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Sunulan c¢alismanin amaci, optik transdisere sahip, etiketsiz tani yapabilen,
tasinabilir ve gergcek zamanli analiz imkani saglayan biyosensorlerin gelistiriimesi
ve karakterizasyonudur. Bu kapsamda, tez calismasi 11 ayri ¢alisma halinde
gerceklestiriimistir. Tez galismalarinda optik esasli biyosensor gelistiriimesi igin,
uygun yuzey sec¢imi, ligand — analit giftleri, bu ligandlarin ylizeye immobilizasyonu,
tek yongada birden fazla analiz yapabilmek icin gerekler ile farkh “sensor
duyarhigini artirma” yontemleri denenmistir. Birinci bélimde, SPR sensoérinde
kullanilabilecek alternatif substrat/metal film ve 1sik kaynadi secimi icin, Fresnel
yansima egitliklerinin MATLAB ® yardimi ile ¢Ozulmesi sonucu elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir. Hazirlanan model, farkli substrat kombinasyonlari ile
fonksiyonel yluzeyin modellemesinde basarili bir sekilde kullaniimistir. Tezin 2.
boliminde, sensdr ylzeylerinin  modifikasyonu (substrat ylzeylerinin
temizlenmesi ve kaplanmasi) ile ilgili optimizasyon c¢alismalari yapilmistir. Farkl
temzileme yoOntemlerinin  uygulandigi  bu bdlimde, temizlenen yuzeyler

elipsometrik yontemlerle karakterize edilmistir.

Tezin 3. Boluminde, akigh sistemlerde mikro-akiskan kanal yaklasimi yerine,
goruntilemeli SPR kullanilarak, bir yonga Gzerinde birden fazla analizin ayni anda
gerceklestirilebilmesi igin mikro-desenleme yontemi olarak Ink-det litografi
calismalari yapilmigtir. Alternatif mikro-desenleme yontemi olarak fotolitografi
calismalari  yapimig  ve  fotolitografik  desenlemelerin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu bolumde 50 pm buyukligunde desenler olusturulmustur.
Ink-Jet litografi cok daha esnek galisma imkani sunmaktadir ancak, elde edilen
desenlerin ylzeyde yayilmasi sonucu sinirlardaki belirsizlik, bu yontemin tercih
edilmemesine neden olmustur. Calismanin bir sonraki bolumuinde, fotolitografi ile
elde edilen mikro-desenlenmis SPR yongalarinda alinan sinyal incelenerek,

desenleme boyutunun etkisi incelenmisgtir.



Tezin bundan sonraki boélumunde, immobilizasyon tekniklerinin gelistiriimesi
amacilyla, farkh ¢ézicu ve etkilesim parametrelerinde kendiliginden dizenlenmis
tek tabakalarin(SAM) formasyonu ile ilgili bir calisma yapilmistir. Taban malzeme
olarak, pruzlulugu ve yuzey bozuklugu az olan Si yongalar secilmistir. Tek tabaka
olusumuna ¢6zucl ve immobilizasyon parametrelerinin etkisi incelenmigtir.

Codzucu tipinin tek tabaka olusumunda en buylk parametre oldugu goriimustuar.

Bir sonraki galismada, biyomolekul immobilizasyonu igin, tabaka Ustu tabaka
(layer by layer) formasyonu ile kendiliginden dizenlenen tek tabakalar Uzerine
farkli fonksiyonellikte gruplar immobilize edilerek, bir IgG sensoérin duyarliginin
artinilmas1 amagclanmigtir. Tabaka Ustu tabaka formasyonu ile IgG molekulleri
Protein A U(zerinde yonlenmis olarak immobilize edilmis ve sinyal farki

g6zlenmisgtir.

Alternatif optik sensér yontemi olan elipsometri kullanilarak, oligonukleotid proba
sahip yuzeyin sensor performansi ise bir diger calismada degerlendirilmistir.
immobilizasyon sirasinda kademeli tabaka (istii tabaka immobilizasyon teknigi
kullaniimistir. Oligonukleotid problar ile 50 nM tayin sinir1 elde edilmis, nonspesifik
baglanma miktarinin, en dusik derisimde alinan sinyale oranla 1/5 civarinda

oldugu bulunmustur.

Tezin bir sonraki bélimunde, farkli bir alternatif denenmistir. Elipsometrik sensor
uygulamasinda Au-nanopartikil kullanilarak, yuzeye immobilize edilen Au-
nanopartikulun TIRE sensorinden alinan cevapta yapacagi muhtemel iyilestirme
incelenmistir. immobilizasyon teknigi olarak ¢ok kademeli immobilizasyon ile
kendiliginden duzenlenen tek tabakalar kullaniimigtir. Au-nanopartikile sahip
yuzeyin lokalize plazmon rezonans etkisi ile daha yuksek bir hassasiyette sensor
cevabl verdigi (yaklasik % 450 daha yuksek) gorulmustar. Bu uygulama LPRe-
TIRE (Localized Plasmon Resonance enhanced Total Internal reflection

Ellipsometry) olarak adlandiriimistir.

Bir sonraki c¢alismada, mikro-desenlenmis yuzeyde oligonukleotid prob tasiyan
SPR yongasi hazirlanmis ve performansi degerlendirilmistir. Mikro desenlenmis
yuzeylerde eglenik hibridizasyonu ile nonspesifik etkilesimler incelenmigtir. Sensor
cevabinin 20 dakika igerisinde alindigi ve nonspesifik sinyalin ¢ok dusuk oldugu

gOralmustar.



Tezin son galismasinda ise, iki optik sensor sisteminin (Ylzey plazmon rezonans,
SPR ve i¢ten tam yansimali elipsometri TIRE) bir arada kullanildigi ve bdylece
sensOr hassasiyetinin artirildid1 bir calisma yapiimistir. SPR ile guglendirilmig
TIRE uygulamasi (SPRe-TIRE) ile Cu?* tayini igin kullanilan ylizeyde bu kez
immobilizasyon kendiliginden dizenlenme yerine elektrokimyasal indirgeme ile
gergeklestiriimistir. Bu galismada, kompleks olusturma reaksiyonu es zamanli

olarak incelenmis ve 10 nM Cu?* algilama sinirina ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey plazmon rezonans (SPR), Ellipsometri, icten tam
yansimali elipsometri (TIRE), Oligonukleotid esash sensor, Kendiliginden

duzenlenen tabakalar (SAM), Lokalize plazmon rezonans
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ABSTRACT

The aim of the presented study is; to develop and characterize biosensors that
enabling real time analysis, and provide label-free diagnosis and having optical
transducer. The thesis includes 11 different studies were held in this scope. In
these studies, several processes were investigated to develop optical based
biosensors; including selection of a appropriate surface for substrates and of
analyte-ligand pairs, immobilization techniques of these pairs and requirements to
be able to do more than one analysis on a single chip, as well as, increment of
sensor sensitivity. In the first part, for selecting the light source and alternative
substrate/metal film used in SPR sensor; results which were obtained from the
solution of Fresnel equations by MATLAB ® modeling have been evaluated. The
prepared model has been successfully utilized to model the functional surface
containing different substrate combinations. Optimization works have been carried
out to modify the sensor surfaces (cleaning and coating of substrate surface) in
the second part of the thesis. The cleaned surfaces were characterized by

ellipsometric methods in the part where different cleaning methods were applied.

