iyon, koparilan
elektronlarin, atomun i¢ kabuklarinin herhangi birinden ¢ikmasi sebebiyle uyariimaig
iyon olarak adlandirilmaktadir. X-1ginlarina dayali bu yontem x-isimi fotoelektron
spektroskopi (XPS) olarak adlandirilmaktadir. Atomdan firlatilan fotoelektronlara ait
kinetik enerji dagilimi, 6rnege gonderilen x-151nin enerjisine ve elektronun drnege

baglanma enerjisine bagh olarak degismektedir.

Bu 6l¢iim ydntemi genellikle kat1 yiizeylerin analizinde kullanilmaktadir. Ornek
maddenin elektronlar ile bombardiman1 sonucu elde edilen pozitif yiikli iyonlar,
malzemenin yiizeyinde pozitif yiik birikimine sebep olmaktadir. Bu durum ise
firlatilan elektronlarin kinetik enerjilerini azaltabilmekte ya da elektronlarin
firlatilmasin1 engelleyebilmektedir. XPS yonteminde, kimyasal kayma degerleri ve

baglanma enerji degerleri dl¢tilmektedir.

Elektron Enerijisi Olgiimii ve Sayimi

.’ ‘77‘ =

X-Isinlari | ol

\ Fotoelektron emisyonu

Ornekleme derinligi

O

Analiz Edilen Ylzey

Sekil 1.19: X-1sinlar1 fotoelektron spektroskopi sematik gdsterim.

1.4.4. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM)

Taramali elektron mikroskopu (SEM), yiizey oOzelliklerinin daha iyi anlasilmasi

amaciyla topografik ve morfolojik bilgi veren yiizey analiz yontemidir. Bu teknik
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goriintiiyii 151k dalgalar1 kullanmak yerine elektron kullanarak biiytlitmektedir. Bu
yontemin sagladigr en biiyiik avantaj; 151k mikroskopuna kiyasla oldukca biiyiik
Olgeklerde ayrintili goriintii saglamasidir. Goriintiiniin siyah beyaz olmasinin sebebi
ise kaynak olarak 151k dalgasmin degil elektronlarin kullanilmasidir. SEM’de
morfolojik analiz yapilacak 6rnegin iletken olmasi goriintiilemenin gergeklestirilmesi
icin oldukca 6nem tagimaktadir. Analizi yapilacak ylizey yalitkan ise, 6l¢lim Oncesi

cesitli yontemlerle ylizey kaplanarak iletkenlestirilmesi saglanir.

1.4.5. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM)

Atomik kuvvet mikroskobu, yiizeyin diizglinlik, pirtzlilik gibi topografik
ozelliklerini yliksek ¢oziiniirliik ve dogruluk ile gormemizi ve 6lgmemizi saglayan bir
tekniktir. Malzemenin, diger mikroskoplar gibi biiyiitiilmesinden ziyade, yiizeyinin
taranmasina ve ylikseklik profilinin Olglilmesine olanak saglar. Bu sekilde bir
numunedeki tek tek atomlarin diizenini ve/veya molekiillerin yapisin1 yani
kristalografik dizilimini gosteren ii¢ boyutlu goriintiilerin elde edilmesini saglar.
Ayrica, ornege ait ylizey topografisinin yani sira; ince filmlerin kalinligi, faz farklari,
elektrik 1iletkenlik ve manyetik alan yoniindeki farkliliklar da AKM ile

saptanabilmektedir.

Bu yontemde temel olarak, atomik boyutta sivriltilmis igne ucu kullanilarak yiizey
farkli modlarda taranir ve taranan ylizeyin topografisi, yiikseklik profili vb. 6zellikleri
goriintiilenerek analiz edilir. Kullanilan igne ucuyla yiizey etkilesimine bagli olarak
farkli modlarda goriintii olusturulabilir. Bu modlar, ignenin ylizeye temas ettirilerek
uygulandigi temas yontemi (contact mode), ignenin ylizeye temas etmedigi temassiz
yontem (non-contact mode) ve ignenin ylizeye vurularak uygulandigl vurma yontemi
(tapping mode) olarak smiflandirilmaktadir. Genellikle, topografisi belirlenecek
malzemenin Ozellikleri ve yapilacak analizin tiirli mod se¢imini belirlemektedir

[85,87].

1.5. QTF Sensor Denetleyici

QTF sensor denetleyici, piezoelektrik tabanli QTF malzemeye uyguladigi potansiyel

etkisiyle ayar catalinin salinimini rezonans frekansinda uyarma prensibiyle
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caligmaktadir. Kristal iizerine etki eden herhangi bir dis kuvvet veya cevresel bir
degisiklik, QTF salinim frekansint degistirir. Frekans kaymasi Olgililerek analit

hakkinda kantitatif bilgiler elde edilmektedir.
QTF denetleyiciler, taramali sonda mikroskobisi (SPM), Atomik Kuvvet Mikroskobu

(AKM), viskozite / vakum 6l¢iimleri, biyokimyasal algilama, vb. uygulamalar1 i¢in

oldukga kullanighidir [88].
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2. MATERYAL VE METOT

Fenilalanin tayinine yonelik kiitle hassas bir immiinosensor gelistirilmesi amaciyla

planlanan bu ¢aligmada izlenen yol agagida siralanmustir:

» Kiitle hassas bir biyosensor olusturmak igin cevirici olarak kuvars ayar catali
(QTF) secilmistir. Catal ylizeyinin fenilalanini tantyacak biyoajanit immobilize
edecek sekilde modifiye edilmesi, bu arastirmanin ilk basamagini
olusturmaktadir. Catal ylizeylerinin modifikasyonu, diisiik basing plazma
yontemi ile amin bakimindan zengin etilendiamin (EDA) monomeri
kullanilarak gerceklestirilmistir.

» Catal yilizeyinde fenilalanini taniyacak biyoajani immobilize etme hedefi
dogrultusunda amin gruplarinin olustugu tespit edilmis, buna karsin
etilendiamin ince filmlerde stabilite problemi gozlenmistir.

» Etilendiamin ince filminin kararlilik problemini ¢6zmek i¢in metalik malzeme
yani ¢atal yiizeylerine dn-kaplama olacak sekilde, plazma ortaminda n-hekzan
(HEX) monomeri kullanilarak ince bir film tabakasi olusturulmustur.

» Farkli bosalim giicii ve bosalim siiresi temelindeki plazma kosullarinda, diiz
zincirli n-hekzan filmi ile ardindan amino grubu igeren EDA filmi hazirlanmus,
elde edilen filmlerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlar1 yapilarak iki
monomer i¢in plazma kosullar1 optimizasyonu yapilmistir. Yiizey
modifikasyonu tamamlanan QTF’ler farkli derisimlerdeki glutaraldehit ile
farkl: siire ve tekniklerle (buharda bekletme, daldir-kurut yontemleri) kimyasal
aktivasyona tabi tutularak biyolojik ajan baglayacak fonksiyonellik
kazandirilmis, diger bir deyisle aktivasyonlar1 gergeklestirilmistir.

» Yiizeyleri aldehitlenerek aktiflestirilen QTF uglara, fenilalanin i¢in spesifik
taniyici ajan olan anti-fenilalanin’in baglanmasi gergeklestirilmis, bu islemde
farkli derisimlerde anti-fenilalanin kullanilarak, immobilize edilen ajanin

aktivitesinin en yiiksek kalacagi derisim degeri saptanmustir.

42



» Fenilalanin derisimini tespite yonelik kullanim icin yukarida verilen
basamaklarda hazirlanan kiitle hassas immunosensor, son basamakta farkli
derisimlerdeki fenilalanin ¢ozeltileri ile etkilestirilerek, sisitemdeki frekans
sapmalart tespit edilmis ve bu sapma degerleri, derisime kars1 grafige

gegirilerek immunosensdre ait kalibrasyon dogrusu elde edilmistir.

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal malzemeler

Calisma boyunca plazma polimerizasyonu ile yiizey modifikasyon asamalarinda
kullanilan n-(hekzan) Merck (Almanya) (Sekil 2.1a) firmasindan temin edilmistir.
Gluteraldehit (M,= 100,12 g mol™!) AppliChem (Almanya), etilendiamin (M=
57,09gmol!) (Sekil 2.1b) ve fosfat tampon ¢ozeltisi Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan alinmigtir. S1gir serum albumin (SSA) Acros Organics (Morris Plains, NJ,
USA) firmasindan satin alinmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin kimyasallar

analitik standartlardadir.

a b

H HH HH H
\ / \/ \ /

H C C C NH
Ne” N TN T Y HzN/\/ 2

/\ /\ / \
H HH HH H

Sekil 2.1: (a) n-Hekzan molekiiler formiilii, (b) Etilendiamin molekiiler formiili.

Caligma boyunca alttag olarak kuvars ayar catalinin (QTF) yan1 sira karakterizasyon
icin QTF’in geometrisinin uygun olmamasindan dolayr cam yiizeyler (lam)
kullanilmistir. Shoulder Crystal (Cin)’den temin edilen QTF’ler, vakum altinda 32768
Hz rezonans frekansta titresmektedir. Karakterizasyonda kullanilan lamlar ise

Interlab’dan (Tiirkiye) satin alinmistir.
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Plazma polimerizasyon ile QTF catallarinin yiizey modifikasyonu radyo frekans diisiik
basing (13.56 MHz) (150 mm ¢apli, 320 mm uzunluga sahip) plazma sistemi
kullanilarak (Pico, Almanya) gerceklestirilmistir (Sekil 2.2).

Gaz-1 Giris
Radyo-frekans
O jenerator
Havalandirma Valfi
@) Anot ‘/:\‘
Gaz-2 Giris g
O PLAZMA
Vakum Pompasi —
Katot
Alt Tas
» o
Reaktor

Sekil 2.2: Diisiik basing RF plazma sisteminin sematik gosterimi.

2.2. Metot

2.2.1. Kuvars ayar catalinin hazirlanmasi ve frekans odl¢iim sisteminin ¢calisma

performansinin incelenmesi

Firmadan temin edilen QTF’ler metal bir silindir i¢inde vakumlu olarak alinmaktadir.
Ceviricinin fonksiyonellestirilme, aktivasyon ve Ol¢glim asamalarinin tamami
QTF’lerin ¢atal boliimii kullanilarak gerceklestirildigi i¢in 6ncelikle metal silindir, bir
kargaburnu yardimiyla QTF’e zarar vermeden ¢ikarilmistir (Sekil 2.3). Korumasiz
konuma gelen ve hava ile temas eden ¢atallarin, bu islem sirasinda zarar goriip
gormedigi frekans ol¢limii yapilarak test edilmistir. Frekans 6l¢timii alinan ve havada
rezonans frekansi (32 759,1+ 0,6 Hz) limitler igerisinde kalan QTF’ler daha sonra ii¢
kere etanol ve li¢ kere su ile yikanip modifikasyon i¢in uygun hale getirilmistir.
Yikama sonrast tekrar frekans 6l¢iimii alinarak QTF’in modifikasyon 6ncesi rezonans
frekansi kaydedilmistir. Bahsi gegen frekans dlgilimleri Asensis firmasinin Asensis Q

Master cihazi (Ostim, Ankara, Tiirkiye) ile yapilmistir. Rezonans frekansi i¢in QTF,
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cihaza 0,2 in¢ aralikli 2°1i pin lehimlenmis sokete takilarak baglanmistir (Sekil 2.4).

Olgiimler 25 + 1°C ve %17 nem iceren ortamda yiiriitiilmiistiir.

Sekil 2.3: QTF catallarinin ylizey modifikasyonuna hazirlanmasi.

Sekil 2.4: Frekans oOl¢iimlerinde kullanilan Asensis Q Master Cihazi ve QTF’lerin
takildig1 soket.

2.2.2. Plazma polimerizasyon yontemi ile ince filmlerin hazirlanmasi

Bu ¢alismada, fenilalanin seviyesini kiitle hassas olarak belirleyecek immiinosensoriin

taniyici tabakasinda kullanilacak anti-fenilalanin antikorunun QTF catallarin yiizeyine
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immobilize edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda, oncelikle n-hekzan kullanilarak
plazma polimerizasyon yontemi ile ¢atallarin metal yiizeyi ile amino grubu iceren iist
tabaka arasinda, iist ince filmin kararliligini arttirici bir ara yiizey olusturulmustur.
Ardindan PlzP(n-hekzan) ince filmin {izerine etilendiamin monomeri kullanilarak

plazma ortaminda amino grubu igeren iist katman P1zP(EDA) filmi hazirlanmistir.

Bu boliim, plazma islemi i¢in yapilan hazirliklar, PIzP(n-hekzan) filmin olusturulmasi
ve karakterizasyonu, ardindan PIzP(EDA) filmin hazirlanis1 ve karakterizasyonu, son
asamada yiizeye anti-fenilalanin antibadi baglanma yontemi ve bu siirecte fenilalanin
icin olusturulan immiinosensoriin kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasi ve performans
parametrelerinin  belirlenmesi basamaklarinda yapilan ¢aligmalarin  detaylarini

icermektedir.

QTF c¢eviricilerin plazma ile yiizey modifikasyonu islemine baslamadan 6nce olasi
kirliligin 6niine gecmek icin plazma reaktoriinde temizlenme islemi yapilmistir. Bu
amagcla, oksijen plazmasi oksidasyon ajan1 olarak 100 Watt bosalim giicii ve 30 dakika
siirede reaktoriin i¢ c¢epherleri temizlenmistir. Bu islem 3-4 defa tekrarlanarak
temizleme islemi tamamlanmistir. Bahsi gecen temizleme islemi, yiizey

modifikasyonunda kullanilan monomerler degistirildiginde de tekrar edilmistir.

2.2.2.1. QTF ¢eviricilerinin yiizeyinde PlzP(n-hekzan) ince filmlerin

olusturulmasi

Hidrokarbon orijinli ince filmlerin yiiksek ¢apraz baglanma, termal ve kimyasal
stabiliteleri, ince film teknolojilerinde ulagilmak istenen yiiksek performansli ince
filmlerin 6rneklerindendir. Bu ¢alismada hidrokarbon bir ¢6ziicii olan n-hekzan, bahsi
gecen Ozellikleri sebebiyle amince zengin ince filmlerin stabilitesini artirmak amaciyla

on kaplama agamasinda kullanilmistir.

Temizleme islemi sonrasi On-kaplama i¢in, yiizeydeki kimyasal degisiklikleri ve
olusan fonksiyonel gruplar1 takip edebilmek amaci ile “model yiizey” olarak segilen
cam lamlar ve/veya QTFler reaktore yerlestirilmis ve vakum pompasi ¢alistirilarak
rektor icerisindeki hava bosaltilmis dolayisi ile basing disiiriilmiistiir. Ardindan,

reaktor icerisine 15 dakika boyunca n-hekzan monomer beslemesi yapilarak reaktor
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ici hava kaynakli kirliligin 6niine gegmek i¢in yikanmistir. Daha sonra basing, plazma
isleminin gergeklestirilecegi ve Onceki c¢alismalarimizda da standart olarak
belirledigimiz 0,15 mbar seviyesine diisiiriilmiistiir. Istenilen basinca inildikten sonra,
plazma islemi, farkli uygulama giic ve siirelerinde, Ornek yiizeyler {lizerine
uygulanmistir. Bu kademede kullanilan parametreler Tablo 2.1°de detayli olarak
verilmistir. Plazma modifikasyon islemini takiben, islem gérmiis yiizeyler vakumda
birakilarak enerjik radikallerin soniimlenmesi i¢in 20 dakika beklenmistir. Son olarak,
15 dakika boyunca reaktdre inert bir soy gaz olan argon beslenerek yikama yapilmistir.
Bu yontem ile hazirlanan n-hexan filmler, QTF ¢atalin yiizeyinde, ikinci asamada
hazirlanacak olan ve amino grubu igeren filmlerin kararlilig1 i¢in 6nemli bir araylizey

olarak kullanilmistir.

2.2.2.2. QTF ¢eviricilerinin yiizeyinde P1zP(EDA) ince filmlerin olusturulmasi

Biyomolekiillerin, ¢esitli amaglar dogrultusunda immobilizasyonu i¢in uzun siiredir
kullanilan ve etkinligi artik tartisilmayan yontemlerin basinda, bu tiir molekiillerin
birbirine veya bir tasiyici yiizeye kovalent baglar ile baglanmasini saglayan amino
gruplarinin varligidir. Genellikle bu gruplar, ¢ift tarafli bir capraz baglama ajani ile,
ornegin gluteraldehit ile, birbirlerine aldehit gruplar: iizerinden baglanir ve kovalent

bag yaparak hem dogal yapilarin1 hem de fonksiyonelliklerini koruyabilirler.