Third part of the thesis to perform multi analyze in one assay by using imaging
SPR, Ink-Jet lithography techniques is one of the micropatterning techniques were
utilized instead of microfluidic approach. For an alternative micro-patterning
method, photolithography studies and optimization of photolithographic patterning
were also done. In this part, patterns are formed 50 ym in size. Ink-Jet lithography
provides way flexibility but, the uncertainty at the boundaries that come out with
spreading of the patterns obtained on the surface, caused this method
undesirable. In the following part of the study, the possible effects of patterning
size to SPR signal was observed by examining the signals from the micro-

patterned SPR chips obtained by photolithography.



In the next part of the thesis, in order to develop immobilization techniques,
formation of self assembled monolayers in different solvents and with various
interaction conditions was investigated. Si chips were selected due to having less
surface foulness and roughness as substrate material. The effect of immobilization
parameters and solvents on the single layer formation is examined. It was
observed that the type of the solvent is the most important parameter in single

layer formation process.

In the following study, for bimolecular immobilization, the goal is set to increase
the IgG sensor sensitivity by immobilizing groups having different functionality on
the self assembled monolayers by using layer by layer formation. With layer by
layer formation, it is observed that IgG molecules are found to be directed on
Protein A and this orientation was observed and proved with an increment in

fluorescence signal.

Using ellipsometry as an alternative optical sensor method, the sensor
performance of a surface having an oligonucleotide probe is examined in another
study. During immobilization, stepwise layer by layer immobilization technique was
used. It is found that the signal observed from nonspecific interaction is 1/5 of

specific signal observed at minimal target concentration of 50 nM.

In the following part of the thesis, a different alternative method is studied. By
using Au-nanoparticle in ellipsometric sensor application; the possible
improvement brought by the response received from TIRE sensor having Au-
nanoparticle immobilized on surface; is examined. As the immobilization
technique, self assembled monolayer and layer by layer stepwise fictionalization
techniques were used. It is observed that, with a localized surface resonance
effect on Au-nanoparticle, gives a sensor response with a higher sensitivity (about
450% higher than without Au nanoparticles). This application was labeled as for
the first time LPRe-TIRE (Localized Plasmon Resonance enhanced Total Internal

reflection Ellipsometry) in the related literature.

In the next study, SPR chip carrying oligonucleotide probe on a micro-patterned

surface was prepared and its performance was evaluated. Nonspecific interactions



and conjugate hybridization on micro-patterned surfaces were also examined. It
was observed that the sensor response is received in 20 minutes to a plateau and

the nonspecific signal obtained is very low (i.e in detection limit).

In the last study of the thesis, two optical sensors are used together bringing by an
increase in sensor sensitivity. In this case, instead of self assembly techniques,
electrochemical reduction technique was used to form monolayers. SPR enhanced
TIRE application (SPRe-TIRE) technique was also implemented in Cu?* ion
sensors. In this study, complex forming reaction was examined simultaneously

and the 10nM Cu?" detection limit was achieved.

Key words: Surface plasmon resonance (SPR), Ellipsometry, Total internal
reflection ellipsometry (TIRE), oligonucleotide based sensors, Self assembled

monolayers (SAMs), Localized plasmon resonance
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1. GIRIS

Sensor teknolojilerinde yasanan gelisme, 6zellikle saglik, ¢cevre, gida gibi yagsam
bilimlerinde ortaya c¢ikan bir gerekliligin sonucu olmustur. Mikroorganizmalarin
dahil oldugu sorunlarin c¢ozulmesinde, sorunun kaynaginin hizli bir gekilde
belirlenmesi, Oornegin, hastalik teshisi konusunda buylk 6nem arz etmektedir.
Hastaliga neden olan organizmanin belirlenmesi, hastaligin kontrolindeki en
temel basamaktir. GuUnumizde bu amagla, kultir alma, sayim teknikleri,
biyokimyasal testler, mikroskobi ve akigh sitometri gibi birgok yontem
kullanilmaktadir. Ayrica, immunolojik teknikler (immuano analizler, immunomanyetik
ayirmalar vb.), hibridizasyon ve PCR esasli nikleik asit probu kullanilan teknikler,
kutle spektrometrisi, DNA mikroarray calismalari veya hazir kitle ve tasinabilir
sistemler gibi, halen gelistirilen yeni yontemler de mevcuttur. Ancak bu yontemlerin
¢ogu zaman alici (kultir alma ve c¢ogaltma), pahal (kutle spektrometrisi, DNA
mikroarray’leri) veya bilinmesi gereken hicre sayisi yerine toplam bakteri miktarini
veren (enzim bagl immunosorbent analizleri) yontemlerdir. Gegtigimiz yillarda,
biyosensorlerin spesifik hedefin miktarina bagl olarak surekli veri elde edilmesi,
hedef seciciliginin yliksek olmasi, dusuk tepki sureleri, seri uUretime uygunluk,
numune hazirlama basamaginin ortadan kaldiriimasi veya kolaylastiriimasi ve
omege en az zarar verilerek analizin yapilmasi gibi avantajlara sahip
biyosensorlerin gelistiriimesi ve bunlarin duyarli ve guvenilir tayin yontemi olmasi

icin bir gok galisma yapilmigtir.

Sensorler segici kimyasal taninmanin yapildigi ve baglanmanin ya da taninmanin
gerceklestigi duyarl bolge ve bir fizikokimyasal cevirici (transdlser) olmak Uzere
iki temel kisimdan olugur. Gergeklesen kimyasal tepkime, renk degisimi, floresans,
Is1 olugsumu, iletkenlik degisimi gibi bir dizi sinyal olugturur. Cevirici ise bu sinyali
alarak sinyali olusturan etkenle orantili olarak bir cevap gdsterir. Adindan da
anlagilacag! gibi, bir biyosensor, sinyal cgeviriciye yakin bir biyolojik algilama

elemanina (enzim, antibadi, mikroorganizma, DNA vb. gibi) sahiptir.

Biyosensor teknolojisindeki en édnemli iki gelisme, optik kavramlarindaki gelismeye

badli olarak (6rnedin s6numll dalga “evanescent waves” kavraminin gelistirilip



bunun plazmon rezonans ve floresans teknikleri ile birlestiriimesi) SPR ve
elipsometri gibi optik tekniklerin hizla uygulanabilir olmasi ve pizeoelektrik
olgusunun gelistiriimesi ile kuvars kristali mikrobalans (QCM) ve ylzey akustik
dalga sensori (SAW) gibi kltle duyarh sistemlerin olusmasidir. Bu sistemler

icerisinde gevresel etkilere en az duyarli olan geviriciler, optik esasli geviricilerdir.

Bu nedenle, sunulan galismada, yuzey plazmon rezonansi (SPR) ve elipsometri
esasli sensorlerin gelistiriimesi, bu dusiunce ile sensor duyarligi, immobilizasyon
tekniklerindeki esneklik, spesifiklik ve birden fazla hedefin ayni yonga Uzerinde

analizi gibi “esas amaclara” ulasiimasi hedeflenmistir.

Sunulan galisma kapsaminda, teorik bilgiler, yapilan arastirmalar ve sonuglari Gg
ana baslik altinda toplanmaya calisiimistir. Bu ana basgliklar; “Genel Bilgiler”,

“‘Deneysel Calisma ve Sonuglar” ve “Yorum” olarak belirlenmisgtir.

Genel bilgiler kisminda, tezin ana konusunu 6zetleyen ve tez galismalari sirasinda

kullanilan temel ve gerekli bilgiler verilmigtir.

Deneysel ¢calisma ve sonuglar baghgi altinda ise, tez kapsaminda gergeklestirilen
teorik ve deneysel ¢alismalar 11 alt baslik altinda toplanmigtir. Her bir alt baslik,
yapilan galismaya ait kisa 6zel bilgiler, deneysel ya da teorik galisma yontemi ve
sonuglari icermektedir. Alt bagliklarda, her bir ¢alismaya ait sonuglar ayri ayri

tartisiimigtir.

Tezin son kisminda ise, tez calismasi kapsaminda elde edilen tim veriler

toparlanmaya caligiimis ve elde edilen ciktilar tartisiimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Bir biyosensor “biyolojik veya biyolojik olarak turetilmis algilama elemaninin
(enzim, antibadi, mikroorganizma veya DNA) bir fizikokimyasal c¢eviriciye
(transduser) bagh kompakt bir analitik cihaz” olarak tanimlanabilir (Turner et al.,
1987). Kimyasal bir tur ile etkilesim dolayisiyla algilayici tabakanin fizikokimyasal
Ozellikleri (kutle, optik ozellikler, direng vb.) degisir ve bu degdisimler bir gevirici
tarafindan algilanir. Elde edilen degisimler elektrik sinyaline donusturalir ve
islenir. Cevirici, optik (6rnegin optik fiber), elektrokimyasal (6rnegin iyon segici
elektrotlar), 1s1 degisimi Olgerler (6rnegin kalorimetrik sensorler) veya piezoelektrik
(6rnegin akustik dalgalar) olabilir. Cizelge 2.1'de farkh g¢eviricilere Ornekler
verilmistir. Tipik bir biyosensorun temel parcalari Sekil 2.1’de gosterilmigtir. Bir
biyosensodriin amaci ayri veya surekli olarak bir analitin veya bir analit grubunun

etkilesimi ile orantili sinyaller tGretmektir (Turner et al., 1987):

Biyosensor teknolojisinin hassas bir algilama yontemi olarak kullanilmasinin birgok

avantaji vardir:

incelenen analit ile benzer molekiillerin arasindaki farki, biyomolekiillerin

spesifik tanima yetenegi kullanilarak ayrit edilmesi,

e Tepki surelerinin, genellikle sonuglar gergek zamanli olacak sekilde yuksek

olmasi,

e Cevirici ile segici tayin yaparak bdlgenin bir platformda birlestirilebilmesi
kolayhgi. Bu durum, ilave kimyasal kullanmadan analiz yapma ve spot

uzerinde analizi mimkun kilar.

e Analite en az zarar verilerek surekli veri alinabilmesi. Biyolojik element farkl
analizler igin yeniden kullanilabilmesi ki bu diger immunoanaliz

yontemlerine gbre buylk avantaj saglar.



Cizelge 2.1- Biyosensorlerde kullanilan transduserler

Kategori

Prensip

Ornekler

Elektrokimyasal

a) Potansiyometrik: sabit bir
akimda sistemin potansiyelindeki
degisime dayanir

lyon segici elektrotlar, iyon segici
alan etkili transistorler, LAPS

b) Amperometrik: elektroaktif
turlerin derisimine baglh olarak
akimdaki degisimleri inceler

Kati elektrolit gaz sensorleri,
elektronik burunlar

Optik

Kutle veya derisime bagl olarak
Isik siddetindeki veya
polarizasyonundaki degisimleri

Opitik fiberler, ylzey plazmon
rezonansl, absorbans ve
liminesans

Olgmek, ayrica floresan veya renk
verici molekdller de etiket olarak
kullanilabilir

Piezoelektrik Kditle, yogunluk, viskozite ve QCM, Yuzey akustik dalga

akustik eslesme durumlarina sensorleri

hassas
Isil Sicakliktaki farklari belirler Kalorimetrik sensorler
2.1.1. Biyosensor tipleri

2.1.1.1. Elektrokimyasal sensorler

Potansiyometrik biyosensorler genellikle iyon segici elektrotlari esas alir. Bu
cihazlar bir reaksiyon sirasinda iyon derisimindeki degisimleri dlger. Genellikle
basit bir sensor sistemi, bir elektrodu c¢evreleyen enzim immobilize edilmis
membrandan olusur ve prob bir pH Oolgere baghdir. Membran yuzeyinde
gerceklesen reaksiyon hidrojen iyonlari olusturur veya sogurur. Bu durumda pH’ta
kolayca okunabilecek degisimlere neden olur. Biyosensorlerde siklikla Gg tip iyon
secici prob kullanilir: normal cam pH elektrotlari, segici gaz gegirgen membranla
kaplanmig cam pH elektrotlar ve 6zel iyon iletken membrana sahip kati hal
elektrotlari. YUk ile orantih olarak akim ge¢mesini saglayan ve ylzeydeki yuku
Olcmeye yarayan metal oksit yari iletkenlerin de kullanilmasi mumkuandur. Bu tur

yari iletken cihazlarin kuguk olmasi, difizyon sinirlamalarinin ortadan kalkmasi




nedeniyle daha hizli tepki surelerine sahiptir. Ancak bu tur biyosensorlerin
duyarliklari, iyonik siddet ve analize tabi tutulacak c¢ozeltinin derigsiminden c¢ok

etkilenmektedir.

Potansiyometrik sensorler bakteriyel analizler igin kullaniimaktadir. DNA
hibridizasyonunun incelenmesi de, akimin kontrol edilen gerilim altinda
incelenmesi ile belirlenir. Ornegin hibridizasyon, indirgeyici indikatériin artan akimi

veya iletkenlik veya kapasitanstaki degisim ile belirlenebilir.