Bu dogrultuda, bir biyomolekiilii immobilize edebilmek i¢in, tasiyici yiizeyin plazma
ortaminda modifikasyonu amaglaniyor ise, amino gruplarin iceren ve plazma iglemi
sonucunda yiizeyde amino gruplarinin kullantmina uygun kararli ince filmler
olusturabilen prekiirsorlar secilmektedir [71,89,90]. Bunlarin arasinda diiz karbon
zincirin ucunda amino grubunun bulundugu pentilamin, heptilamin; iki uc¢ta amino
grubunun oldugu etilendiamin, siklik yapida amino grubu igeren aminosiklohekzan
gibi monomerlerin kullanilmasi miimkiindiir [71]. Bu ¢alismada, arastirma grubunun
onceki ¢aligmalarindan tecriibesi oldugu, etilendiamin (EDA) monomeri, QTF c¢atal

ylizeylerinde amino grubu olusturucu prekiirsor olarak se¢ilmistir.

Etilendiamin ile plazma modifikasyonu yapilmadan once, etilendiamin siv1 azot ile
dondurularak monomer besleme {initesine baglanmistir. Sonrasinda monomer besleme

vanasi acgilarak gazsizlastirma islemi (degassing) yapilmistir. Gazsizlastirma islemi
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tamamlandiktan sonra vakum kirilarak reaktdr icerisine alttaslar yerlestirilip basing
tekrar disiiriilmiistiir. Daha sonra oda sicakligina gelmis olan EDA, vakum altinda 15
dakika boyunca reaktore beslenerek reaktoriin i¢i yikanmistir. Yikama islemi
sonlandirildiktan sonra basing 0,15mbar’a diisiirlilerek sistem plazma islemine hazir
hale getirilmistir. Yiizey kaplamasi 6n-kaplamada kullanilan plazma parametreleri ile
gerceklestirilmistir (Tablo 2.1). Plazma modifikasyonu sonrast alttaglar vakum altinda
tutularak enerjik radikaller soniimlendirilmistir. Son olarak, 15 dakika boyunca reaktor

icine argon gazi beslenerek yikama yapilmistir.

Tablo 2.1: Plazma polimerizasyonunda kullanilan kosullar.

Plazma Polimerizasyon Kosullar
Plazma Giicii Bosalim Siiresi
Monomer
(W) (dk)
1
25
5
10
1
50 5
0 Basing:0,15mbar
HEX veya EDA ;
75 5
10
1
100 5
10

2.2.3. Plazma polimerizasyon yontemi ile hazirlanan ince filmlerin

karakterizasyonu

Plazma polimerizasyon islemi ylizeyde nanometreler mertebesinde degisiklik
yapilmasina olanak saglayan ve bu sirada malzemenin y18in 6zelligine etki etmeyen
bir yiizey modifikasyon teknigidir. Karakterizasyon i¢in kullanilan cihazlar plazmanin

bu ozelligi goz Oniinde bulundurularak seg¢ilmistir. Bunun yami sira QTF’in catal
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seklindeki geometrisi bazi analizlerin yapilmasina engel olmaktadir. Bu sebeple, temas
acist Olclimleri elementel icerik bakimindan kuvars ayar ¢atalinin kuvars béliimiine

esdeger olan cam yiizeylerde (lam) gerceklestirilmistir.

2.2.3.1. PlzP(n-Hekzan) ince filmlerin karakterizasyonu

PIzP(n-hekzan) ince filmlerin fiziksel karakterizasyonlarinin temas agis1 6l¢iimleri,
kimyasal karakterizasyonlarin ise ATR-FTIR (Perkin Elmer Spectrum, Ankara,
Tiirkiye) ile gerceklestirilmistir. QTF’lere yapilan her modifikasyon sonrasinda

frekans ol¢limii alinarak rezonans frekanslarindaki degisimler takip edilmistir.

P1zP(n-Hekzan) ince filmlerde temas acisi dl¢iimleri

Temas agis1 Olclimleri malzeme ylizeyinde plazma modifikasyonu sonucunda
degisiklik yapilip yapilamadigi ve yapilan degisim sonucu prekursor kaynakli ylizeyde
yeni polar ve apolar gruplarin olusumu ile ilgili yorum yapabilmemize olanak saglayan
kolay ve hizli bir yontemdir. Temas agis1 Ol¢iimleri yukarida bahsi gecen sonuglarin
takibinin yapilmasinin yanisira belirli periyotlarda temas agis1 6l¢iilerek zamana karsi
temas acisindaki degisim incelenerek olusan ince filmin ‘“aging (yaslanma)”
davraniginin izlenmesi amaciyla da kullanilmigtir. Plazma polimerizasyon teknigi
y1gin yapiy1 etkilemeden nano 6l¢ekte ince bir film kaplamamiza olanak saglasa da
olusan ince filmlerde ¢arpaz baglanma kapasitesi diisiik oldugu takdirde fonksiyonel
hale getirilmis ylizeyin atmosferle etkilesimi sonucunda bir¢ok degisim
olusabilmektedir. Ince filmler atmosferle etkilesime girdikten sonra termodinamik
yasalara gore havanin apolar dogasindan dolay1 apolar gruplar yiizeyde kalirken polar
gruplar ice dogru gémiilmektedir. Bu durum, ancak ince film yiiksek ¢apraz baglanma
kapasitesine sahipse engelenebilmektedir. Plazma polimerizasyonu ile olusan ince
filmlerin de yiiksek ¢apraz baglanma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple, 30 giin boyunca belli araliklarla temas agis1 6l¢iimii (A contact angle analyser,
KSV Instruments, Ankara, Tirkiye) alinarak ince filmlerin kararliliklar1 takip

edilmistir.
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P1zP(n-Hekzan) ince filmlerde ATR-FTIR odl¢iimleri

ATR-FTIR ol¢iimleri, temas agisindaki 6l¢tim zorluklarinda oldugu gibi, geometrik
sebeplerden dolayr lam Tlizerinde gercgeklestirilmistir. ATR-FTIR tekniginin
penetrasyonu cihazin kaynagina bagl olarak yaklasik 1000 nm civarinda olmasindan
dolay1 spektrum, yiizey ve yign ile ilgili bilgi vermektedir. ince film yeterli kalinliga
ulagtiktan sonra her drnekte alttag cam oldugundan penetrasyonun fazla olmasi analiz
bazinda zorluk yaratmamistir. Boylelikle farkli giic ve uygulama siireleri ile iiretilen

filmler ATR-FTIR spekturumu ile kiyaslanabilmistir.

2.2.3.2. PIzP(EDA) ince filmlerin karakterizasyonu

PIzP(EDA) ince filmlerin karakterizasyonlari, PIzP(n-hekzan) ince filmlerde oldugu
gibi, fiziksel yonden temas acisi Ol¢timleri, kimyasal yonden ise ATR-FTIR ile
gerceklestirilmistir. QTF catal yiizeylerine yapilan her modifikasyon sonrasinda

frekans ol¢limii alinarak rezonans frekanslarindaki degisimler takip edilmistir.

PI1zP(EDA) ince filmlerde temas acisi ol¢iimleri

Bu asamada, PlzP(n-hekzan) ile onceden kaplanmis ve On-kaplamasiz ornekler
etilendiamin ile modifiye edilerek fonksiyonel hale getirilmistir. Bu calismada
fonksiyonellestirmeden kasit, ylizeyde amino grubu olusturmaktir. Elde edilen
filmlerin  fiziksel karakterizasyonlari, temas acist Olglimii aracilign ile

gerceklestirilmistir.

Etilendiamin orijinli ince filmlerdeki amino gruplarin varlifindan dolay1 oncelikli
olarak polar grup olusumunun goriilmesi daha sonrasinda ise On-kaplama olarak
kullanilan n-hekzan orijinli ince filmin 6n-kaplamasiz 6rneklere kiyasla yaslanmay1
geciktirmesi beklenmektedir. Bu beklentilerin takibi birincil olarak temas agis1 6l¢iimii

ile yapilmistir.
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P1zP(EDA) ince filmlerde ATR-FTIR ol¢iimleri

Plazma polimerizasyon yontemi ile elde edilen filmlerin kimyasal karakterizasyonlari,

ATR-FTIR teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.

ATR-FTIR o6l¢iimleri temas agisinda oldugu gibi, geometrik sebeplerden dolay1 lam
tizerinde gerceklestirilmistir. ATR-FTIR tekniginin penetrasyonu cihazin kaynagina
bagli olarak yaklasik 1000 nm civarinda olmasindan dolay1 spektrum yiizey ve y1gin
ile ilgili bilgi vermektedir. Ince film yeterli kalinliga ulastiktan sonra her drnekte alttas
cam oldugundan penetrasyonun fazla olmasi analiz bazinda zorluk yaratmamustir.
Boylece, farkli gli¢ ve uygulama siireleri ile iiretilen filmlerdeki amino igerigi ATR-

FTIR spekturumu ile kiyaslanabilmistir.

2.2.4. Plazma kosullar optimize edilen ince filmlerin detayh fiziksel ve kimyasal

karakterizasyonlari

Temas agis1 ve ATR-FTIR analizi yardimiyla optimize edilen plazma kosullar1 daha
sonra yiizey morfolojisi ve ince film kalinlig1 ile igili detayli analiz i¢in atomik kuvvet
mikroskopu (AKM), ince filmlerin detayli kimyasal yapisinin analizi ise x-151n1

fotoelektron spektroskopisi (XPS) kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.4.1 Atomik Kuvvet Mikroskop (AKM) 6l¢iimleri

Atomik kuvvet mikroskopu (AKM) (ez-AFM, NanoMagnetics Instruments, Ankara,
Tiirkiye) optimize edilen kosullarda cam yiizey iizerine iiretilen PlzP(n-hekzan), on-
kaplamali ve dn-kaplamasiz PIzP(EDA) ince filmlerinin topografik profilini analiz
etmek igin kullanilmugtir. Ornek hazirlarken cam yiizeylerin yarisi teflon bant ile
maskelendikten sonra plazma kaplamasi yapilmistir. Kaplanmamis bolge ile
plazmayla modifiye edilen bolge arasindaki yiikseklik farkindan yararlanilarak filmin
kalinlig1 ol¢iilmiistiir. Yiizey analizi tapping modda (kesikli kontak mod) PPP tip ug

ile yapilmistir. Piiriizliiliik ise 5 farkli noktada alinan 6l¢iim sonucu elde edilmistir.
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2.2.4.2. X151 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ol¢iimleri

Temas agisi ve ATR-FTIR sonuglarina goére optimize edilen kosullarda iiretilen
PIzP(n-hekzan), 6n-kaplamali ve 6n-kaplamasiz P1zP(EDA) ince filmlerinin kimyasal
kompozisyonu x-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) (Thermo K-Alpha
monochromatic high performance XPS spectrometer, Ankara, Tiirkiye) ile yapilmistir.
Ince filmler 1x1 cm?’lik cam yiizeylerin iizerine kaplanmistir. Plazma modifikasyonu
yapilmadan dnce cam yiizeyler ii¢ kere etanol ii¢ kere deiyonize su ile temizlenmistir.
XPS teknigi ile ince film ylizeyinde olmasi beklenen C ve N atomlarinin olast bag
yapilar1 incelenmis ve boylelikle plazma polimerizasyonu sonucunda olusan

fonksiyonel gruplar saptanmigtir.

2.2.5. Glutaraldehit ile yiizey aktivasyonu

QTF yiizeylerinin plazma teknigi ile modifiye edilerek PlzP(EDA) ince filmlerinin
olusmast sonucu, yiizeyde olusan amino gruplari kimyasal olarak aktif hale
getirilmistir. Yiizey aktivasyonunun amaci; modifiye edilen yiizeyler iizerindeki
fonksiyonel uclarla anti-fenilalaninin arasinda koprii gorevi gorerek, antikoru yiizeye
biyolojik ajanin dogal yapisina zarar vermeyecek giiclii bir bag ile immobilize

etmektir.

Bu amag dogrultusunda kimyasal aktivasyon ajani olarak capraz bag kapasitesi yiiksek
oldugu bilinen glutaraldehit se¢ilmistir. Fosfat tamponu ¢ozeltisi (Ph:7,4) igerisinde
%2, %5, %10, %20 ve %25 lik derisimlerde glutaraldehit kullanilarak 6rneklerin 5,
10, 15, 30, 60, 120 dakika periyotlar1 ile “daldir-kurut” veya “buharda bekletme”

teknikleri uygulanarak tamamlanmistir.

2.2.6. Antikor (Anti-fenilalanin) immobilizasyonu

Kimyasal aktivasyon asamasinin optimizasyonundan sonra belirlenen Orneklere
oncelikle 10 pL anti-fenilalanin (10 pug/pL) igerisine 30 dakika siire ile QTF 6rnekleri
daldirilmistir. Modifikasyon sirasinda, antikorlarin sadece ¢atallarin u¢ kismina
immobilize edilmesine dikkat edilmistir. Siire sonunda fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)

ile 3 defa yikanarak baglanmamis anti-fenilalaninler yiizeyden uzaklastirilmistir.
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2.2.7. Anti-fenilalanin / L-fenilalanin spesifik etkilesiminin test edilmesi

Oncelikle farkli parametrelerle kaplanan ve anti-fenilalanin ile modifiye edilen
yiizeyler 100mM fenilalanin ¢6zeltisine daldirilarak frekans degisimi gdzlemlenmistir.
En yiiksek degisimi gosteren parametre saptanip daha sonra farkli
konsantrasyonlardaki (1-20 pg/ul) antikorlarla etkilesime sokularak optimum antikor

derisimine ulasilmigtir.

2.2.8. Hazirlanan immiinosensorlerin L-fenilalanin kalibrasyon egrilerinin

hazirlanmasi

Plazma polimerizasyon yontemi ile hazirlanan QTF-tabanli immiinosensorler farkli
miktarda L-fenilalanin igeren ¢ozelti icerisine daldirilarak etkilestirilmistir.
Fenilalanin derisimine karsi QTF immiinosensoriin verdigi cevap, yani frekans

sapmasi grafige gecirilerek kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

2.2.9. Secicilik testi

Tasarlanan immiinosensoriin segiciliginin arastirilmasi i¢in insan viicudunda bulunan
molekiiller secilmistir. Seciciligin anlagilabilmesi i¢in modifiye edilmis QTF’ler
oncelikle 100mM L-fenilalanin ¢ozelti icerisine daldirilmigtir. Daha sonra secicilik
performansinin degerlendirilmesi i¢in QTF’ler ayr1 ayr1 200 mM glikoz ve askorbik
asit ¢cozeltilerine daldirilmistir. Yikama ve kurutma iglemleri gerceklestirildikten sonra

frekans olglimleri yapilarak frekans sapma degerleri hesaplanmustir.
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

Bu calismada fenilketoniiri hastalifinin teshisinde kullanilmak iizere yiiksek
performanslt QTF-tabanli immiinosensdr gelistirilerek, ex-vivo ortamdaki L-fenilalan
diizeyinin 6l¢iilmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, QTF ¢evirici ylizeyleri,
biyomolekiillerin immobilizasyonunda ¢ogunlukla tercih edilen amino gruplarinca
zengin ince filmler ile modifiye edilerek antikor immobilizasyonuna uygun hale
getirilmistir. Biyosensorlerin en temel bileseni olan taniyici yiizeyin olusturulmasi igin
cesitli ylizey modifikasyon yontemleri kullanilmasina ragmen, bu ydntemlerin
arasinda y1gin yapida degisiklik yapmadan angstrém (A) mertebesinde fonksiyonel ve
kararl yiizey kaplamasi yapilmasina elverisli olan plazma polimerizasyon yontemi

siklikla tercih edilmektedir.