Isik adreslenebilir potansiyometrik sensorler (Light-adressable potantiometric
sensors, LAPS) vyari iletken elektrolitik yaliticiya (electrolytic insulator
semiconductor, EIS) ya sahip yari iletken sistemleridir. EIS bodlgesinden bir akim
uygulandiginda, yalitim-yari iletken ara yuzinde bir elektron boslugu tabakasi
olusturulur. Bu tabakanin kapasitansi elektrolitteki iyon derigimine bagli olan yuzey
gerilimi ile degisir. Kapasitansin belirlenmesi igin yari iletken 1sik ile uyarilir ve
olusan akim olgulur. Diger sensorlerle karsilastirildiginda LAPS bir kag avantaja
sahiptir: duzlemseldir, pH ve derisim dlgumu yapabilir ve kablolamaya ihtiyag
duyulmaz. Genellikle amperometrik biyosensor, iki elektrot arasinda enzimatik
yolla akim Uretilmesi prensibine gore c¢alisir. Duyarliklari potansiyometrik
sensoOrlerinkine yakindir ve hizli tepki verirler. Birgok amperometrik biyosensérde
sorun ¢6zunmus oksijendir ve bunun Ustesinden gelmek icin ferrosen gibi ara

elemanlarin kullaniimasi gerekir.

2.1.1.2 Optik sensorler

Optik biyosensorler genellikle optik fiberler veya ylzey plazmon rezonans (SPR)
temelindedir. Ayrica liminesans, floresans ve absorbans temelli biyosensorler de
kullaniimaktadir. Optik fiberler uzun, standart ve saf camdan imal edilmis ve 1s131
uzak mesafelere aktarabilir. Kullanim avantajlari, ucuz olmalari, ince olmasi, diger
sinyallerle etkilesimin zayif olmasi, guc¢ kullanimin disuk olmasi, hafiflik ve
esnekliktir. ilgilenilen etkilesim icin yiiksek spesifiklige sahip olmasi ve hizli sinyal
vermesi agisindan biyosensorlerde kullanimi idealdir. Cogu fiber optik sistemler

belirli patojenlerin tanisinda antibadi kullanir. Farkli fiber optik uglara farkh



antibadiler takilarak farkli bakteri tdrlerinin ayni anda tayin edilmesi de

mUmkuinddr.

Yuzey plazmon rezonans (SPR) teknigi yeni optik biyosensorlerin gelistirimesinde
etken olmustur. SPR sinyalindeki degisim dogrudan metal film ylzeyine
immobilize olan kuitle ile orantihdir. SPR gercek zamanh olarak ara yuzeydeki
etkilesim sonucu kirinim indisindeki degisimi Olgcer. SPR fiber optik problar, SPR
duzlemsel prob sensorler, ¢cok kanalli algilama cihazlari ve SPR’nin anodik siyirma
voltametrisi ve kritik agi refraktometresi gibi diger yontemlerle kombinasyonlari gibi

SPR’nin farkl konfiglrasyonlari mevcuttur.

Hedef molekiiller (analit)
Lo
(C 0

cﬁ—% Sinyal }
A

Biyoreseptor

YY Y

Sekil 2.1- Tipik bir biyosensoéru olusturan bilesenler

2.1.1.3 Piezoelektrik bazli akustik dalga cihazlari

Akustik dalga cihazlart 60 yildan uzun bir suredir telekomunikasyon firmalari
tarafindan kullaniimaktadir. Ozellikle mobil telefonlar icin telekominikasyon sektéri
en onemli alici konumundadir. Bu cihazlar kutle, yogunluk, viskozite degisimleri ve
akustik eslesme (copuling) durumlarina olduk¢a hassastir. Akustik dalga yuzey
boyunca veya uzerinde ilerlerken hizi ve/veya genligi degisir. Hizdaki degisimler
frekans dlgum cihazi ile dlgullr ve fiziksel parametreyle iliskilendirilir. Piezoelektrik
akustik dalga sensorlerinde titresen bir elektrik alan uygulanarak substrat iginde
hareket edecek bir mekanik dalga olusturulur ve ardindan bu dalga yeniden

elektrik alana donusturilerek olgim yapilir. Kuvars, kutle-frekans g¢eviricisi



oldugundan bu amagla kullanmaya uygundur. Bunun bir 6rnegi olan sensor,
kalinlik-kesme gerilimi modunda calisir ve genelde kuvars kristal mikrobalans
(Quartz crystal microbalance, QCM) veya yigin akustik dalga (Bulk acoustic wave,
BAW) sensodru olarak adlandirilir. Lityum, tantalit, lityum niyobat, silisyum karbur

ve galyum arsenit gibi baska piezoelektrik substratlar da vardir (Deisingh, 2003).

2.2. Yuzey Plazmon Rezonansi (Surface Plasmon Resonance, SPR)

Yuzey plazmon rezonansi (SPR), 1sik ile maddenin etkilesimi ile ortaya ¢ikan ilging
bir optik o6zelliktir (Sambles et al., 1991). Gunimuzde bu olguya dayanan
yontemler, yuzeylerin ve yuzeyler arasi etkilesimlerin tahribatsiz bir gekilde
incelenmesi icin oldukga duyarli optik izleme yodntemleri olarak kullaniimaktadir.
SPR olgusu, metal dielektrik ara yuzinde beklenmedik bir sekilde gugli ve
oldukga lokalize, s6numli (evanescent) elektromanyetik alanlarin olusmasi ile
ortaya c¢ikar. Bu tur alan kaynaklari, ara yuzeydeki malzemelerin dielektrik
Ozelliklerindeki kuguk degisimlere olduk¢a yuksek duyarlik gosterir. Bu alanlarin
lokalize bir yapida olmasi ise malzemedeki kiguk, tipik olarak optik dalga boyunun
1/1000’i dlgllerindeki bolgelerde degisikliklerin belirlenmesine ve dl¢limesine
olanak saglar (Barnes ve Sambles, 1987). SPR esasli yontemler ile yapilan
analizlerin hassas ve bolgesel olabilmesi, son yirmi yil igerisinde bu ydnteme olan
ilgiyi artirmistir. Cogu fiziksel (Margheri et al., 1991), kimyasal (Jory et al., 1995)
ve biyomolekiler (Ulrich et al., 1996) etkilesimde, etkilesimin kinetigi ve ara
yuzeyde olusan yapisal degisiklikleri gergek-zamanli olarak incelemeye uygun bir
yontemdir. Farkli yapilandirma kullanilarak fizik, kimya ve biyoloji alanlarinda
metal ylzeylerine biriktiriimis ultra ince filmlerin analizi igin kullanilabilir (Phelps ve
Taylor, 1996). Tipik uygulamalar arasinda Langmuir-Blodgett filmleri (Agbor et al.,
1997), kendiliginden duzenlenen organik tek tabakalar (Bain et al, 1989) ve
biyopolimerler (Linda et al., 1999) sayilabilir.

SPR sensor teknolojisindeki gelismeler, yeni uygulamalarin ve SPR’nin algilama
kabiliyetinin artiriimasi, gerek laboratuar ortaminda gerekse sahada, daha duyarli,

hizli ve maliyeti disuk analizlerin yapilmasini saglayacaktir.



2.2.1. Yiizey plazmon dalgalari

‘Plazmon” terimi yuk yogunlugu dalgalanmalarinin kuantumunu belirtir. Bu
kavramin, Maxwell'in elektromanyetik dalga kuramindaki plazma formulinden
turetildigi dustunulmektedir. Bu teori, metalin sdézde (pseudo) serbest elektronlarini
yuksek yodunlukta gaz veya sivi (plazma) olarak ele alir (Raether, 1977). Bu tur
elektronlar topluca uyarilmaya maruz birakildiklarinda, genelde plazma salinimlari
olarak adlandirilan, uzunlamasina ilerleyen dalgalar olusturan yuk yogunlugu
dalga salinimlarina neden olur (Richard, 1958). Bu uzunlamasina ilerleyen
dalgalarin, olugsmasi saglanir ve yuzey boyunca bir sivi gibi ilerlemesi
gerceklesirse, yuzey plazmon dalgalari (SP dalgalari) olarak adlandirilir (Ritchie,
1973).

2.2.2. SP dalgalarinin dagiima karakteristikleri

Yuzey plazmon dalgalarinin fizigi ve yayilma karakteristikleri birgok arastirmaci
tarafindan genis kapsamli olarak c¢alisiimistir (Boardman, 1982). Bu dalgalarin
dagilma karakteristikleri SPR temelli deneysel arastirmalar i¢in gok édnemlidir. Yari
sonsuz ve bir dis elektrik alan ile dengede olan bir metal-dielektrik ara yuzeyi

dusunulurse (Sekil 2.2), bu iki ortamin dielektrik sabitleri ¢, ve &, olarak alinabilir.

Dis alan, ara yuzeye dik olan bileseni sifirdan farkli ise ylzey yuklerini uyarir.

E, ve E, sirasiyla sinirn metal ve dielektrik bdlgesinde uygulanan elektrik

alaninin dik bileseni ise, etkilestirilen (indlklenen) yukin buayukliglu asagidaki

esitlikle verilebilir:

G=Ezm_Ezd (21)



Elektrik alan (E)
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Sekil 2.2 - (a) Ylzey yuku tarafindan metal (¢, )-dielektrik (&, ) ara ylzinde

olusturulan elektrik alani. E, gelen polarize 1s1gin elektrik alani, E 4 ve E,, ise
siraslyla dielektrik ve metaldeki ara ylzeye dik olan elektrik alan bileskeleridir. (b)
Yuzey yukleri ile iligkili elektrik alaninin (E) ile gosterilen, ara yuzeydeki yuk

yogunlugu degisimleri.

indiiklenmis alan w agisal frekansi ile salinirsa ve ara ylizey boyunca K, dalga
vektora ile ilerlerse, induklenmis yuk yogunlugu o (x,t) icerisindeki karsilik gelen

salinimlar, ara yuzey boyunca Sekil 2.2 (b)de gosterildigi gibi yizey plazmon

dalgasi seklinde ilerler. Bu ilerleme asagidaki esitlik ile ifade edilir:
o(x,t)=ocexpi(K x—ot) (2.2)

indiiklenmis yik yogunlugu salinimlari, ara yiizeyi gevreleyen uzayda yayilan,

kendilerine ait ikincil elektromanyetik alanlari yaratirlar. Bu alanlarin metal (E,n) ve

dielektrik (Ey) bolgelerindeki dik bilesenleri asagidaki esitlikle verilir:
E,, =const.expi(K x —ot)expi(K,,z) (2.3a)
E,, = const.expi(K,x — ot)expi(K,;z) (2.3b)

Burada K.n ve K4 sirasiyla metal ve dielektrikteki sinira dik dalga vektorleridir ve

asagidaki esgitliklerle birbirleri arasinda bir iligki vardir:

K, =le, (o/c) —K2]" (2.4)

zm



K, =le,(w/c)? -K2]"? (2.5)
zd d X
&K, +&,K,y=0 (2.6)

Burada ¢, ve ¢, sirasiyla dielektrik ve metaldeki dielektrik sabitleri, ¢ 1sik hizi ve
o agisal frekanstir. Esitlik 2.4, Esitlik 2.5 ve Esgitlik 2.6 birlestirildiginde dagilim

iligkisi elde edilir:

K, =(wlc)ee, (e, +¢,))? (2.7)

x =

Genel olarak ¢, (w) kompleks bir sayidir ve Esitlik 2.7°de Ky hem gergek hem de

imajiner bolimden olusur:
K, =K +iK, (2.8)

Burada K, ve K; sirasiyla vektdriin gercek ve imajiner bélimidir. iki ortamin
dielektrik fonksiyonu ¢, = ¢, +ic, ve ¢, =&, +ie, olarak verilirse Ks, igin gergek

ve imajiner kisimlar asagidaki gibi yazilabilir:

Re(K,,) =K, = (w/c)(s,e, (e, +£,))" (2.9)

IM(K,,) = K, = (@/ )&, (262 eye,, 5 + 61" (2.10)

sp

K, yuzey plazmon dalgasinin_duzlemsel ilerlemesini _gd&sterirken (Esitlik 2.2),

imajiner kisim K;, isil harcanma nedeniyle enerji kaybina bagl olarak dalga

ilerlemesinde uzakliga bagh azalmayi goésterir. SPR olayinin deneysel

calismalarda kullaniimasi, buyuk oranda, Egitlik 2.9'da gorulen ¢,’nin reel veya
imajiner kisimlarindaki kiiglk degisimlerin (w/c)(s,s, I(s, +¢,.))"? katsayisiyla
bayutulerek K, deki dedisimin elde edilmesidir. Esitlik 2.3'te K, (K.m» ve Kx'ye esit)
ve Ky reelse, ilerleyen ikincil elektromanyetik alan aktarim enerjisi ara yuzey
sinirindan radyasyonla uzaklasir. Bundan kaynaklanan yuk yogunluklari radyatif
(radyasyonla yayilan) yuzey plazmon dalgalari olarak isimlendirilir. Bu tur dalgalar

v, = (0l K, )>c hiziyla yayilir. Eger K, imajiner olursa ve K, reel ise, Esitlik 2.3'te

belirtilen elektromanyetik alanlar, ara yuzeyin her iki tarafinda da sénimli

(evanescent) hale gelir ve ara yuzey boyunca ilerlemeleri “yizey sinirh” olur. Bu
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tur dalgalar radyatif olmayan ylzey plazmon rezonansi dalgasi olarak adlandirilir.