Guimond vd. (2010), plazma polimerizasyon yontemiyle iiretilen ince filmlerin
icerdikleri amino grup miktar arttik¢a ylizey enerjisinin dolayisiyla fonksiyonelligin
arttigin1 fakat stabilitesinin zayifladigint belirtmektedir [91]. Bu durum, amino
gruplarinca zengin monomerler kullanilarak {iretilen ince filmlerde kararlilik ve
fonksiyonellik 6zelliklerinin ayn1 anda korunamadigini gostermektedir. Bu nedenle,
bir¢ok ¢alisma grubu tarafindan, birbirinden farkli yaklagimlardan yaralanarak hem
fonksiyonel 6zelliklerini koruyan hem de hava ve sivi ortamlarinda kararlhiligini
koruyabilen ince film eldesi i¢in ¢esitli caligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu yaklagimlardan
en ¢ok kabul goren, amino grup kaynagi monomerin bir hidrokarbon gazi ile farkl
oranlarda karigtirilarak reaktor ortamina beslenmesi ve plazma polimerizasyon
isleminin bu iki monomer karisiminin oldugu ortamda yapilmasidir. Bagka bir
yaklasimda ise, alttas ylizeyinde Oncelikle hidrokarbon orijinli bir monomer
kullanilarak arayiizey olusturulmasi ardindan amino gruplart iceren ince filmin
polimerizasyonu  gerceklestirilmesi  yoluyla film  kararlii@inin  arttirilmast

gerceklestirilmektedir.
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Bu calisma kapsaminda ilk asama olarak, QTF c¢evirici ylizeylere monomer

uygulamasi iki asamada gergeklestirilmis ve bdylece PlzP(n-hekzan) ile kararliligt

arttirilan yiizeyler ikinci asamada amino gruplarinca zengin etilendiamin (EDA)

monomeri ile modifiye edilerek hem fonksiyonel hem de kararli ince filmlerinin

tiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen 6n-kaplamali ve 6n-kaplamasiz filmlerin tek

baslarina ve ayr1 ayr1 kararliliklar1 temas agis1 ve ATR-FTIR analizleri ile belirlenerek

plazma polimerizasyonunda kullanilan islem parametreleri optimize edilmistir.

Doktora tezi kapsaminda gerceklestirilen caligsmaya ait islem basamaklar1 asagidaki

sekilde 6zetlenmektedir:

1.

Ik asamada, QTF cevirici yiizeylere PlzP(n-hekzan) modifikasyonu
uygulanmis ve &n-kaplamali yiizeyler iiretilmistir. Uretilen filmlerin
kimyasal ve fiziksel karakterizasyonlar1 gerceklestirilerek en yiiksek
kararliliga sahip oldugu belirlenen filmlerin iiretiminin gergeklestirildigi

plazma islem parametreleri optimize edilmistir.

2. EDA modifikasyonu isleminde alttas olarak, P1zP(n-hekzan) 6n-kaplamali

ve on-kaplamasiz QTF ¢evirici yiizeyleri kullanilmistir. P1zP(n-hekzan) ile
kararlilig arttirilan film yiizeylerine amino grubu igerigi bakimindan zengin
bir monomer olan EDA farkli bosalim giicii (25, 50, 75 ve 100 W) ve
uygulama siirelerinde (1, 5 ve 10 dk) uygulanarak, arayilizeydeki PlzP(n-
hekzan) On-kaplamalarin fonksiyonel PIzP(EDA) ince filmlerin yiizey
kararliliklar {izerindeki etkisi incelenmistir. QTF yiizeylerinde biiyiitiilen
filmlerin fonksiyonellikleri kimyasal kompozisyonlarinin ATR-FTIR cihaz1
ile EDA filmlerinin yilizey kararliliklar1 ise temas acist oOlgilimleriyle
belirlenmistir. Bu sekilde fonksiyonellik ve kararlilik 6zelliklerini tagidigi
belirlenen ince filmlerin tliretiminde kullanilan plazma islem parametreleri

optimize edilmistir.

. Optimize edilmis plazma parametreleri kullanilarak iiretilen yiizeyler

glutaraldehit ile aktiflestirilmistir. Bu dogrultuda, oncelikle amino ile
aldehit gruplarinin etkilesim siirelerinin (1- 24 s) ve ardindan etkilesim
ortaminin (“daldir-kurut” ve “buharda bekletme”) optimizasyonu yapilarak

aktivasyon islemi maksimum verimle gerceklestirilmeye calisilmigtir. Her
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bir parametrenin etkisi (ylizey amino gruplar: ile glutaraldehit etkilesimi
stiresi, aktivasyon asamasinda kullanilan glutaraldehit derisimi ve etkilesim
yontemi), aktive edilen yiizeylerin SSA ile etkilesimi sonucunda QTF
rezonans frekansinda olusan sapma gozlemlenerek test edilmistir. Bu
asamada ylizey aktivasyonunun SSA proteini ile test edilmesinin sebebi,
proteinin yapisinda bulunan amino gruplarinin aktive ettigimiz ylizeylere
baglanarak frekansta sapmaya neden olmasi, dolayisiyla olusturdugumuz
tantyic1 yiizeyin aktiflik derecesini incelenmesine olanak saglamasidir.
Frekans sapmasinin en yiiksek oldugu parametre, aktivasyon isleminin en
yiiksek seviyede amino grubunun aktiflestirilmesini saglayan parametreler
olarak secilmistir. Boylece, QTF ylizeyleri belirlenen parametreler ile
modifiye edilerek maksimum miktarda anti-fenilalanin immobilizasyonu

icin uygun hale getirilmistir.

. Dordiincili asamada; fonksiyonellestirilip aktive edilen QTF yiizeyleri farkli
sirelerde ve farkli derisimlerdeki antikor, anti-fenilalanin, ile
etkilestirilmistir. Ardindan taniyici yilizey hazirligt tamamlanan QTF
catallari, yiiksek derisimde (100 uM) L-fenilalanin igeren c¢dzeltilerin
icerisinde bekletilerek ceviricinin performansi frekans sapmasina gore
belirlenmigtir. Bu asamada tekrar maksimum sapmanin elde edildigi
parametreler belirlenmigtir. Maksimum sapmanin takip edilmesinin sebebi,
antikor immobilizasyonu sirasinda anti-fenilalaninin L-fenilalanini taniyan
aktif bolgesinin serbestlik miktarin1 belirlemektir. Bu agamanin sonucunda

QTF taniyict yiizeyleri L-fenilalanine spesifik hale getirilmistir.

..Son asamada, yilizey dekorasyonu tamamlanan QTF’ler belirli
derisimlerdeki (1-500 uM) L-fenilalanin ile etkilestirilerek kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir. Daha sonra egri denklemi ¢ikarilarak tasarlanan L-
fenilalanine spesifik biyosensoriin performans parametreleri belirlenmis ve
QTF-bazl kiitle hassas immiinosensoriin tasarimi basari ile tamamlanarak

caligma sonlandirilmistir.
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3.1. Plazma Polimerizasyon Yontemi ile Hazrlanan Ince Filmlerin

Karakterizasyonu

3.1.1. P1zP(n-hekzan) modifiye QTF’lerin karakterizasyonu

Karbon bazli filmler; mekanik, elektriksel ve optik 6zelliklerinden dolay1 biyomedikal
uygulamalar dahil bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle P1zP(n-hekzan) filmlerin
mekanik olarak (termoplastik polimere kiyasla sert ve cizilmeye direngli)
dayanimlarinin yiiksek olmasi bu hidrokarbon bazli ¢oziiciiniin kullanim alanini

genisletmistir.

Plazma polimerizasyon yoOntemi ile olusturulan her bir ince filmin kimyasal
kompozisyonu, kullanilan monomer ¢esidi ve plazma parametreleri (gii¢, uygulama
stiresi ve akis hiz1) ile dogrudan baglantilidir. Plazma modifikasyonu esnasinda
uygulanan giic dogrudan monomerin aktivasyonunu, baglar arasi kirilmayi1 ve
dehidrojenizasyonu etkilemektedir. Plazma polimerizasyon islemi diisiikk glicte
uygulandigr zaman, monomer aktivitesi baskin duruma gecerken, uygulanan giiciin
artirllmasi baglar arasi kirllma ve/veya dehidrojenizasyonun gerceklesmesine sebep
olmaktadir [57-59]. Giiciin degismesine bagli olarak reaktoér ortaminda olusan
radikaller degisimi sonucunda, biiyiitillen filmin bag icerigi ve fonksiyonelligi
degismektedir. Bunun yani sira uygulanan gii¢ az oldugu takdirde elektron ile
monomerin etkilesimi daha uzun zaman alirken, daha yiiksek giic uygulandiginda
birim zamanda molekiillerin ¢arpigma sayilari/olasiliklar1 artarak ayrigsma

reaksiyonunun gerceklesme olasiginin da artmasina sebep olmaktadir.

n-hekzan prekursoriiniin ayrigmasi icin yeterli enerji yukarida da bahsedildigi gibi
plazma reaktorii icerisindeki enerjik halde dolasan elektronlardan saglanmaktadir.
Prekursordeki en zayif bagi kirmaya yetecek enerji sisteme aktarildiginda, ilk olarak
C-C bagmin kirilmas1 beklenmektedir. Fakat, molekiil icerisindeki etkilesimlerden
dolay1 n-hekzan igerisindeki her C-C bag1 ayni enerjiye sahip degildir. Pierce ve ark.
(tarih) ayrisma modelinde de belirttigi gibi C1-C2, C2-C3 ve C3-C3 baglar1 olmak {i¢
farkli kirilma ihtimali bulunmaktadir (Sekil 3.1). Her bir ihtimal sonucunda
olusabilecek radikaller ve ylizeyle radikalin bulusmasi sonucu olusabilecek nétr

molekiiller Tablo 3.1 de detayli olarak verilmistir [92].
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Sekil 3.1: n-hekzan prekursoriinde ilk olarak kirilmasi beklenen C1-C2, C2-C3 ve C3-
C3 baglari.

Tablo 3.1: Plazma polimerizasyonu sirasinda n-hekzanin reaktore beslenmesi sonucu
olusabilecek radikaller ve radikallerin yiizeyle carpistiktan sonra olusturabilecegi notr

molekiiller [92].

C1-C2 C2-C3 C3-C3

CHs + ylizey — CHg4 CoHs + ylizey— CyH4 CsH7+ ylizey—» C3Hg
CsHii + yiizey» CsHiz  CoHs+ ylzey—» CoHo
Cs4Ho + yliizey— CsHio

Bu senaryolarin tamami reaktor icerisinde safsizlik olmadigi durumlar i¢in gegerlidir.
Reaktor icerisinde havadan kaynakl safsizligin oldugu durumda, reaktor igerisindeki
enerjik ortam ¢ok daha cesitli olacagi i¢in, plazma polimerizasyonu sonucu elde

edilecek polimerlerin yapist bahsi gecen ayrisma modelinden farkli olacaktir.

3.1.1.1. n-Hekzan ile modifiye edilen QTF’lerin fiziksel karakterizasyonu

Temas acisi ol¢iimleri

Temas acis1 Olglimleri, plazma polimerizasyon ile yiizey modifikasyonunu ardindan

yiizeydeki degisimi kolay ve hizli olarak anlamamiza olanak saglayan bir tekniktir.

Sivinin damlatildig1 bolgedeki polar veya apolar fonksiyonel gruplarin varligina gore
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yiizeyin 1slanabilirlik davranigi degismektedir. Plazma polimerizasyonu gibi ylizeyde
nanometre mertebesinde degisime sebep olan kaplama teknikleri i¢in bu bilginin elde

edilmesi kilavuz gorevi gormektedir.

Bir alkan olan n-hekzan apolar Ozellik gostermektedir. Plazma etkisi sonucu
gerceklesen ayrisma reaksiyonlarinin sonucunda ¢ogunluklu olarak Tablo 3.1°de de
goriildigi gibi alkan (C1-C2 kirilmast sonucu; metan veya pentan, C2-C3 kirilmasi
sonucu; biitan, C3-C3 kirilmasi sonucu; propan) olusma ihtimali yiiksektir.
Dolayisiyla olusturulacak ince filmin apolar gruplarinin varligindan dolay1 teoride

hidrofobik 6zellik gostermesi beklenmektedir.

Plazma ile modifiye edilmis drneklerin 6lgiimlerine gegmeden dnce plazma islemi
sonrasi kaplama isleminin gerceklestiginin teyit edilmesi ve kaplamanin ylizey
davranisinin anlasilmasi i¢in referans olarak modifiye edilmemis cam Orneklerinin
(lam) temas ag1s1 Olgiilmiistiir ve 30° + 4° (n = 15) olarak hesaplanmistir. Daha sonra,
Tablo 2.1°de verilen bosalim giicii ve uygulama siirelerinde cam ylizeyleri modifiye
edilmis ve sonuclar, temas agist degerlerinin bosalim giicii ve uygulama siiresine bagl
degisimleri cinsinde grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 3.2). Tablo 2.1°de verilen
plazma parametreleri ile iiretilen ince filmlerin tamami cam referans 6rnegine kiyasla
hidrofiliklesme gostererek, teori ile uyumsuz davranig gostermislerdir. Diger bir
deyisle, ylizeyde beklenenden farkli olarak apolar gruplarda bir azalma
gbzlemlenmistir. Bu hidrofiliklesmenin, reaktor icerisinde kalan hava kirliliginden
(oksijen varligi) kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Deneyler sirasinda havadan gelen
kirliligin ontline ge¢mek icin reaktdr ortaminin 15 dakika vakumlamaya ek olarak 15
dakika monomer yikamasi yapilmistir. Bu iki islemin (vakumlama ve monomer
yikamasi) siiresi artirildiginda yiizey hidrofilisitesinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. Bu durumun, plazma sisteminde vakumlama amaciyla kullanilan
mekanik pompanin performansindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Oksijenin O-
O bag enerjisi C-C bag enerjisine kiyasla daha diisiik oldugu i¢in plazma reaktorii
icerisinde hava kalma durumunda n-hekzan kaplamasinin yani sira oksijen ile yiizey
asindirma gerceklesebilir. Ayrica oksijen kaynakli radikallerin yiizeyde olusan n-
hekzan orijinli polimerle etkilesimi sonucunda olusan polar gruplar da ylizeyin

hidrofiliklesmesine sebep olabilir.
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Sekil 3.2: Diisiikk basing RF-plazma sisteminde farkli bosalim giicli ve uygulama

stireleri ile liretilen P1zP(n-hekzan) yiizeylerin temas agis1 dl¢timleri.

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi 25W bosalim giicii-1 dakika uygulama siiresi sabit tutulup
bosalim giicii etkisine bakildiginda, 25W’lik bosalim giicii cam yiizeylerin temas
acisini 11°°ye diisiirdiigii goriilmiistiir. Bu diisiis, oksijen asindirmasi veya yiizeyde —
CO grubu olusumundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Cam yiizeyler bosalim giicii
50W’a yiikseltildiginde 7°, 75 W’a ¢ikarildiginda 13° ve son olarak 100 W’a
ayarlandiginda 12°’lik temas agisina sahiptir. Yukarida bahsedildigi gibi kaplanmamis
15 farkli cam ylizeyde yapilan temas agis1 dl¢limleri sonucunda 4°’lik bir hata pay1
degeri bulunmustur. Bu hata pay1 cam ylizeylerdeki kusurlardan kaynaklanabilecegi
gibi Ol¢lim cihazi kaynakli da olabilecegi kanaati olusmustur. Dolayistyla, bosalim
giiciindeki artis veya azalis sonucu temas agisindaki degisim ~4° oldugundan bu
parametrenin hidrofilisiteyi degistirdigine dair bir yorum yapilamamaktadir. Bu
sonuclara ek olarak, uygulama siiresi degistirildiginde, 25 W bosalim giiciinde iiretilen
ince filmlerin temas acisinda bir degisim gozlemlenmezken, diger bosalim gii¢lerinde
uygulama siiresi arttikca temas agilarinda yilikselme goriilmektedir. Detaylandirilacak
olursa; 50 W bosalim giiciinde uygulama siiresi 1 dakikadan 5 dakikaya ¢ikarildiginda

temas agisinda anlamli bir degisim gozlenmezken, 1 dakika ile 10 dakika arasinda
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yaklagik 8°’lik bir yiikselme gézlemlenmistir. Bosalim giicii 75 W oldugunda, 1 dakika
uygulama siiresi ile iiretilen ince filmlerin temas acist ile 5 dakika ile iiretilenler
kiyaslandiginda 50 W gii¢ altinda tiretilen filmlerde oldugu gibi anlaml bir farklilik
goriilmemistir. Fakat uygulama siiresi 10 dakikaya cikarildiginda temas agis1 17°’ye
yiikselerek, 7°’lik bir hidrofobiklesme gozlemlenmistir. Bosalim giici maksimuma
cikarilarak 100 W bosalim giicline yiikseltildiginde ise 1 dakika uygulama siiresi ile 5
dakika arasinda 5°, 1 ile 10 dakika arasinda 3°’lik bir hidrofobiklesme izlenmistir.

Uretilen ince filmlerin 1. giin sonuglarnin tamamma bakildiginda temas agisi
sonuglari, n(hekzan) prekursorii ile plazma polimerizasyon cam yiizeylerin yiizey
karakteristigini tamamen degistirdigi, fakat plazma polimerizasyon sonucu yiizeyde
olusan fonksiyonel gruplarin bosalim giicli veya uygulama siiresi parametrelerinden
etkilenmedigini gostermektedir. Baz1 parametreler ile elde edilen ince filmlerin temas
acist Olclimleri arasinda farklar goriilse de bu derece diisiik degisimler ince filmin

yiizeyindeki polar/apolar karakterini etkileyecek seviyede dnemli farklar degildir.

P1zP(n-Hekzan) yiizeylerin hava ortamindaki yipranma hiz

Termodinamik yasalar sonucunda gergeklesen “yiizey yeniden yapilanmasi (yiizey
yeniden oryantasyonu)” P1zP(n-hekzan) ince filmlerin karakterizayonu baslig1 altinda
detayli olarak aciklanmigtir. Sekil 3.2°de gosterilen n-hekzan ile plazma
polimerizasyonu sonrasinda elde edilen temas agis1 dl¢iimleri yiizeyin agirlikli olarak
polar gruplardan olustugunu gostermektedir. Bu agiklamalar 1s18inda, iiretilen ince
filmlerin capraz bag kapasitesinin diisiik oldugu durumlarda bahsi gegen yiizey
yeniden yapilanmasinin  gerceklesebilecegi  dolayisiyla zamanla  ylizeyde

hidrofobiklesmenin goriilmesi beklenmektedir.

Sekil 3.3’de bakildiginda n-hekzan kaplamasina sahip ince filmlerin farkli bosalim
giicii ve uygulama siireleri ile modifiye edilen yiizeylerin ilk giin ile otuzuncu giin
arasindaki ylizey karakteristigindeki degisim gosterilmistir. Yukarida da bahsedildigi
gibi bosalim giicli ve uygulama siiresinden bagimsiz olarak elde edilen filmlerin

timiiniin temas acgisinin yaklagik 11° civarlarinda degistigi gozlenmistir. Otuz giin

sonra ise ¢cogu ince filmde ilk giine kiyasla bir hidrofobiklesme gozlemlenmektedir.
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Ozellikle yiiksek bosalim giicii ve uzun uygulama siirelerindeki hidrofobiklesme diger

kosullara kiyasla daha fazla bulunmustur.

Bosalim giicii ve uygulama siiresinin ¢apraz baglanma kapasitesine bir diger deyisle
ince film stabilitesine etkisinin yorumlanabilmesi i¢in yiizeydeki fonksiyonel
gruplarin hava ortaminda zamanla degisimleri gozlemlenmistir (Sekil 3.3). Bu amagla,
otuz giin boyunca periyodik olarak (1, 7, 15 ve 30. giin) temas agilar1 takip edilmistir.
25 W bosalim giicii uygulanan tiim 6rneklerin temas agilart 10° olarak bulunmustur
(n=10). Yedinci giinde, 1 ve 10 dakika uygulama siiresi ile modifiye edilmis ylizeylerin
temas agis1 20°’ye kadar yiikselmis, 5 dakika uygulama siiresinde ise 5° daha
yiikselerek 15°’ye ¢ikmustir. Ince filmlerin 15. giiniinde ise 1 dakika uygulama siiresi
ile iiretilen filmlerin temas agis1 31°’ye yiikselerek camin baz degerine ulasirken, 5 ve
10 dakika siire ile modifiye edilmis drneklerin temas agisi sirastyla 17° ve 22° olarak
bulunmustur. Bu kosullarda tiretilmis filmlerin 7 ile 15. gilinleri arasindaki degigim ~
2° bulunmustur. Bu degisimin, temas agis1 6l¢lim cihazinin ve/veya cam ylizeyindeki
kusurlarindan kaynakli hata payindan (4°) daha az olmasindan dolay1 her iki kosulda,
7 ve 15. giinlerde bir degisimin olmadig diisiiniilmiistiir. 30. giin dl¢limlerinde ise 1
dakika uygulama siiresi ile iiretilen filmlerin ortalama temas agilar1 25° bulunmustur.
Fakat 6rnekler arasi1 farkliliktan kaynaklanan hata pay1 goz 6niinde bulunduruldugunda
15 ile 30. giin arasinda temas agis1 degerinde anlamli bir degisimin olmadig1 yorumu

yapilabilir.

5 ve 10 dakika uygulama siirelerinde iiretilen filmler incelendiginde ise 15 ile 30. giin
olgiimleri arasinda bir fark goriilememistir. Ozet olarak, 25 W bosalim giicii ile iiretilen
filmlerde 1 dakikalik uygulama siiresinin alttag yiizeyinde sadece asindirma kaynakli
bir degisim gerceklestirdigi ya da ince filmin 15. giiniinde degredasyona ugrayarak
yilizeyden uzaklastig1 diistinlilmektedir. Fakat uygulama siiresi artirildik¢a filmlerin ilk
bir hafta yeniden yapilanmaya ugradig1 daha sonra ise oldukga stabil olarak 30. giine

kadar alttas lizerinde kaldig1 gozlemlenmistir.

Bosalim giicii 50 W olarak ayarlandiginda, 25 W’tan farkli olarak uygulama siiresi
arttirilldikca ilk giin Slgiilen temas agilarinin da arttigi gézlemlenmistir. Fakat hata

paylar1 dikkate alindiginda 6zellikle 5 dakika uygulama siiresi ile tiretilen 6rnekler arasi
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bir dalgalanma gozlemlendigi bu sebeple bu artisin anlamli olmadigi kanaatine
vartlmistir. 1 dakika uygulama siiresi ile iiretilen ince filmlerin 7. giin 6lglimlerine
bakildiginda ilk giin 7° olan Ornekler yaklasik 8° yiikselerek 15° olmustur. 5 dakika
uygulama siiresi ile lretilen 6rnekler 20°’ye, 10 dakika ile iiretilenler ise 24°’ye
yiikselmistir. 15. Giinde 1 ve 10 dakika uygulama siiresi ile tretilenler degismeden
kalirken, 5 dakika uygulama siiresinde tretilen filmlerde yaklasik 7°°lik bir diisiis

gbzlemlenmistir.

Fakat yukarida da belirtildigi iizere, ornekler arasi dalgalanmanin 50W-5 dakika
plazma parametresi ile iretilen filmlerin temas acisim1 digerlerine kiyasla
yiikseltmesinden dolay1, bu parametrede 7. ile 15. giinler arasindaki degisimle ilgili
yorum yapilamamistir. Ince filmlerin 30. giin analizlerine gelindiginde, 10 dakika
uygulama siiresi ile iiretilenlerin 30° modifiye edilmemis camin temas acgisina ulastigi
fakat 1 dakikada {iretilen filmlerin temas agisinin 3° artarak 17°’ye yiikseldigi
goriilmiistiir. Bu yiikselisin cihazin hata paymdan kaynakli oldugu goz Oniinde
bulundurularak, degisim olmadig1 kanaatine varilmugtir. Ozet olarak, 5 dakika
uygulama siiresinde {iretilen filmlerin tekrarlanabilirliginde bir problem oldugu
goriilmiis ve bu nedenle bu bosalim giiclinde en stabil kalan 6rnegin 1 dakika

uygulama siiresi ile iiretilen filmler olarak belirlenmistir.

Genel olarak grafik egilimlerine bakildiginda biitliin bosalim giicleri arasindan 75 W
ile iretilen filmlerin 30 giin boyunca daha stabil oldugu goriilmistiir. Analizler
detaylandirildiginda, 6l¢iimlerin ilk giiniinde 1 ve 5 dakika uygulama siiresi ile tiretilen
orneklerin temas agis1 yaklasik 10° civarinda, 10 dakika uygulama siiresi ile iiretilen
filmlerin temas agis1 ise 17° olarak bulunmustur. 50 W bosalim giiciinde oldugu gibi
5 dakika 6rneklerinin hata pay1 diger 6rneklere kiyasla fazla bulunmustur. Bu nedenle,
75 W-1 dk plazma parametreleri ile iiretilen filmlerin 75 W-10 dk 6rneklerine kiyasla
daha hidrofilik oldugu sdylenebilirken, 5 ile 10 dakika uygulama siirelerinde iiretilmis
ince filmlerle ilgili bu tarz bir karsilastirma yapilamamistir. 7. giin analizlerine
bakildiginda 1 dakika plazma uygulama siiresinde iiretilen filmlerin temas agisi
yaklagik 5° artarak 17° yi bulurken 5 ve 10 dakika siire ile iiretilen filmlerin temas
acis1 22°’ye yiikselmigtir. Sonrasinda biitiin ince filmlerin temas agilar1 ~20°’de

sabitlenerek 30. giline kadar sabit kalmistir.
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Kullanilan cihazin uygulanabilir en yiiksek bosalim giicii olan 100 W’ta, ilk olarak
grafiklerdeki biiyiik hata paylar1 dikkat ¢ekmektedir. 100 W bosalim giicii ile iiretilen
tiim filmlerin tekrarlanabilirliginde biiyiik bir problem oldugu acik¢a goriilmektedir.

Bu sebeple bu parametreler dogrudan elenmistir.

Fiziksel karakterizasyon sonucuna gore biitlin plazma kosullar1 gbz Oniinde
bulunduruldugunda en kararli ince filmlerin 75 W bosalim giicii ile elde edildigi
gozlemlenmektedir. 75 W bosalim giicii ile iiretilmis 6rneklere bakildiginda ise tekrar
edilebilirligi en yiiksek Orneklerin 75 W-10 dk plazma kosullart ile iiretildigi

goriilmektedir.

3.1.1.2. PlzP(n-Hekzan) ince filmlerin kimyasal karakterizasyonu

Plazma polimerizasyonu, icerikte de siklikla bahsedildigi gibi alttas yiizeyine A
mertebesinde modifikasyon yaparak malzeme 6zelliklerini yeniden yapilandirmaya
olanak saglayan bir tekniktir. Bu 6zellik kiitle hassas ¢eviriciler i¢in avantaj olsa da
karakterizasyon yontemleri agisindan problem yaratmaktadir. Bu sebeple, nerdeyse 1
mikron penetrasyon derinligine sahip ATR-FTIR ile kimyasal analizin saglikl1 olarak
yapilabilmesi i¢in uygulama siiresi 50 dakikaya kadar uzatilmistir. Bdoyle bir
uygulamanin yapilmasinin gerekgesi; plazma tekniginde uygulama siiresi arttikga film
kalinliginin artmasi dolayistyla plazma kaynakli degisimlerin bu teknik ile

algilanmasinin saglanmasidir.

FTIR-ATR o6l¢iim sonuglari

FTIR-ATR malzemenin kimyasal yapist ile ilgili bilgi veren etkili bir kimyasal analiz
yontemidir. Analiz sonucu elde edilen spektrumdaki pikler, plazma polimerizasyonu
sonrasinda olusan degisimlerle ilgili yorum yapabilmemize olanak saglamaktadir.
Plazma polimerizasyon yontemi ile n-hekzan modifikasyonu yapildiginda teoride
ortamda, C1/C2 bagmin kirilmas: sonucu metan ve/veya pentan, C2/C3 baginin
kirilmasi durumunda etilen, asetilen ve/veya biitan, C3/C3 kiriliminda ise sadece
propan olusacagi ongoriilmektedir. Fakat verilen gli¢ C-H bagin1 da kirmaya yetecek
seviyeye ulastiginda olusacak kaotik ortamdaki radikal ve ylizeyde olusacak notr

molekiillerle ilgili yorum yapilamamaktadir. Ayrica, temas agist sonuglarinin
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tamaminin hidrofilik olmasi dolayisiyla reaktor igerisindeki hava kaynakli kirlilikte
g6z onilinden bulunduruldugunda teoride olusacak molekiillerin yani sira oksijen

icerikli gruplarinda spekturumda goriilmesi beklenmektedir.

Bir diger dikkat edilmesi gereken nokta ise plazma teknigi ile elde edilen polimerlerin
spekturumlarinin kimyasal yontemlerle iiretilenlerden pik siddeti bazinda farklilik
gostermesidir. Plazma ile tiretilen polimerlerin pikleri kimyasal yontemle tiretilenlere
kiyasla daha kiigiik ve genistir.

Sekil 3.5’te diisiik basing RF-plazma sisteminde, 25 Watt bosalim giicii uygulanarak
elde edilen filmlerdeki pikler goriilmektedir. Uygulama siiresi kisaldik¢a pik
siddetlerinde gozle goriiliir bir diisiis gozlemlenmektedir. Bu sebeple daha gilivenilir
bir analiz yapilabilmesi i¢in karakterizasyon en yiiksek uygulama siiresi lizerinden
yurlitiilmistiir. Spektruma bakildiginda C-H gerilme titresimi sonucu 2951, 2913 ve
2868 cm!’de, C-H biikiilmesi sonucu 1455 cm™'de pikler gozlemlenmistir. 2951 cm®
"de beliren pikin kaynag: asetilen disinda teoride bekledigimiz herhangi bir alkan
veya alkenden kaynaklanabilir. Bunun sebebi pentan, butan ve propanin 3000-2850
cm!, metanin 3170-2890 cm! ve son solarak etilenin 3175-2945 cm™! araliginda
goriilmesidir. Yipranma sonucu olusabilecek olasi iirlinlerin ¢cogunun ¢akigmasit C-H
biikiilmesine bakarak yiizeyde olusan filmle ilgili bir azaltmayla sonuca gidebilmemizi
onlemektedir. Fakat spekturumda 1662 cm™’de gelen C=C gerilme piki yiizeyde bir
alkenin olabilecegine dolayistyla C2/C3 baginda kirilma oldugu ihtimalini

giiclendirmektedir.

Bunlara ek olarak, temas agist dl¢iimiinde de bahsedilen oksijen safsizligi kaynakli
oksijen igeren —OH grubu olusumu 3337 cm’de, C-O olusumu ise 1278 cm''de

gbzlemlenmistir.

50 Watt ve 75 watt bosalim giiciinde, bosalim siiresinin filmin molekiiler yapisina
etkisi ise Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de verilmistir. Spektrumlarda 2951, 2913 ve 2868 cm-
! de C-H gerilme titresimi ve 1455 cm™! ise C-H biikiilme pikler gézlemlenmistir. 25W
bosalim giiciindeki gibi 3337 cm! ve 1278 cm!”de -OH ve -CO gruplarindan kaynakli
pikler goriilmektedir. Acik¢a goriildiigli gibi uygulama siiresi arttikca 25W bosalim

giiclinde de goriilen pikler 50 ve 75 W bosalim giiclerinde de goézlemlenmistir.
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Dolayisiyla, bosalim giiciiniin artirilmasinin yiizey kimyasinda kimyasal bazda bir

degisime sebep olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.5: Diisilik basing RF-plazma sisteminde 25W bosalim giiciinde elde edilen

filmin spekturumu.
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Sekil 3.6: Diisiik basing RF-plazma sisteminde S0W bosalim giiciinde elde edilen

filmin spekturumu.

68



[75W-50min-Hex-1stday] M_/\—\m

.—..--"""-’

[75W-40min-Hex-1stday]
[75W-30min-Hex-1stday]

[75W-10min-Hex-1stday] N /\\/\\\
— S N
[75W-5min-Hex-1stday] P

Lt |

[75W-1min-Hex-1stday]| ;]lﬂﬂ__,———_h_/\/\\

Absorbance

I T 1 ' 1 ' I ' 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber(cm-1)

Sekil 3.7: Diisiik basing RF-plazma sisteminde 75W bosalim giiciinde elde edilen

filmin spekturumu.

Frekans olciimleri

Karakterizasyon iglemleri ve frekans 6l¢iimii i¢in her modifikasyon iglemi 6ncesinde
reaktor icerisine cam ve QTF alttaglar es zamanli olarak yerlestirilmistir. Farkli
bosalim giicii ve uygulama siireleri ile liretilen QTF 6rneklerinin kaplama sonrasindaki

frekans degisimi Tablo 3.2°de verilmistir.