Bu dalgalar, ara ylzeyde v,,< c¢ hiziyla yol alrlar. Tum SPR uygulamalarinda

radyatif olmayan yuzey plazmon dalgalari kullanilir. Radyatif olmayan dalgalari

radyatif olanlardan ayirmak icin K yerine K, ifadesi kullaniimaktadir. K, ve Kz
dalga vektorleri, ara yuzey icin secilen malzeme segimine bagh olarak imajiner
olabilir. Esitlik 2.4 ve esitlik 2.5'te goruldugu gibi Ky dalga vektord ayni anda
K, >(g1m’2)(w/c)durumlar|n| kargiladiginda, her iki ortamda imajiner duruma gelir.

)1/2

Esitik 2.7’de K, >(&'*)(w/c)durumunun (s, /(s, +¢,))"? >1 olmasi gerektigi

ortaya gikmaktadir. Bu durum yalnizca ¢,ve ¢, zit isaretlere sahipse gerceklegir.

Yuzey yuk yogunluklarinin yalnizca metal-dielektrik ara yuzeyinde, metal bir p-
polarize elektrik alana maruz birakildiginda uyarilabilecegi durumu buradan ortaya

¢clkmaktadir.

2.2.3. Radyatif olmayan yuzey plazmon dalgalarinin uyarilmasi ve tayini

Yuzey plazmon dalgalari, ilisik elektrik alanlarin faz hizi plazma dalgasinin hizina
esit olacak sekilde dig yuzeyden ara yuzeye gelen elektronlar veya isinlar ile
uyarilir. Esdeger olarak, elektronlar veya isinlar tarafindan aktarilan momentum
(hK,) ve enerji (hw ), SP dalgalarinin yayihm (sacilim) iligkisindeki @ (Kx) iliskisine
denk geldiginde, plazma dalgalari uyarilir. Genelde plazmonlarin sGnimundeki

azalma, plazma salinimlarinin yukseltilmesini artirir.

Ylzey plazmon dalgalarinin yayilma sabiti (Ksp), ara yluzeyin hemen yakinindaki

dielektrik icerisinde yayilan optik dalganin maksimum yayilma sabitinden

((£"*)(w/c)) daha yiksektir. Momentumun korunumu, metal dielektrik ara yiziine

gelen optik dalga ile SP dalgalarinin uyariimasi konusunda uygulanamaz. Bu
nedenle fotonlarin enerjisinin ara yuzeyde eglesmesi (coupling) icin, gelen optik

dalga momentumunun SP dalgasininkine uyacak sekilde artirilmasi gerekir.

Bu egleme islemini basarmak icin dolayli momentum artirma yontemleri kullanilir.

Prizma egleyiciler kullanilarak zayiflatilmig icten tam yansima (ATR) yontemi, optik
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dalga yoOnlendiriciler ve sacilim desenli yuzeyde sacilim yontemi, mevcut

yontemlerden Ug¢ tanesidir.

Bir ara yuzeyde tam yansimaya ugrayan isik, ikinci ortamda, ara yuzun duzlemine
paralel olarak ilerleyebilen bir sonumlu elektromanyetik alan yaratir. Bu
elektromanyetik alanin diger ortamdaki ilerlemesi ¢ok dusuktur. Bu tur bir alan,
gelen 1sik ile ayni frekansta salinir ve ara yuz duzlemine dik olan dizlemde siddeti

ussel olarak azalir. Gelig agisi 6, kritik aginin tzerinde (6, ) oldugunda, gelen i1gik

ikinci ortam tarafindan tutulan ara yiz duzlemi boyunca daha yuksek momentuma

sahip olur. Ara ylze paralel olarak gelen i1g1da ait dalga boyu vektoéru Ky, agagidaki

gibi verilir:

K, =(g,1¢,)"*(w]c)sin(@) (2.11)
0.>0, icin Kph,(gglgd)1/2(a)/0)2Kph>(€g/Ed)1/2(a)/C)Sin(gc) araliinda
degistirilebilir.

Metal dielektrik ara yuzi (¢,/¢,) tam yansimanin oldugu ara yuze oldukga

yaklastirilabilirse,  ikinci ortamda ilerleyen s6numli  dalganin  hizi

v,, =(w/K,,)elektrik ve manyetik alanlarin ara yuzde surekli olma durumu olan

sinir kosullarini karsilayan, aktif ara yluzeydeki metal icerisinde benzer alanlari
tetikleyecektir. Bu tur bir sonimlu dalganin varligi, aktif ara yizun her iki yaninda
dengedeki ylzey yluk yogunluk salinimlarini @ agisal frekansi ile uyarir. Ky, bu
frekansta salinim yapan, yuzey yuk dalga vektorld Ks,, Ko, ile uyusacak sekilde
ayarlandiginda, yuzey sinirindaki elektrik alani, gelen is1gin enerjisinin harcanmasi
ile guclenecektir. Bu uyarma iglemi ile birlikte Kyi'in Ksp ile esitlenmesi iglemi

“Yiizey plazmon rezonansi” (Surface plasmon resonance, SPR) olarak adlandirilir.

icten tam yansima yoluyla birincil séniimlii elektromanyetik alanlarin olusturulmasi
icin prizmalar, fiberler ve diuzlemsel dalga yonlendiriciler gibi optik cihazlar

kullanilir.  Metal/dielektrik ara ytzinun (g, /&,) icten tam yansima olan yuzeye

oldukga yakin olmasi gerekliligi, aktif ara ylizeyde hem metal hem de dielektrik

ortamin ince olmasi zorunlulugunu ortaya ¢ikarir. Metal/dielektrik ara ydzinde
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yuzey plazmon dalgalarinin 1gik yoluyla uyariimasi igin populer olan iki uyarma
yontemi mevcuttur. Sonlu metal kaliniginin kullanildigi dizenek Kretschmann
konfiglrasyonu olarak adlandirilirken (Ritchie, 1957), sonlu dielektrik kalinhginin
kullanildig1 yapilandirma Otto konfigurasyonu olarak adlandirilir (Otto, 1968;
Kretschmann ve Raether, 1968; Sekil 2.3 ve Sekil 2.4). Kanalli esleyicilerde, gelen
IStk sacgilarak yuzeyden uzaklasan farkli yonlere giden 1sin demetleri olusturur ve
bu i1ginlarin her birinin farkh K-vektorine sahip 1ginlar SP rezonansini saglar.

Dalga yonlendirici yuzey kullanilarak, Kretschmann konfiglirasyonunda oldugu
gibi, metal yuzeyindeki SPR uyarilabilir. Duzlemsel (dikdortgen) veya dairesel

(optik fiberler) dalga yoénlendiriciler SPR uygulamalarinda kullanilir.