Frekans degisimlerine bakildiginda degisim seviyelerinin tamaminin 0,6 Hz’lik hata
payt igerisinde oldugu goriilmiistiir. Bu durum yapilan modifikasyonun birkag
nanometre olmasindan dolay1 frekansta sapmaya sebep olmadigini gdstermistir.
Ayrica, plazma modifikasyonunun QTF’in ¢alisma mekanizmasina herhangi bir zarar

vermedigi de goriilmiistiir.
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Tablo 3.2: Farkli bosalim giicii ve uygulama siireleri ile modifiye edilmis QTF

orneklerinin frekans degisimleri (n=3).

Bosalim Uygulama Frekans Bosalm Uygulama Frekans
giicil Siiresi Degisimi giicil Siiresi Degisimi
(W) (dk) (Hz) (W) (dk) (Hz)
1 0,6 1 0,5
25 5 0,2 5 0,5
10 0.2 7 10 0.2
1 0,6 1 0
50 5 0,1 100 5 0,4
10 0,2 10 0,6

XPS ol¢iim sonuclar:

n-hekzan ince filmin temas agis1 dl¢limleri ve ATR-FTIR spektra sonuglarina gore, her
parametrenin karakterizasyon sonuclarmin yakin ¢ikmasi optimizasyonun stabilite
sonuclar1 (yaslanma hizi) iizerinden yapilmasina sebep olmustur. Yaslanma hizi
caligmalarina gore segilen en iyi uygulama kosullarinda (75W-10dk) iiretilen filmin
XPS analizi yapilarak yiizey kimyas1 belirlenmistir. C elementinin yiiksek

coziiniirliklii XPS spektrumu Sekil 3.8’de gosterilmistir.

C-1s’in dekonvoliisyon pikleri, 290,04, 288,44 ve 286,10 eV olmak iizere ii¢ bilesene
ayrilmustir. 290,04 eV dekonvoliisyon piki COOH gubunun varligini isaret etmektedir.
288,44 eV de beliren pik karbonil gubunun varligin1 gosterirken (C=0-), 286,10 eV
bolgesinde gdzlemlenen pik COC/COH gruplarina isaret etmektedir. Piklerde goriilen
oksijen icerikli gruplarin varligi reaktor icerisindeki hava kaynakli kirliligin oldugunu
onaylamaktadir. Bunun yanisira XPS sonuglarinda gézlemlenen polar gruplar, plazma
modifikasyonu sonrasinda gerceklesen hidrofiliklesme davraniginin sebebini de
aciklamaktadir. Ek olarak, tahmin edildigi gibi n-hekzan ince filmlerin XPS 6l¢iimleri

sirasinda azot elementine rastlanmamustir.
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Sekil 3.8: Karbon elementinin XPS sonucu.

Fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlar sonucunda PlzP(n-hekzan) ile yiizey
modifikasyon islemi tamamlanan yiizeyler bir sonraki asama olan biyomolekiil
immobilizasyonu i¢in yiizeyin amino gruplar1 ile dekore edilmesi bdliimiine
gecilmistir. Bu bdliimde amino grubu kaynagi olan etilendiamin monomer olarak
secilmis ve plazma polimerizasyonu isleminde kullanilmistir. P1zP(n-hekzan) on-
kaplama isleminin etilendiamin ile {iretilen ince filmlere etkisinin incelenmesi i¢in 6n-
kaplamasiz P1zP(EDA) ile modifiye edilmis cam yiizeylerle kiyaslanmistir. Elde
edilen filmlerin tamaminin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu kiyaslanarak en

kararli ve fonksiyonel ince filmler secilmistir.

3.1.2. PIzP(EDA) ince filmlerin karakterizasyonu

3.1.2.1. PIzP(EDA) ince filmlerin fiziksel karakterizasyonu

Bu asamadan sonra deneyler 6rneklerin Tablo 2.1°de ki plazma parametreleri ile 6n-

kaplamasiz ve On-kaplamali yiizeylerin PlzP(EDA) modifiye edilmesi {izerinden

devam etmistir.
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3.1.2.2. Temas agis1 ol¢iimleri

Etilendiamin birim molekiilde iki amino gruba sahip bir amin bilesigidir.
Etilendiaminin yapisina ve molekiiliin icerisindeki bag enerjilerine baktigimizda ilk
zaylf bagin C-N bagi oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla, esik enerjinin sisteme
aktarilmasi durumunda bu bag kirilarak eNH; radikallerinin reaktér atmosferinde
olusmas1 beklenmektedir. Bdylelikle olusturulacak ince filmin, polar gruplarin
varligindan dolay1r teoride hidrofilik ozellik gostermesi beklenmektedir. Bu
senaryonun yanisira temas agisindaki diisiis ylizeyde amino grubun olusmasindan
kaynaklanabilecegi gibi 6nceki durumda da karsilagtigimiz gibi reaktor igerisindeki
hava kirliligi kaynakli oksijen asindirmasindan da kaynaklanabilir. Oksijen asindirma
islemi n-hekzan ile modifikasyon asamasinda ciddi problem yaratmasa da bu asamada
amino gruplarin aktifligini kaybetmesine sebep olabileceginden sikint1 yaratmaktadir.
Bu nedenle, bu monomer i¢in temas agis1 Ol¢iimii bazli yorum yapmak

yaniltabileceginden kimyasal analizle kesinlikle dogrulanmas1 gerekmektedir.

Plazma modifikasyon tekniklerinde genellikle plazma polimerinin alttastan bagimsiz
olarak her tiirlii yiizeye kaplanabilecegi kabul edilmektedir. Fakat kaplama islemi,
plazma fazindaki tiirlerle alttagin iist katmani ve kimyasal yapisi arasindaki etkilesime
baghdir. Bahsi gegen etkilesimin olmadigi durumda plazma polimeri yiizeye
yapisamayacagindan  kaplama islemi gerceklesemez. Bu durum plazma
polimerizasyon sirasinda alttas ile plazma polimeri arasindaki etkilesimin tahmin
edilememesi ve olusabilecek etkileri bilinememesinden dolayr g6z Oniinde
bulundurulmaktadir [76]. Bu ¢aligma biyomolekiil immobilizasyonu i¢in fonksiyonel
yiizey hazirlanmasina olanak saglamasinin yani sira ayrica etilendiamin orijinli ince
filmin silikon dioksit ve hidrokarbon bazli yiizeylere karst gosterdigi afinite

incelenmistir.

Sekil 3.9 ve Sekil 3.10, sirastyla 6n-kaplamasiz P1zP(EDA) ve n-hekzan 6n-kaplamali
PIzP(EDA) modifiye edilmis ylizeylerin plazma parametrelerine karsi temas agisi
olgiimlerini vermektedir. On-kaplamasiz direk cam yiizeylere etilendiamin plazma
modifikasyonu uygulandiginda, plazma parametrelerinden bagimsiz olarak tiim temas
acist Ol¢iimleri 30° olan baz temas agisindan diisiik Sl¢iilmiistiir (Sekil 3.9). Detayl

inceleme i¢in uygulama siiresi 1 dakikada sabit tutup bosalim giicii degistirilerek
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giiclin etkisine bakildiginda, 25W’lik bosalim giicli cam ylizeylerin temas agisini
17°ye diisiirdiigii goriilmiistiir. Bosalim giicii S0W’a yiikseltiginde temas acis1 21°°e
yiikselmistir. Gli¢ 75W iken 17°, 100W’a ayarlandiginda ise 18° bulunmustur. Genel

olarak baktigimizda drnekler arasinda anlamli bir fark gozlemlenememistir.

Uygulama siiresinin etkisi incelendiginde, 25W-1dk’da ylizeyler 17° iken siire 5
dakikaya cikarildiginda 5° artarak 22, 10 dakikaya ytikseltildiginde ise tekrar 22°
Ol¢lilmiistiir. Bu sonuglara gore, 25 W bosalim giiciinde uygulama siiresi artiginin
temas agisina anlamli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bosalim giicii S0W’ta sabit
tutulup plazma 1 dakika siirede uygulandiginda 21° olan temas agis1 degistirilip 5 veya
10 dakikaya artirildiginda 20° olarak olciilmiistiir. 75 W ve 100 W 6rnekleri de 50 W

gibi uygulama siiresinden bagimsiz olarak yaklasik 17° dlctilmiistiir.

n(hekzan) on-kaplamali PlzP(EDA) yiizeylerin temas agilarinin bosalim giicli ve
uygulama siiresine gére degisimi Sekil 3.10’da gosterilmistir. Oncelikle uygulama
stiresi 1 dakika’da sabit tutulup bosalim giicii degisiminden kaynakli ylizey
karakteristigindeki farklilasma incelendiginde, tiim bosalim giiclerinde superhidrofilik
yiizeylerin elde edildigi ve bosalim giicii degisiminin anlamli bir farklilagmaya sebep
olmadig1 goriilmiistiir. Uygulama siiresinin etkisine bakildiginda 6n-kaplamasiz
orneklere kiyasla bazi parametrelerde farklilasmalar gézlemlenmistir. Ornegin, 25W-
10dk ile modifiye edilmis yiizeyin temas agis1 25W-1 ve 5 dakika yiizeylerinden farkli
olarak 11° Oolgilmistir. 75W-10dk ile modifiye edilmis yiizeyler ise biitiin
parametreler arasindaki en yiiksek aciy1 vererek 20° dlciilmiistiir. Son olarak 100W-
1dk ile iiretilen ince filmlerin temas agis1 7° iken, uygulama siiresi 5 dakikaya
artirildiginda 15° ye yiikselmistir. Uygulama siiresi 5 dakika daha uzatilarak 10

dakikaya cikarildiginda temas agist yine 15° l¢tilmiistiir.

Yukarida on-kaplamali ve On-kaplamasiz PIzP(EDA) orneklerinin ilk giin temas
acilar1 detayli olarak incelenmistir. Genel olarak On-kaplamali ve 6n-kaplamasiz
orneklerin temas acilar1 karsilastiginda ise 6n-kaplamali 6rneklerin ¢ok daha fazla
hidrofiliklestigi goriilmiistiir. Bu durum etilendiaminin plazma formuna getirilmesi
sonucu olusan radikallerin hidrokarbon bazl ylizeylerle etkilesiminin silikon dioksit

ylizeylere kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.9: Diisiik basing RF-plazma sisteminde farkli bosalim giicli ve uygulama

stireleri ile liretilen 6n-kaplamasiz PIzP(EDA) yiizeylerin temas agis1 dl¢timleri.
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Sekil 3.10: Diisiik basing RF-plazma sisteminde farkli bosalim giici ve uygulama

stireleri ile n(hekzan) 6n-kaplamali P1IzZP(EDA) yiizeylerin temas agis1 dlgiimleri.
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3.2.  QTF Yiizeylere On-Kaplamanin Etkisi

3.2.1. PIzP(EDA) modifiye 6n-kaplamasiz yiizeylerin hava ortamindaki yipranma

hi1z1 ¢alismalar

Termodinamik yasalar dogrultusunda gerceklesen “yiizeyin yeniden yapilanmasi
(ylizey yeniden oryantasyonu)”, diisiik capraz baglanmaya sahip ince filmlerde yapisal
degisim gdzlenmesine neden olabilir. Yeniden oryantasyona ek olarak azot ve oksijen
gibi heteroatomlar iceren plazma polimerlerinde post-plazma oksidasyon etkisinde
reaksiyon zincirleri etkin hale gelmektedir [93]. Sonug olarak, plazma polimerizasyon
sonucu elde edilen bir filmin farkli gilinlerdeki davranmisinin incelenmesi 6zellikle,
amino grubu iceren ince filmlerde ekstra nem tagimaktadir. Doktora tez ¢aligmasinin
ikinci agsamasinda 6n kaplamali ve 6n-kaplamasiz QTF yiizeyler, amino grubu iceren
EDA monomeriyle modifiye edildiginden, diisiik capraz baglanmaya sahip ince
filmlerin hava ve sivi ortamdaki olast yapisal degisimleri 30 giin siiresince takip

edilmistir.

Sekil 3.11°de 6n-kaplamasiz yiizeylere farkli bosalim gii¢ ve uygulama siirelerinde
PIzP(EDA) ile kaplanmis yiizeylerin ilk ve otuzuncu giinlerinde alinan temas agisi
ol¢lim sonuglar1 verilmistir. Boylece, ince filmin hava ile temasi sonucu yiizeyde
olusan degisimler izlenmistir. Bolim 3.1.2.2°de detayli olarak bahsedildigi gibi
bosalim giici ve uygulama siiresi degistirildiginde temas acist Olglimlerinde
cogunlukla anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Filmlerin hava ortaminda
gecirdikleri otuzuncu giin sonunda ise; 50 W-5 dk, 75 W-10 dk, 100 W-5 dk ve 100
W-10 dk parametrelerinde iiretilen ince filmlerin disindaki tiim filmlerin temas
acilarinda ciddi seviyede artis gozlemlenmistir. Bu sonug, yukarida belirtilen
parametreler digindaki tiim parametrelerde iretilen filmlerin 30 giin sonucunda

hidrofobiklestigini gostermektedir.

Bahsi gecen temas agis1 degisimleri farkli periyotlarda (1-30 giin) takip edilerek Sekil
3.12°de daha detayl olarak incelenmistir.

75



"LIR[SNUOS WNJ[Q ISIS. SBW) UNS NOUNZNnjo J1e QULI[W]LJ

oour yad (q) ‘Hrednuos wndjo I1s1de sewd) uns 1ouLIq e QULI[W(I} dul YH (8) ‘HIe[dnuos wnd[Q I1SIde Sewd) JIe QULI[W[L 90Ul VAH :11°€ [PPS

0000 =—
0000 ==
4 Lo}
000 - L Ok nors
~ > rm
00'0b ‘m—m 00’04 LG .M
2 ol
2 . [ s
00'sH w4 00'st . ‘omw
E L +0¢ @
|7 g £
00'02 // ‘nNm 00'0Z 2§
\ 3 =
: L ; 00'sZ
00'sZ
\/ o L0
o00'0¢ 00'0¢ p
N o -
o0'se : 00's¢ f.
| or ov
o0'oy | 00’0y

(@ (®)

76



Bir dakika uygulama siiresinde 25 W gii¢ uygulanarak {iretilen filmlerin temas agisi
ortalama 17° olarak bulunmustur. Ince filmlerin yedinci giiniinde ise, tiim temas ag1si
ortalama 22°’ye yiikselmistir. 30. giine gelindiginde filmlerin temas agilarinda anlaml
bir degisim gozlemlenmemistir. Uygulama siiresi 5 dakika (bosalim giicii 25W’ta sabit
tutulmustur) c¢ikarildiginda ise temas agilar1 ortalama 22°’de sabitlenmis ve 30 giin
boyunca degismeden stabil olarak kalmistir. Fakat plazma modifikasyon siiresi 10
dakikaya artirildiginda, 1. giin temas agilari ortalama 22° olan film, 7. giinde 30°, 15.
giinde 37°’ ye yiikselmis ve son olarak 30. giiniinde 35°° ye diiserek dalgalanma
egilimi gostermistir. Bosalim giicii 50 W’a c¢ikarilip 1, 5 ve 10 dakika siire ile
modifikasyon gerceklestirildiginde filmlerin temas agilar1 ortalama 21° civarinda
Ol¢lilmiistiir. 50 W bosalim giiciinde 1 dakika siire ile modifiye edilen yiizeylerin 7.
giinde temas acilar1 ortalama 32°’ye yiikselmistir. 15. giinlerde ise 27°’ye diisen temas
acist degeri 30. glinde sabit kalmistir. 50 W bosalim giicii altinda uygulama siiresi 5
dakikaya ¢ikarildiginda temas acis1 yukarida bahsedildigi gibi sabit kalarak ortalama
21° olarak ®&lgiilmiistiir. Uretilen filmin 7. giindeki temas agilari ortalama 25°
Ol¢iilmiistiir. 15. glin 61¢iimlerinde ise hizl1 bir hidrofobiklesme sonucu ortalama temas
acilart 38°’ye yiikselmistir. Uygulama siiresi en son parametre olarak secilen 10
dakikaya ¢ikarildiginda ise yine temas acilari sabit kalarak ortalama 21° dl¢iilmiistiir.
Filmlerin 7. giin temas agilar1 ortalama 26°, 15. ve 30. gilinlerde ise 30° 6l¢iilmiistiir.
75 W giic uygulanan Orneklerin ise 1. giin temas agilar1 ortalama 17° olarak
Ol¢lilmiistlir. Birinci giin dl¢limleri biitlin uygulama siirelerinde ayni olsa da farkl
stirelerinde tiretileen her filmin zamanla ylizey karakteristiginde gézlemlenen degisim
egilimi farklidir. 75 W-1 dk plazma parametresi kullanilarak iiretilen filmin 7. gliniinde
temas agis1 24°’ye ¢ikmig ve 7. giinden sonra 30. giine kadar degismeden kalmistir.
Uygulama siiresi 5 dakikaya ¢ikarildiginda ise 1 dakikada tiretilen film gibi 7. giin
temas agilar1 ortalama 24° civarinda dl¢iilmiistiir. Fakat, 15. Giinde temeas acilari
ortalama 30°’ye yiikselmis ve 30. giine kadar sabit kalmistir. Siire 10 dakikaya
cikarildiginda ise; 7. giin temas agis1 30° Ol¢iilmiis, 15. ve 30. giinlerde temas
acilarinda bir degisim gozlemlenmemistir. Uygulama siiresi 5 dakikaya ¢ikarildiginda
ise 7. giin temas agcilar1 ortalama 22° Slgiilmiis ve bu deger 30. Giine kadar sabit
kalmistir. Son olarak, 75 W-10 dk plazma parametreleri ile iiretilen filmlerin 30 giin

boyunca temas ag¢1 degerleri degisim gostermemistir.
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Analiz sonuglari, 6n-kaplamasiz QTF cevirici ylizeylerine modifiye edilen PIzZP(EDA)
ince filmlerin yiizeylerindeki polar gruplarin birgogunun yiizey yeniden yapilanmasi
ya da post-plazma oksidasyon reaksiyonu sonucunda degisime ugradigini, boylece

yiizeyde hizli bir baz temas agisina yaklagma trendi oldugunu gostermektedir.