Reflektometri, elipsometri ve floresans emisyonu, SPR uyariminin belirlenmesi ve
karakterizasyonu igin kullanilan en popller tekniklerdir. Reflektometri teknigi, ATR
kosullarindaki yansiyan 1s1gin siddetinin dlgulmesine dayanir. Elipsometrik teknikte

ise, yansiyan isik polarizasyonundaki degisim (A ve y elipsometrik agilari ile

belirtilen) SPR uyariminin belirlenmesi ve miktarinin élgtlmesi igin kullanilir.

Floresans yontemi, SPR uyariminin belirlenmesi i¢in emisyon tekniginin
kullaniimasi temeline dayanir ve SP modlar tarafindan olusturulan ytizeye bagh
guclenmis elektrik alaninin avantajini kullanir. Etiketlenmis molekuller aktif yluzeye
immobilize olduklarinda elde edilecek floresans, yerel elektrik alan ile orantili olur.
Yayilan 1si1gin siddeti SPR uyarisinin miktarini gosterir. Bu ydntemler arasinda,

uygulama kolaylhdi olmasi agisindan yansima teknigi (ATR) en uygun olanidir.
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Sekil 2.3 — Kretschmann (a) ve Otto (b) konfiglrasyonlari

2.2.4 SPR egrilerinin karakterizasyonu

SPR’nin optik olarak uyariimasi sonucu karakterizasyonu genelde “yansima
egrileri” (Sambles et al., 1991) kullanilarak yapilir. Bu tur bir yansima egrisi SPR
spektrumunu olugturur. Esitlik 2.11°de goruldigu gibi Kon hem gelen 1s1gin dalga
boyunun hem de agisinin bir fonksiyonudur. Monokromatik bir 1s1g1n gelis agisina
gore SPR spektrumu cizildiginde “agi taramali SPR spektrumu” elde edilir. Benzer
sekilde, sabit bir gelis acisinda dalga boyunun fonksiyonu olarak cizilen SPR

spektrumu ise “dalga boyu taramali SPR spektrumu” olarak adlandirilir.
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Sekil 2.4- Kretschmann konfiglrasyonu

SPR spektrumu, yansima egrisindeki 3 parametre ile karakterize edilir: Kp,'in yeri
(Ksp'ye denk gelir), Ryin'in degeri ve yari tepe yuksekligindeki geniglik “Ax”. Kpn
degeri SP dalgalari 1sigin gelis acisi ile rezonans elde edilecek sekilde

ayarlandiginda, Kmin'e karsilik gelen ¢ “Plazmon agisI”, “Rezonans agisI” veya

“SPR acisI” olarak adlandirilir. ideal bir rezonans egrisi icin Rmin Ve Ax’nin sifira
yakin olmasi gerekir ki bu durumda egri neredeyse sonsuza yakin diktir. Rezonans
egrisinin karakteristik degiskenleri (Kmin, Rmin V& Ax’) uyarilan plazmon dalgasinin
yayllma karakteristigini, belirli bir malzeme kombinasyonu ve kullanilan 1g1gin

dalga boyu igin tam olarak ifade eder.

Bir SPR sistemi, SPR’yi uyarmak igin bir optik duzenek, uyarilan optik dalganin
parametrelerin dlgulmesi igin bir gevirici ve veri isleme igin elektronik sistemden
olusur. Bu tur bir butlnlesik SPR sistemi “SPR sensor” veya “SPR spektrometre”
olarak adlandiriir. SPR sensorin duyarhdi, kararlihdi ve ¢ozunarligi SPR
sistemini olusturan bilesenlere baghdir. Kullanilan SPR konfigUrasyonlarinda
degisen bilesenler (optoelektronik cihazlar: 1sik kaynaklari, detektorler; optik
cihazlar: dalga boyu ayarlama cihazlari, kiresel ve silindirik lensler, polarizasyon
filtreleri, prizmalar, dalga yénlendiriciler vb.; mekanik bilesenler: déner tablalar vb.;

bilgisayar ve yazilim paketleri gibi) Cizelge 2.2'de verilmistir (Homola et al., 1999).
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Cizelge 2.2- SPR algilama geometrileri icin farkl kaynak-analiz-algilayici

yapilandirmalari
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Yuzey plazmon rezonansi (SPR), farkli disiplinlerde kullanima uygun, genis
uygulama alani bulan egsiz bir ylzey analiz yontemidir. Bu yontem, sensor ylzeyi
yakinindaki dielektrik fonksiyon degisikliginin goézlenmesi icin kullanilir. Bu
nedenle, yuzeyin yakininda dielektrik fonksiyonu degistirebilen bir fiziksel,
kimyasal veya biyolojik olay, etkin bir sekilde belirlenebilir (Lavers ve Wilkinson,

1994). ince metal filmlerin optik dzelliklerinin belirlenmesi (Robertson ve Fullerton,
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1989), kimyasal tayin (Mastubara et al., 1988), immunoanaliz (Kunz et al., 1996),
biyoanaliz (Liedberg et al., 1985), absorpsiyon (Kano ve Kawata, 1994)
adsorpsiyon (Klomenskii et al., 1997), gaz tayini (Nylander et al., 1982), optik sabit
Olcimleri (Homola et al., 1997), ince film karakterizasyonu (Rothenhausler et al.,
1988), optik modilasyon (Jung et al., 1994), bistabillik (Zhang et al., 1993), filtreler
(Kajenski, 1997) ve benzeri uygulamalarda, bir ¢ok farkli alanda uygulama
mevcuttur. Ayrica SPR tekniginin yeni alanlarda kullanimi olduk¢ga muhtemeldir.
Algilama metodunun yapilandirmasina bagl olarak, SPR uygulamalari iki sinifa

ayrilabilir:

1) Uglincti ortamin kirilma indisinin degismesi ile SPR agisindaki degisimin
ikincil modulasyonu ile,

2) Sabit uglncu ortam ve sabit SPR agisi ile.
Algilama yontemine gore ise dort grupta incelenebilir:

1
2
3
4

) SPR acisi modulasyonu,

) Dalga boyu modulasyonu,

) Genlik (siddet) modulasyonu,
)

Faz modulasyonu.