3.2.2. PIzP(n-Hekzan) modifikasyonun (6n-kaplama) PIzP(EDA) ince filminin

hava ortamindaki yipranma hizina etkisi

Sekil 3.13’de n(hekzan) On-kaplamali ylizeylere farkli bosalim gii¢ ve uygulama
stirelerinde PIzZP(EDA) uygulanmis ylizeylerin ilk ve otuzuncu giinlerdeki temas agis1
Ol¢iim sonuglar1 verilmistir. Genel trende bakildiginda 50 ve 75 W ile iiretilen filmler
disindaki tiim filmlerde zamanla hidrofobiklesme goriilmiistiir. Bahsi gecen degisimler
1-30 giin boyunca takip edilmis, ince filmlerin yiizey polaritelerindeki degisimler Sekil
3.14°te gosterilmistir. 25 W ile liretilmis plazmanin 1 dakika boyunca uygulanmasi
sonucu elde edilen ilk giine ait temas agis1 ortalama 3° olarak Ol¢lilmiistiir. Filmlerin
hava ile temasinin 7. giiniinde, ag1 ortalama 6°, 15. glinde ortalama 10° ve son olarak
30. giinde ortalama 9° olarak Ol¢lilmiistiir. Uygulama siiresi 1 dk’ dan 5 dk’ ya
yiikseltildiginde, 1. glin temas agis1 ortalama 3° olan yiizeyler, 7. gilinlerinde 8°, 15.
giinde 8° ve son olarak 30. giinde 11° olarak 6l¢iilmiistiir. Son olarak 25 W-10 dk
plazma parametreleri ile liretilen ince filmlerin 1. giin temas acis1 ortalama 11° olarak
Ol¢lilmiistiir. Filmlerin hava ile temasinin 7. giiniinde ylizey karakteristigi sabit kalmis
ve ortalama 11° olarak &l¢iilmiistiir. Ince filmlerin 15. giinlerinde ise temas agilarinda
ortalama 9°’lik bir artis gercekleserek yiizey islanabilirligi 20°’ye yiikselmis, 30.
giinde ise 15°°ye diigmiistiir. Ozet olarak, 25 W bosalim giicii tiim uygulama
stirelerinde 6n-kaplama sonrasi baz temas acis1 olan 17°’den daha diisiik bulunmustur.
Kararlilik bazinda degerlendirirsek, 25 W-10 dk parametrelerinde {iretilen filmler
hari¢ diger tim Orneklerin kararli olduklar1 belirlenmistir. Bogsalim giicii 50 W’a
artirildiginda 1 dakika plazma uygulamasi sonucunda iiretilen filmlerin 1. giin temas
acilar1 ortalama 6° dl¢iilmiistiir. Bu filmlerin hava ile temasinin 7. giiniinde temas agis1
12°’ye yiikselmis ve 30. giine kadar sabit kalmistir. Uygulama siiresi 5 dakikaya
artirlldiginda ilk ve 7. giin temas agilar1 ortalama 6° 6l¢iilmiistiir. Buna karsin bahsi
gecen ince filmler, 15. giinde hizli bir yapisal degisim gostermis vetemas agilari
ortalama 22°’ye yiikselmis, 30. giinde ise ortalama 17°’ye diismiistiir. 50 W-10 dk

orneklerinde ise 1. giin temas agilarinin ortalamasi 5°’dir. Filmlerin 7. giinde 5°’lik,
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15. giinde ise yine 5°’lik bir hidrofobiklesme gozlemlenmistir ve 30. giine kadar 15.
giindeki temas ac1 degeri sabit kalmistir. Bu durum, bu filmlerin 15 ile 30 giin arasinda
kalan 15 giinliik siiregte 15°°de kaldigimi gostermektedir. Bosalim giicii 75 W’a
yiikseltildiginde 1 dakikalik uygulama siiresi, baz temas agisin1 11° diigiirmiis ve
boylece ortalama 6° olarak Slgiilmiistiir. Filmlerin 7 ve 15. giinlerinde temas agilar1
sabit kalarak ortalama 11° Olg¢llmiistir. 30. giinde ise film yiizeyler tekrar
hidrofilikleserek temas agisin1 4°’ye diisiirmiistiir. Ayn1 gii¢ ile iiretilen plazmanin 5
dakika siire ile uygulanmasi sonucunda olusturulan film yiizeyi 1 dakika ile tiretilen
filmlerle ayn1 hidrofilikligi gostermis ve temas agilar1 ortalama 6° 6l¢iilmiistiir. Hava-
ylizey temasinin 7. giiniinde temas agist degismeden kalmistir. Ayni filmlerin 15.
giiniinde ise ortalama 6°’lik bir hidrofobiklesme gercekleserek temas agilari ortalama
12°’ye yiikselmistir. Analizin son giinlii olan 30. giinlerinde ise temas agis1 tekrar
diiserek ortalama 7° olarak kaydedilmistir. 75 W bosalim giiciinde 1 ve 5 dakika
uygulama siiresinde iiretilen ince filmlerin yiiksek hidrofiliteleri ve kararliliklarina
karsin, 10 dakika uygulama siiresi tamamiyla farkli davramig gosteren bir yiizey
olusturmustur. Bu uygulama kosulu ile tiretilen filmlerin 1. giin temas agilar1 ortalama
20° c¢ikarak tiim kosullar arasinda en hidrofobik sonucu vermistir. Filmlerin 7.
giiniinde ise cam ylizey baz temas ac¢isina ulasarak 30°, 15 ve 30. giinlerinde ise
ortalama 35° olarak Ol¢iilmiistiir. En yiiksek bosalim giicii ile iiretilen ince filmlere
baktigimizda 1 dakika uygulama siiresinde iiretilen filmlerin ilk giiniinde yiizey
islanabilirligi ortalama 7° olarak ol¢iilmistiir. Fakat 7. giinde temas agilar1 ciddi
seviyede yiikselerek ortalama 22°’ye ¢ikmistir. Ince filmlerin 15. giin temas agilart
ortalama 19° dl¢iilerek anlamli bir degisimin olmadig1 gozlemlenmistir. Fakat 30. giin
temas agilar1 ise ortalama 10° dlgiilerek yilizeyin kararliliginin diisiik oldugunu isaret
etmistir. Diger bir uygulama siiresi olan 5 dakika ile {tretilmis ince filmlere
bakildiginda ilk giin temas acis1 ortalama 15° 6l¢iilmiis, 7. giin bu ag1 ortalama 22°’ye
yiikselmistir. Ardindan 15. giinde filmlerin temas agilar1 ortalama 16°, 30. giinde ise
20° dlglilmiistiir. 100 W-10 dk ve 100 W-5 dk plazma parametreleri ile iiretilen filmler

ise benzer davranis gostermistir.

On-kaplamal1 yiizeylere baktigimizda 25 W-1 dk, 25 W-5 dk, 75 W-1 dk ve 75 W-5
dk parametreleri ile iiretilen ylizeylerin 30 giin boyunca yapisal kararliliklarini
koruduklar1 goériilmektedir. Bu sonug, belirtilen parametrelerde {iretilen filmlerin,

capraz baglanma kapasitesinin yiiksek oldugunu dolayisiyla filmlerde ylizeyin yeniden
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yapilanmasinin 6niine gegilebildigini gostermektedir.

Yukarida da detayli bahsedildigi gibi, etilendiamin ile iiretilmis plazma polimerlerinin
analizi sadece temas agis1 Ol¢iimiinden yapilamamaktadir. Bu durumun nedeni,
yiizeyin hidrofiliklegsmesinin saglayan grubun -NH: gruplarindan kaynaklanmasi
beklenirken polar bir grup olan ve oksidasyon sonucu a¢iga ¢ikan -NO; grubundan da
kaynaklanabilmesidir. Dolayisiyla, yiizey hidrofilitesinin hangi fonksiyonel
gruplardan kaynaklandig1 ancak kimyasal karakterizasyon ile analiz edilebilir. Bu
amagcla, oncelikle ATR-FTIR ile analiz yapilmis daha sonra se¢ilen en iyi 6rnegin XPS

ile analizi gerceklestirilmistir.

3.2.3. On-kaplamasiz PIzP(EDA) ince filminin kimyasal karakterizasyonu

3.2.4. FTIR-ATR o6l¢iim sonuglari

Plazma polimerizasyon yontemi kullanilarak etilendiamin monomeri ile modifiye

edilen yiizeylerin 1. giiniine ait ATR-FTIR 6l¢iim sonuglar1 asagida gosterilmektedir.

Sekil 3.15’te goriildiigii iizere spektrumda herhangi bir pik, dolayisiyla yiizeyde
herhangi bir amino grubunun varligi goriilmemistir. Bunun sebebi, 25 W bosalim
giiclinlin EDA’da bulunan en zayif bagi (C-N) kirmak icin yeterli olmamasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat, literatiire baktigimizda EDA ile calisan
diger calisma gruplarinin ¢ok daha diisiik giiclerde dahi C-N bagini kirarak ince film
elde edebildigi goriilmiistiir [83,94]. Bu ¢alismada kullanilan plazma reaktoriinde ise
etilendiamin monomeriyle plazma olusturmak i¢in minimum 25 W ve iizerinde giic
uygulanmasi gerekmektedir. Bu durum, ¢alisma basinci olarak secgilen ve plazma
sisteminin inebildigi minimum basing olan 0,15 mbarin yiiksek kalmis olmasindan
kaynaklanabilir. Basing reaktdr igerisindeki molekiil sayist ile orantili olarak
degismektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismada kullanilan cihazdan kaynakli olarak reaktor
icerisindeki molekiil sayis1 daha kuvvetli pompa ile calisan sistemlere kiyasla daha
fazladir. Bu durumda, birim molekiildeki C-N bagini kirabilecek enerjiyi molekiile
aktarilabilmek icin sisteme aktarilmasi gereken enerji diger sistemlere kiyasla daha

fazla olmalidir.
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Yukarida belirtilen ihtimale ek olarak, n(hekzan) ile iiretilen ince filmlerin ¢ok ince
olmasi, amino gruplarmin ATR-FTIR ile Ol¢iilememesine sebep olabilir. EDA
filmlerinin temas acilarmin ol¢limiinde 25 W plazma giiciiyle iiretilen filmlerin
hidrofiliklesme davranis1 gostermesi, elde edilen sonuclarda n(hekzan) film inceliginin
etkisinin reaktor tiirliinden daha baskin oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica, 50 W
bosalim giicii spektrumunun, 25 W bosalim giicii ile elde edilen spektruma benzer

olmasi bu fikri desteklemektedir.

Bosalim giicii 75 W’a cikarildiginda tiim uygulama siirelerinde iiretilen filmlerin
spektrum analizlerinde siddetli piklerin gézlemlenmistir. Amino grubu bakimindan
zengin ince filmlerde gézlemlenmesi beklenen birincil amin (N-H) gerilmesi piki 3297
cm'de gortilmiistiir. Bu pikin yanisira, 1635 cm™’de amin (N-H) biikiilmesi ve 1049
cm’de ise C-N gerilmesi pikleri goriilmiistiir (Sekil 3.17). 75 W bosalim giicii ile elde
edilen filmlerin temas ag¢1 degerlerine baktigimizda sasirtict bir sekilde diger bosalim
giiclerinden farkli sonuglar alinmamistir. Bu durum bir kez daha sadece temas agisi
Olglimlerine bakarak amino grubu iceren ince filmler arasinda se¢im yapilamayacagini

gostermektedir.

100 W bosalim giicii ile modifiye edilen film yiizeylerinin ATR-FTIR piklerine
bakildiginda ise 25 W ve 50 W spektrumlarina benzer sekilde amino grubunun

varligina dair bir pik goriillmemistir.

3.2.5. PIzP(n-Hekzan) modifikasyonlu (6n-kaplama) P1zP(EDA) ince filmlerin

kimyasal karakterizasyonu

3.2.5.1. FTIR-ATR ol¢iim sonuclari

Plazma polimerizasyonu sonrasinda yiizeydeki kimyasal degisimler ATR-FTIR ile
takip edilmistir. Bu asamada, cam yiizeyler referans alinarak 6n-kaplamali ylizeylere
farkli bosalim giigleri ve siirelerinde EDA modifikasyonu yapilmistir. Modifikasyon

sonucunda iiretilen film yiizeylerinin kimyasal yapilar1 analiz edilmistir.
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On-kaplamal1 yiizeylere 25 W bosalim giiciinde kaplama yapildiginda 6n-kaplamasiz
orneklere kiyasla pik olusumu gozlemlenmistir. Bu piklere detayli bakildiginda, C-H
gerilme titresimleri (2951 cm!, 2913 cm™! ve 2868 cm™), C=C gerilmesi (1662 cm™')
ve C-H biikiilmesi (1455 cm™') gozlemlenmistir. Bu piklerin yani sira 3330 c¢cm’!
araliginda genis C-H ve O-H gerilmesi ve 1750 cm™! de keskin C=0O gerilmesi
gbzlemlenmistir. Bu piklerin, n(hekzan) 6n-kaplama asamasinda bahsi gegen alken ve
alkan bazli ince filmin olusumundan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu agamanin
nihai amaci olan amino grup eldesi, 25 W bosalim giicii ile elde edilen ince film
spektrumdan da goriildiigii tizere amino gruplarina dair herhangi bir karakteristik pik
olusumamasindan dolay1 gerceklestirilememistir (Sekil 3.19). Bu durum goériilen

piklerin agirlikli olarak 6n-kaplamadan kaynaklandigin1 dogrulamaktadir.

50 W bosalim giiciine ait spektrumda sadece 3370 cm™! civarinda genis O-H gerilme
titresimi ve 1590 cm™! de C=C gerilme titresimi gozlemlenmektedir. Oksijen plazma
ile asindirilmanin gergeklesmesi, ylizeydeki diger piklerin yok olmasinin nedeni
olarak yorumlanmigtir. 3370 cm™ araliginda goriilen pikin varhigi yalnizca EDA ile
kaplanan 6rnegin spektrumuyla paralel sonu¢ vermekte ve bu goriisii desteklemektedir

(Sekil 3.20).

75 W bosalim giicii spektrumunda acik¢a goriildiigii iizere amino grup olusumunu
basar1 ile saglanmistir. Spektrumda amino gruplarma ait karakteristik pikler, 3297 cm-
! (birincil amin (N-H) gerilmesi), 1635 cm™ (amin (N-H) biikiilmesi) ve 1049 cm™ (C-
N gerilmesi) keskin sekilde belirmistir (Sekil 3.21).

100 W bosalim giiciinde ise farkli uygulama siirelerinde farkli spektrumlar elde
edilmistir. 100 W bosalim giicii 1 dakika uygulama siiresi ile iiretilen ince filmlerde
birincil amin gerilmesi (3297 ¢m™'), amin biikiilmesi (1635 ¢m™) ve C-N gerilmesi
(1049 cm™) gbzlemlenmistir. Fakat uygulama siiresi 5 dakikaya ¢ikarildiginda bahsi
gecgen piklerin tamami kaybolmustur. Ayni durum 100 W bosalim giiciinde 10 dakika
uygulama siiresi ile tiretilen filmlerde de gozlemlenmistir. Uygulama siiresi arttik¢a
piklerin yok olmasi yiizeyin zamanla asindigin1 gostermektedir. Bu sonug, reaktor

icerisinde hava kaynakli kirliligin varligini kanitlamistir (Sekil 3.22).
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Genel olarak On-kaplamali ylizeylerin etilendiamin ile farkli bosalim giicii ve
uygulama siirelerinde modifiye edilmesi sonucu iiretilen filmlerin ATR-FTIR
spektrumlarina bakildiginda plazma polimerizasyon teknigi ile amino grubu

bakimindan zengin ince film eldesi i¢in 75W giiciin gerekliligi gozlemlenmistir.

Tium temas acis1 ve ATR-FTIR sonugclar1 toplu olarak incelendiginde, amino grubu

bakiminda zengin ince filmin eldesi 75W bosalim giicii 1, 5 ve 10 dakika uygulama

siirelerinde elde edilmistir.

Yukarida bahsi gecen calisma basamaklarinin timii, QTF ¢evirici ylizeylerinin
biyomolekiil ile dekorasyonun saglanabilmesi i¢in gerceklestirilmistir. Bu sebeple,
secilecek parametrenin QTF modifikasyonunda kullanilacagi unutulmamalidir. QTF
gibi frekans bazli ¢alisan ¢eviricilerde modifikasyon asamasinda kristal {izerine binen
yiikk miktar1 arttik¢a kalite faktorii dolayisiyla hassasiyet diismektedir. Bu sebeple,
kullanilacak = parametrelerle iretilecek filmin fonksiyonel ve ince olmasi
gerekmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi 75 W bosalim giiciinde tiim uygulama
stirelerinde fonksiyonel filmler elde edilmistir. Fakat plazma dogas1 geregi uygulama
stiresi arttik¢a kaplama kalinliginin da artmasi beklenmektedir. Bu agamadan sonra, en
uygun plazma parametrelerinin se¢imi, ince film modifikasyonunun QTF kalite

faktoriinii etkisi g6z onlinde bulundurularak yapilacaktir.

3.2.5.2. XPS ol¢iim sonuclar:

Yukarida da detayli olarak bahsedildigi gibi ATR-FTIR ve temas agist Ol¢iimii
sonuglarina gore etilendiamin modifikasyonu i¢in en etkin plazma giicii 75 W olarak

secilmistir. Kimyasal yapinin detayli analizi i¢in, XPS analizi yapilmistir.

On-kaplamasiz yiizeylerin 75 W bosalim giiciinde etilendiamin ile modifikasyonu
sonucu elde edilen XPS spekturumu Sekil 3.23’de verilmistir. Dekonvoliisyon
sonucunda C-1s spektrumunda 285,77 eV ve 288,77 eV’de iki pikin varligi
goriilmektedir. Bu pikler sirasiyla, C-O/C-NH ve C=0- gruplarinin varligina isaret
etmektedir. Bu sonug¢ biyomolekiil immobilizasyonunda kullanilacak olan amino

grubun varligini kesinlestirmistir.
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Sekil 3.23: On-kaplamasiz etilendiamin ince filminde bulunan karbon elementinin

XPS sonucu.

On-kaplamal1 yiizeylere 75 W bosalim giiciinde etilendiamin modifikasyonu
yapildiginda ise On-kaplamasiz C-ls spekturumundan farkli bir spektrum elde
edilmistir. On-kaplamali yiizeylerin pik dekonvoliisyonu sonucunda 285,57 eV,
289,90 eV ve 293,55 eV’de ii¢ adet pik goriilmektedir. Bu pikler sirasiyla, CO (COC
/ COH) veya C-NH, OC = O (COOH) ve shake-up uydu piki varligma isaret
etmektedir. Keskin shake-up uydu piki yapidaki doymamis baglar sonucu olusan n-n
* gecisinden kaynaklanaktadir (Sekil 3.24). 289,90 ev’da beliren COC/COH ve COOH
pikleri PlzP(n-hekzan) ince filmine ait C-ls spekturumunda da goriilmiistiir. Bu
sebeple, on-kaplamali PIzP(EDA) spekturumunda bu piklerin goriilmesi tamamziyla
on-kaplamadan kaynaklidir. 289,90 eV’ da beliren C-NH piki ise basindan beri elde
etmeyi amagladigimiz amino grup olusumunu basar1 ile gerceklestirdigimizi

gostermektedir.

On-kaplamasiz yiizeylere 75 W bosalim giiciinde etilendiamin modifikasyonu
yapildiginda amino grubunun varligindan dolay1 N-1s spektrumu elde edilebilmistir.

Dekonvoliisyon sonrasinda spektrumda 401,32 eV’da bir adet pik goriilmiistiir. Bu pik
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filmdeki C-1s spekturumu ile paralel bir sonu¢ vererek C-N baginin varligim

gostermektedir (Sekil 3.25).

2,0x10° -
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Sekil 3.24: On-kaplamali etilendiamin ince filminde bulunan karbon elementinin XPS

sonucu.
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Sekil 3.25: On-kaplamasiz etilendiamin ince filminde bulunan azot elementinin XPS

sonucu.
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On-kaplamal1 yiizeylerden elde edilen N-1s spekturumuna baktigimizda, 401,16 eV'ta
C-N bagi ve 405,01 eV'ta N-O bag1 gozlemlenmektedir (Sekil 3.26). Bu durum
ylizeyde amino gruplarinin olusumunun gergeklestigi fakat bazi amino gruplarinin

oksidasyon sonucu N-O grubuna doniistiigiinii gdstermektedir.

3,5x10° : . : : ; . ;
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Sekil 3.26: On-kaplamali Etilendiamin ince filminde bulunan azot elementinin XPS

sonucu.

3.2.5.3. AKM analizi sonuclari

Kimyasal ve fiziksel analizler sonucunda belirlenen optimum kosullarin ylizey
morfolojisine etkisinin daha detayli olarak incelenebilmesi i¢in yiizey AKM ile
gorlintiilenmistir. Goriintiilerin tamami 2 pm x 2 pm’lik bir alandan alimustir.
Kaplama yapilan ylizeylerin piriizliiliigli ortalama karekok (Rg) degeri dikkate
alinarak degerlendirilmistir. Oncelikle, modifiye edilmemis cam yiizeylerin
plrtizliiliigii test edilmis ve 2,28 nm bulunmustur. Bu piiriizliiliiglin cam yiizeydeki
kusurlarin sebep oldugu diisiiniilmektedir. Plazma ile modifiye edilmis yiizeylere
bakildiginda biitiin ylizeylerin esdagilimda (uniform) kaplandig: goriilmektedir. Biitiin
plazma ile modifiye edilmis yiizeylerin piiriizsiiz olarak kaplandig1 goriilmektedir

(Sekil 3.27). P1zP(n-hekzan), 6n-kaplamasiz P1zZP(EDA) ve 6n-kaplamali P1IzP(EDA)
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orneklerinin piiriizliilik seviyelerine bakildiginda Rg degerleri sirasiyla 3,64, 2,22 ve

2,55 nm bulunmustur.

Plazma polimerizasyon yontemi ile 7SW bosalim giicii 10 dakika uygulama siiresinde
n-hekzan prekursoriinden ince film eldesi 0,8 nm/dk olarak bulunmustur. Bu derece
diistik birikim hizinin ardindaki neden prekursoriin plazma polimerine doniisiimii igin
gerekli enerjinin daha yiliksek olmasi, dolayisiyla 75W diisiik gelmesinden
kaynaklanabilir. 7SW bosalim giicii 1 dakika uygulama siiresi ile iiretilen P1IzZP(EDA)
on-kaplamasiz yiizeylere kaplandiginda piiriizliiliik 2,22 nm, birikme hiz1 ise 7nm/dk
bulunmugtur. Ayni kosularda etilendiamin modifikasyonu oOn-kaplamali yiizeye

yapildiginda ise kaplama kalinlig1 12 nm bulunmustur.

Plazma polimerizasyon islemi basar1 ile optimize edilip plazma kosullari
sabitlendikten sonra, fretilen filmlerin QTF’ in performansina etkisi, yiizey
aktivasyonu ve anti-fenilalanin asamalarina gerceklestirilmistir. Fakat, bu asamadan
once plazma polimerizasyonunun QTF performansina etkisinin anlasilabilmesi i¢in
oncelikle modifiye olmamis QTF’lerin havadaki davranis1 ve frekans dlgiim sistemi
iizerine calisilarak frekans degisiminin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu amagla,
sonraki agamalara gecilmeden dnce modifiye olmamis QTF’in frekans 6l¢iimii ve

Ol¢iim sisteminin optimizasyonu c¢alisilmistir.

3.3. Ciplak QTF’in Frekans Olgiimii ve Frekans Olgiim Sisteminin

Optimizasyonu

Kuvars ayar catali; yiiksek stabilitesi, yiliksek hassasiyeti ve diisiik enerji tiikketimi ile
frekans 6l¢iim sistemlerinin vazgegilmez bir bilesenidir. Bu mikrokantileverler yiiksek
performansi sebebiyle son zamanlarda goriintiileme ve sensor teknolojilerinde de
kullanilmaya baslanmistir. QTF’in sensor alaninda gevirici olarak kullanimi i¢in diger
cevirici tiirlerinde de oldugu gibi ylizey modifikasyonu ile taniyict yiizeyin
aktiflesirilmesine ihtiyag¢ vardir. Bu amagla, dncelikle metal silindirin ¢ikarilarak QTF
catallarinin agiga ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu islem sonucunda agiga ¢ikan ¢iplak
QTF’lerin ¢evirici olarak kullanilabilmesi i¢in oncelikle hava ile etkilesimi sonucu
rezanons frekansindaki sapmanin seviyesi, kalite faktoriine etkisi ve ticari olarak

alinan frekans 6l¢iim cihazinin hata pay1 tanimlanmasi gerekmektedir.
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Bu baglamda, oncelikle 20 farkli ¢iplak QTF’in rezonans frekansi Ol¢iilmiistiir.
Normalde metal silindir i¢in vakum altinda muhafaza edilen QTF’lerin rezonans
frekans1 32768 Hz olarak Olgiilmektedir. Fakat, vakum altindaki metal silindir
kabindan ¢ikarildiktan sonra QTF’in hava ile etkilesimi sonucu baskilanmasindan
dolay1 rezonans frekansinda diisiis gozlemlenmistir. Sekil 3.28’de goriildiigii gibi
hicbir QTF ornegi vakum altindaki rezonans frekansina yakin bir frekans degeri
vermemistir. Baskilanma kaynakli minimum degisim 6 Hz, maksimum kayma 10 Hz
olarak Olclilmiistiir. 20 farkli QTF’ten toplanan rezonans frekanslarinin ortalama
degeri 32759,1 + 0,6 Hz olarak bulunmus ve bu deger modifiye edilmemis QTF i¢in
baz frekans degeri olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma sirasinda elde edilen 0,6 Hz’lik
hata paymin, iiretilen QTF’lerin tamamiyla 6zdes olmamas1 ve/veya frekans dl¢lim
cihazindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Calismanin geri kalaninda
vakumdan ¢ikarilan QTF’lerin frekansi 6l¢iilmiis ve 0,6 Hz’lik hata pay1 g6z oniinde
bulundurularak belirlenen frekans aralifinda olmayan QTF’ler ile calisiimamistir.

Boylece, vakumdan ¢ikarilma islemi sirasinda zedelenen QTF’ler elimine edilmistir.

32756 -
32758 - ] ] [}
N H RN | I | | | | | | B B |
I
& 32760 - n - mn
c
g
9 | |
% 30762 .
32764 -
1 ! I I 1 T 1 I 1 1
0 5 10 15 20
QTF

Sekil 3.28: Modifiye edilmemis QTF lerin rezonans frekans sonuglart.
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Ciplak QTF’lerin hava ortamindaki rezonans frekansinin saptanmasindan sonra,
rezonans frekansina karsilik 6l¢lim siiresi ¢alisilarak alinan rezonans frekansinin siire

ile baglantis1 incelenmistir.

Bu takip, QTF’in voltaj etkisi ile titrestirilmesinden sonra ne kadar siirede dengeye
geldigi yani sabit bir rezonans frekansinda salindigi ¢alisiimistir. Bu c¢alisma, 6l¢iim
stiresinin getirdigi olas1 bir frekans farki kaynakli hatanin oniine gegilmesi amaci ile
yapilmustir. Sekil 3.29°da da goriildiigi gibi ilk 5 dakikada diisiik seviyelerde frekans
sapmasi gézlemlenmistir. Vakumdan ¢ikarilmig QTF 6rneklerinin ayrildiktan 1 dakika
sonraki rezonans frekanst 32758,5 Hz bulunmustur. Ayn1 QTF’in 3. dakikadaki
frekans1 0,6 Hz’lik bir degisme ile 32759,1 Hz ¢ikmis, 5. Dakikada 0,2 Hz’lik bir
degisme ile 32758,9 Hz’e diigmiistiir. 10. dakikadan sonra ise frekans degerinde
herhangi bir degisim gozlemlenmemis ve frekans 32758 Hz’de sabitlenmistir. Frekans
Ol¢timiinden sonra ilk 5 dakikada bir sapma varmis gibi goriinmiis olsa da frekans farki
yukarida hesaplanan 0,6 Hz hata payinin altinda olmasindan dolay1 6nemli bir degisim
olarak kabul edilmemistir. Bu sonug¢ ayn1 zamanda, bahsi gegen hata payinin frekans

ol¢lim cihazindan kaynaklandigini da diistindiirmiistiir.

32756
32758 - ] ] ] ] [ |
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Sekil 3.29: Farkl siirelerde rezonans frekans ol¢timii.
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Sensdriin hassasiyetini dogrudan etkileyen ve bu sebeple calismamiz boyunca takip
edilen kalite faktorii, oncelikle referans olarak alinacak ¢iplak QTF’lerle calisilmistir.
Uc farkli c¢iplak QTF'den rezonans egrisi datalar1 toplanarak kalite faktorii
hesaplanmigtir. Sekil 3.30’da goriildiigi gibi kalite faktorii sonuglart sirasi ile 5952,8,
6411,6 ve 7001,2 olarak hesaplanmistir. Sonu¢ olarak, {i¢ adet ayni rezonans
frekansina sahip Orneklerin birbirlerinden tamamiyla farkli kalite faktoriine,
dolayistyla farkli hassasiyete sahip olabilecegi goriilmiistiir. Bu nedenle, calisma
boyunca yiiksek performansa sahip immiinosensoriin eldesi i¢in rezonans frekansinin
yant sira kalite faktorii takibi de yapilarak diistik kalite faktoriine sahip ¢iplak QTF’ler

ile caligtlmamustir.

4,0 1

3,5

3.0

2,5 1

Genlik /V

2,0 1

1.5 1

1.0

1 T 1 T 1 T 1
32720 32740 32760 32780
Frekans / Hz

Sekil 3.30: Modifiye edilmemis farkli QTF’lerin rezonans frekans degerleri.

3.4. iki Asamah Plazma Polimerizasyon Islemi Sonrasi Kalite Faktordeki

Degisim

Daha oOnceki biyosensor tasarimi denemesinde i1slak kimya kullanilarak yiizey

modifikasyonu gergeklestirilmistir. Fakat ylizeydeki homojenlik probleminden dolay1
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kalite faktoriinde diisiis gozlemlenmistir. Bu sebeple tirettigi filmlerdeki homojenligi

ile linlii olan plazma polimerizasyon kullanilarak yiizey modifikasyonu yapilmustir.

Tablo 3.3: Plazma polimerizasyon yonteminin Kalite Faktoriine Etkisi.
Ornek Ismi Kalite Faktorii
Q)
Modifiye Edilmemis QTF  6455,2 £ 429,1
hex + eda-QTF (75W1”)  3887,1 £ 1343,6
hex + eda-QTF (75W5”)  5361,3 £1647,3
Hex + eda-QTF (75W10”) 6042,8 +£1182,5

3.5. Glutaraldehit Aktivasyonu

QTF Terin plazma polimerizasyon yontemi ile iki asamali modifikasyon sonucunda
ylizeyde amino grubu icerigi bakimindan zengini ince filmlerin eldesi edilmistir.
Biyolojik ajanin ylizeye baglanmasi i¢in sonuncu adim olan yiizey aktivasyonu farkli
stirelerde glutaraldehitle muamele edilerek maksimum aktivasyonu saglayan
kosullarin saptanmasi i¢in ¢alisilmistir. Glutaraldehit yiizeyin en {ist katmanininda
(~1-2 nm) modifikasyona sebep olmasi nedeniyle muamele Oncesi ve sonrasindaki
frekans Olgiimleri iizerinden aktivasyon konusunda basarilt olup olmadigimiz
anlagilamamaktadir. Bu sebeple, modifiye edilen yiizeyler 100 pM BSA ¢dzeltisinde
bekletilerek frekans kaymalar1 takip edilmistir. Glutaraldehite aktivasyon islemi
daldirma ve buharda bekletme seklinde iki farkli teknik ile %2, %5, %10, %20 ve
%25’lik derigsimlerde 5, 10, 15, 30, 60, 120 dakika siirelerde uygulanmstir.
Modifikasyon igleminden sonra beklenildigi gibi frekanslarda herhangi bir sapma
gbzlemlenmemistir. BSA ile 2 saatlik muamele sonrasinda sadece %25 lik derisim ve
120 dakikalik muamele siiresinde daldirma yontemi ile 52 Hz’lik bir disiis
gbézlemlenmigtir. Bu yiizden, sonraki asamalarda aktivasyon islemi %25 lik

glutaraldehit kullanilarak 2 saat siireyle daldirma yontemi kullanilarak yapilmistir.

Glutaraldehit aktivasyonu eniyilestirilmesinden sonra 75W 1, 5 ve 10 dakikalik
orneklere belirlenen siire¢ uygulanmis ve sonuglar Tablo 3.4’de verilmistir. Yukarida
da belirtildigi gibi modifikasyon yilizeyde gerceklesmesinden dolayr beklenildigi gibi
kalite faktoriinde ciddi bir diisiis gézlemlenmemektedir. Bu durum, yiizeyde yapilan
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hem fonksiyonellestirme islemi hem de aktivasyon isleminin QTF in hassasiyetinde

herhangi bir diisiise sebebiyet vermeden basar1 ile tamamlandigini géstermektedir.

Tablo 3.4: Glutaraldehit aktivasyonunun kalite faktdriine etkisi.

Ornek ismi Qbaz Qgluteraldenit
Modifiye Edilmemis QTF  6455,2 £ 429,1 -
hex+eda-QTF (75W1”) 3887,1 +1343,6 4035,61 + 1544
hex+teda-QTF (75W5”) 5361,3 +1647,3 5128,17 £ 250
hexteda-QTF (75W10”)  6042,8 £ 1182,5 5128,17 £ 175

3.6. Anti-fenilalanin Immobilizasyonu

Aktivasyon sonrasi antikor immobilizasyonuna hazir hale gelen QTF’ler 30 dakika 10
pL anti-fenilalanin (10 pg/ pL) damlasmnin i¢inde bekletilmistir. Yikama islemi
sonrasinda frekans Ol¢iimleri takip edilerek en uygun kaplama parametresine karar
verilmistir. Tablo 3.5’te goriildiigii gibi anti-fenilalanin immobilizasyonundan sonra
¢ kaplamada da frekansta kayma gozlemlenmistir. Fakat, 75W-10dk plazma
parametreleri ile kaplanan Orneklerde 49 Hz seviyesinde biiylik bir diisiis
gbzlemlenmistir. Bunun sebebinin 75W-10dk ile hazirlanan 6rneklerin aktif amino
grubu varlig1 igermesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum, yiizeyin daha
fazla antikor immobilizasyonuna ve dolayisiyla daha fazla frekans sapmasina neden

olabilir.

3.7. Anti-fenilalanin /fenilalanin Etkilesiminin incelenmesi

Yiizeyi basariyla anti-fenilalanin ile dekore edilen QTF’ler 100 mM L-fenilalanin
daldirilmis ve 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra yikanarak baglanmamis
fenilalaninin ortamdan uzaklastirilmis ve bdylece, sadece anti-fenilalanin/L-

fenilalanin etkilesiminden kaynakl frekans degisimi saptanmistir (Tablo 3.6).

75W-1dk ile modifiye edilmis QTF oOrnekleri fenilalanin ile muamele islemi
sonrasinda frekansta 43,1 Hz lik bir yiikselme gézlemlenmistir. Bu durum, daldirma
islemi sirasinda yiizeydeki biitiin fonksiyonellestirme, aktivasyon ve anti-fenilalaninin

yiizeyden kalktig1 kanaatini uyandirmistir. Plazma uygulama siiresi 5 dakika olan QTF
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lerde ise herhangi bir frekans degisimi gozlemlenmemistir. Bu sonug, ylizeye anti-
fenilalanin tutuklanirken ayni zamanda ylizeyden filmin kalktigina isaret etmektedir.
75W-10dk plazma parametreleri ile hazirlanmig 6rneklerde ise 41,3 Hz lik bir diisiis
gozlemlenmistir. Bu sebeple 75W-10dk optimum plazma parametresi olarak

secilmistir.

Tablo 3.5: Farkli plazma parametreleri ile modifiye edilmis yiizeylerin aktivasyon ve
anti-fenilalanin immobilizasyonu isleminden sonraki frekans ve kalite faktoriindeki

degisim.

Ornek Ismi Qbaz leutaraldehit Af Qanti- Af

(glu-baz) fenilalanin (anti-fenil-glu)

(Hz) (Hz)
Ciplak QTF 6455,2 £429,1 - - -
hex + eda-QTF  3887,1 +£1343,6 4035,61 + 1544 - 3813,11 4,1
(75W-1dk)
hex + eda-QTF  5361,3 + 16473 5128,17 £250 - 2174,54 9,7
(75W-5dk)
Hex + eda-QTF 6042,8 + 1182,5 5128,17 £ 175 - 3354,28 49
(75W-10dk)

Plazma parametresinin optimizasyonu tamamlandiktan sonra optimum anti-fenilalanin
miktariin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 3.31°de de goriildiigii gibi frekans
degisimi 10 pg’a kadar artmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlara ¢ikmak, beklenildigi
gibi frekansta herhangi bir degisime neden olmamistir. Bu durum, modifiye dilen
yiizeydeki aktif gruplarin tamaminin 10 pg anti-fenilalanin ile doyuruldugu daha fazla
antikor yiliklemesi yapilmasinin frekansta degisime sebebiyet vermedigini isaret

etmektedir.
3.8. L-Fenilalanin Immiinosensériiniin Performansinin Degerlendirilmesi
QTF yiizeylerinin bagari ile modifiye edilerek taniyici yiizey tasarimi tamamlandiktan

sonra bu bolimde immiinosensdriin performansi iizerine c¢alisilmistir. Bu amagla,

belirli konsantrasyonlarda (0-500 uM) L-fenilalanin iceren ¢ozeltilere daldirilan tiim
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Tablo 3.6: Farkli plazma parametreleri ile modifiye edilmis yiizeylerin aktivasyon, anti-fenilalanin immobilizasyonu ve anti-fenilalanin / fenilalanin

etkilesimi isleminden sonraki frekans ve kalite faktoriindeki degisim.

(")rnek Ismi Qbaz leutaraldehit Af Qanti- Af Q- Af
(glu-baz) fenilalanin (anti-fenil-glu) fenilalanin (fenil-anti-fenil)
(Hz) (Hz) (Hz)
Modifiye Edilmemis QTF 6455,2 £429,1 - - - -
hex + eda-QTF (75W-17) 3887,1 £1343,6 4035,61 £ 1544 - 3813,11 4,1 2725,66 -43,1
hex + eda-QTF (75W’-57) 5361,3 £ 1647,3 5128,17 +£250 - 2174,54 9,7 2173,89 0
hex + eda-QTF (75W-10") 6042,8 £ 1182,5 5128,17 £ 175 - 3354,28 49 1483,43 41,3
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Sekil 3.31: Anti-fenilalanin miktarinin frekans degisimine etkisi.

QTF lerin frekans sapmalar1 takip edilmistir. Ol¢iimleri tamami QTF’e kurutulduktan

sonra alinmistir (Sekil 3.31).

Sekil 3.32’de goriildiigii gibi QTF-tabanli immiinosensoriin frekans sapmast 200 uM’a
kadar lineer bir artig gdstermistir. 200 uM ile 500 uM arasinda frekans sapmasinda
konsantrasyonun yiiksekligine ragmen ciddi bir diisilis goriilmektedir. Bu durum, catal
yiizeylerin, 200 uM L-fenilalanin konsantrasyonun derisikligi sonucu aktif alanlarinin
azaldig1 ve dolayisiyla yeni gelecek L-fenilalaninlerin olusan sterik etki sebebiyle
antikoru ile etilesememesinden kaynaklanabilir. Ayni1 zamanda, QTF-tabanl
immiinosensoriin 200 uM L-fenilalaninin konsantrayonunun iizerine ¢ikildiginda

hassasiyetini kaybettigini gostermektedir.
Sekil 3.33’teki tasarlanan QTF-tabanli immiinosensoriin kalibrasyon egrisi ve egri

denklemi verilmistir. Bir¢ok modifikasyon basamagindan gegen QTF hassasiyetini

kaybetmeden son agamaya kadar ulagabilmistir. Elde edilen biyosensoriin hassasiyeti
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0,3891 uM/Hz olarak bulunmustur. Bunun yanisira sensoriin %RSD degeri 7,13

olarak hesaplanmuigtir.
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Sekil 3.32: Belirli miktarlarda L-fenilalanin iceren ¢ozelti ile etkilestirilen anti-

fenilalanin ile dekore edilmis QTF cevabi.

90

80

>
o
1

Frekans Sapmasi fHz
w
o

[
o
1

y=0,3891x+0,6701
R*=0,993

[
o

T T T T 1

0 50 100 150 200 250
L-Fenilalanin /um

Sekil 3.33: Hazirlanan QTF-tabanli immiinosensériin L-fenilalanine kars1 elde edilen

kalibrasyon egrisi.
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3.9. Secicilik Testi

Belirlenen kosullarda tasarlanan immiinosensoriin L-fenilalaninin yanisira glikoz,
askorbik asit ve dopamin molekiilleri ile etkilesimide incelenmistir. QTF-tabanl
immiinosensor baglanicta 100 mM L-fenilalanin ¢ozeltisi ile etkilestirildikten sonra
39,2 Hz’lik bir diisiis gozlemlenmistir. Daha sonra ¢atal uglar1 ayr1 ayri olarak 250 mM
glikoz ve askorbik asit c¢ozeltileri ile etkilestirilmistir. Frekans sapmalarina
baktigimizda glikoz etkilesimi sonrasinda 0,4 Hz, askorbik asit etkilesiminde ise 1,4
Hz’lik bir degisim gozlemlenmistir. Girisim yapmasi olasi bu molekiillerin derisiminin
fenilalanin derisiminin iki kati olmasma ragmen dikkate deger bir disiis

gbzlemlenmemistir.
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4.

SONUC, ONERILER VE GELECEK CALISMALAR

Fenolketoniiri tanis1 koyulmasini, fenilalanin seviyesini viicut sivilarinda saptayarak

saglayacak, kiitle hassas bir immiinosensor gelistirilmesini amaglayan bu ¢aligmada

elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

Kuvars ayar catali (QTF) sahip oldugu 6zellikler dolayist ile Kuvars Kristal

Mikroterazileri yerini alabilecek bir g¢evirici olarak bu calismada gerekli

modifikasyonlar yapilarak kullanilabilecek seviyeye getirilmislerdir. Bu

dogrultuda:

QTF yiizeyleri, kararh bir film olusturmak i¢in n-hekzan monomeri ile
plazma islemi uygulanmis ve bu ¢alisma sonucunda 75 W gii¢ ve 10 dakika
uygulama siiresinde optimum plazma kosullar1 P1zP(n-hekzan) filmler i¢in
saptanmuistir.

Bu kosullarda elde edilen PlzP(n-hekzan) filmlerin kalinlig1 8 nm ve temas
acist 17° bulunmustur. Bunula birlikte, P1zP(n-hekzan) filmlerin kararlilig1
hava kosullarinda temas agis1 takip edilerek saptanmis ve 30 giin boyunca
ozelliklerde bir sapma goriilmemistir.

PIzP(n-hekzan) filmler ile modifiye edilmis ve kararlilig1 en {ist diizeyde
olan yiizeylerde, fenilalanini taniyict biyomolekiiliin immobilize
edilebilmesi i¢in amin gruplar1 olusturulmustur. Bu hedef dogrultusunda,
etilendiamin (EDA) monomeri kullanilarak bu yiizeyler plazma ortaminda
islenmis, bu c¢aligmalar sonucunda, 75 W giic ve 1, 5 ve 10 dakika
uygulama siiresinde optimum plazma kosullar1 PIzP(EDA) filmler icin
saptanmuistir.

Optimum kosullarda elde edilen 6n-kaplamali PIzP(EDA) filmlere ait
temas acist degeri ortalama sirastyla 6°, 6° ve 20° olarak saptanmustir.

Bu yiizeylere fenilalanini taniyici anti-fenilalanin antikoru kovalent bag
yapacak sekilde glutaraldehit capraz baglama ajanini yardimi ile

immobilize edilmis, yiizeyde immobilize anti-fenilalanin , en aktif seviyesi
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10 pg/ul derisimi kullanildiginda gdstermistir.

e Viicut stvilarinda fenilalanin seviyesinin tespiti i¢in anti-fenilalanin antikoruna
baghh QTF ylizeyler ile hazirlanmis olan immiinosensdre ait kalibrasyon
dogrusu hazirlanmistir. Bu dogru yardimiyla immiinosensoriin dogrusallik

siirt 1-200 pM / mL ve hassasiyeti 0,3891 Hz/uM bulunmustur.

Bolim 2.2.6°da belirtildigi gibi anti-fenilalanin immobilizasyonu sirasinda, antikor
dekorasyonu sadece catallarin u¢ kismina yapilmaya calisilmistir. Bu amagla,
catallarin uglar1 anti-fenilalanin damlasinin iginde bekletilmistir. Fakat, bu islem
sirasinda ¢atal uglarinin cam yiizeye degmesinden dolay: temas halindeki boliimiiniin
modifiye edilememesi ve/veya filmlerin cama temasindan dolay1 zarar gorerek
ylizeyden ayrilmasi gibi durumlar sensoriin performasinda diisiise sebep olmaktadir.
Ayrica, bu sekilde kaplama yapildigi durumda ¢atal yiizeyleri, damlada bulunan
antikorlarin bir kismu ile etkilesime girebilmektedir. Bu problemin ¢oziilebilmesi igin,
catal modifikasyonu QCM modifikasyonunda kullanilan akis hiicresine benzer bir
sistem kullanilarak yapildig1 takdirde tasarlanan biyosensoriin performansinin
yiikseltilebilecegi diisliniilmektedir. Ayrica tasarlanan bu akis hiicresi ile anti-
fenilalanin / fenilalanin etkilesiminin daha yiiksek olacagi dolayisiyla etkilesim

asamalarinda yaganan kaybin minimuma indirilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma ile birlikte, QTF’in fenilketoniiri tanisinda kullanilabilecegi ve plazma
polimerizasyon yonteminin QTF’in ylizey modifikasyonu asamasinda kaplama teknigi
olarak secilebilecegi gosterilmistir. Bahsi gecen yiizey modifikasyonu agsamasinda
grubumuzun 6nceki caligmalarinda elde ettigi sonuclar sebebiyle amince zengin bir
monomer olan etilendiamin kullanilmistir. Gelecek ¢aligmalarda, farkli monomerlerin
yanisira farkli kaplama teknikleri kullanilarak biyosensor yiizeyi gelistirme

caligmalarinin siirdiiriilmesi diistiniilmektedir.

Bu amagla fenilketoniiri tanisinda kullanilmak i¢in tasarlanan immiinosensor, halen
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Teknoloji Transfer Ofisi biinyesinde, hali
hazirda kullanilan ticari yontemlere alternatif olabilecek seviyeye getirilmek iizere

projelendirilmistir. Bunun yanisira TUBITAK destegi icin 1512 projesi verilmistir.
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