2.2.5 SPR modellemesi i¢in ince film teorisi: Fresnel modeli

SPR cihazi, iki dielektrik ortam arasina sikismis iki ara ylze sahip bir sistemden
olusur. Bu tdr iki ara ylzeye sahip bir sistemin reflektivitesi, birinci ve ikinci ara
yuzeyden yansiyan i1gik ile ara yuzeylerde gerceklesen ¢oklu yansima genliklerinin
toplamina esittir. ince filmlerde Fresnel esitlikleri veya Fresnel yansima katsayilari
kullanilarak SPR karakteristigi elde edilir. Ug tabakali bir dielektrik-metal-dielektrik
bilesiminde konfiglrasyonlar igin Fresnel modelinden elde edilen yansima

fonksiyonu (Rg)'nun analitik formu Esitlik 2.12’de verildigi gibidir:

_ (f'12 + I’23 eXp(_ZKd))

= (2.12)
14 1,6, exp(—2kd)

F
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Burada ry2 ve o3 sirasiyla dielektrik (s, ) - metal (¢,,) ve metal (g, ) - dielektrik (&)

ara yuzeyinin Fresnel yansima katsayilari, k, cihazin referans eksenine paralel
¢6zUmlenmis uyarilan 1sik dalga vektorunin bileseni ve d, metal tabakasinin

kalinligidir.
Uc¢ tabakal sistemde ry,, ra3 ve k degeri, gelen i1sigin acisiyla asagidaki gibi
degisir:

\ = (en) " 0S(0)~(2,) " cOS(6)) 2.13)
(€,)'“cos(f,)+(s,) ' cos(,)

_ (‘9s )1/2 COS(HZ ) B (gm )1/2 C08(93)

I’23 - 1/2 1/2 (2'14)
(gs) C08(02)4_ (gm) COS(03)
k=i E}[gm ~ &, 8in*(,)] (2.15)

Burada c 1g1gin vakumdaki hizi, @ gelen 1g1gin agisal frekansi, 6,, 6, ve 6, Sekil

2.5'te gosterilen agilardir.

Dielektrik

/
N

Sekil 2.5 - Dielektrik-metal-dielektrik yuzeyinde gelen, gegen, yansiyan isik

demetleri
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2.3 Elipsometri ve Reflektometri

Kalinlik gibi ¢ok kuguk oOzelliklerin olgulmesi, bazi durumlarda geleneksel
yontemlerle gergeklestirilemez. Bu durumlarda, bazi problar (elektronlar, iyonlar,
fotonlar vb.) kullanilarak, malzemede Olglulmek istenen 6zeligin prob o6zelliklerini
nasil degistirdigine bakilir. Spektroskopik (veya tek dalga boylu) elipsometri ve
reflektometride prob olarak; UV, goérinir veya IR bdlgedeki 1sik demeti veya

elektromanyetik dalga kullantlir.

2.3.1 Bir elektromanyetik dalganin tarifi

Yayilma duzlemine dik, 1sik ve elektrik arasinda zit yonlu bir titresim Maxwell

esitlikleri olarak bilinen 4 denklikle ifade edilmektedir (Jackson, 1962).

Elektromanyetik dalga karsilikli elektrik alan vektoru ve manyetik alan vektorinden
olusan ve her ikisinin genligi zaman ve konumun bir fonksiyonu olarak degisen
dalgadir. Elektrik vektorl ile manyetik vektor birbirlerine diktir ve her ikisi de 1s13in
yayllma yonune diktir. Bu iki vektor tam anlamiyla birbirinden bagimsiz degildir.
Elektrik alan vektorunun ozellikleri manyetik alan vektorunun ozelliklerini; manyetik

alan vektorinin ozellikleri ise elektrik alan vektorinun 6zeliklerini belirler.

Elektromanyetik duzlem dalgasi icin esitlik, birkac sekilde ifade edilebilir ve amaci
elektrik alani, zamanin ve konumun bir fonksiyonu olarak tanimlamaktir. Tek bir

yonde yayllma oldugunda, elektrik alan asagidaki esitlikle ifade edilir:
. 27
E(zt)=E, S|n(—7(z—ut)+§j (2.16)

Burada E, herhangi bir anda ve yerde elektrik alanin siddeti, E, dalganin
maksimum alan glcl veya genligini, z alinan yolu, t zamani, v 1s1gIin hizini, A
dalga boyunu ve ¢ rastgele secilmis faz agisini gostermektedir. Sekil 2.6’da dikey
yonde elektrik alan ile hareket eden bu tir bir dalga gdsterilmistir. Buradaki

cizimde sabit zamanda, konuma gore elektrik alanin fonksiyonu gosterilmigtir.

19



Elektrik alanin maksimum, minimum ve sifir oldugu yerler, polarizasyonla ilgili

aciklamalarda kullaniimak Gzere belirtilmigtir.

maksimum

maksimum

Yy Z
/ ilerleme y6nii

N

minimum

Sekil 2.6- Herhangi bir anda konumun fonksiyonu olarak elektrik alaninin

gOsterimi.

Eger, sinus fonksiyonundan daha genel olan bir dairesel fonksiyon ve U¢ boyut
(vektoér) notasyonu kullanilirsa, dalga esitligi icin bir ¢ézim, Maxwell esitligi

kullanilarak saglanir.

j2rzN—

> q.FJ exp(—jot) (2.17)

E(F,t) = E_oexp(—

Burada r vektdriin konumu, q dalganin yayiim yéniindeki birim vektér, N

kompleks kirinim indisi, @ agisal frekans ve jimajiner sayi (\/——1) dir.

Yuksek acisal frekans nedeniyle elektrik alanin genligi dogrudan olgllemez.
Bunun yerine 1gimanin enerji akisi olgulur. Yayilan dalganin dogrultusuna dik birim
alanda, aktarilan enerji miktari dalganin siddeti (/) olarak gosterilir ve dalganin

genliginin karesi ile orantilidir:
| oc E? (2.18)

Reflektometride dalganin siddeti kullanilirken, elipsometride dalganin genligi

kullanilir.
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2.3.2 Maddenin elektromanyetik dalgalara etkisi

Bir 1sin (duzlemsel dalga) hava ile bir baska madde arasindaki ara ylzeye
geldiginde, dalga genellikle yavaslar, yon degistirir ve bazi durumlarda sogrulmaya
baslar. Isigin bir kismi geldigi ortama (hava) geri yansir ve ikinci ortama giremez
(Sekil 2.7).

Optik olarak inceledigimizde ikinci ortam kompleks kirinim indisi, N2 ve kalinhgi ile
karakterize edilir. Genel olarak kompleks kirinim indisi reel bir sayi imajiner bir

sayinin bilesimidir ve asagidaki gibi ifade edilir:
N =n-jk (2.19)

Burada n kirinim indisi, k sonumleme katsayisi ve j imajiner sayidir.

Kirinim _
indisi  Ng
17
g 1
Gelen
isin

/////////

Sekil 2.7- Kompleks kirinim indisi N:olan bir ortam ile hava ara yuzundeki

duzleme paralel etkilesen isik

Cam gibi bir dielektrik malzemede n, uzaydaki i1sik hizinin, malzemedeki 1s1k

hizina orani olarak tanimlanir:

(2.20)
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Ornegin silisyum nitritte n=2'dir ve 1s1§in burada bosluktakinin yari hizinda hareket
ettigi anlamina gelir. SOnimleme katsayisi k ise, 1s1gin siddetinin malzemeden

gegerken nasil bir hizla azaldiginin bir dlgtsuddr.
Sonumleme katsayisi k, absorpsiyon katsayisina asagidaki esitlik ile baghdir:

k=ia

Ar (2.21)

Kirinim indisi ve sdnimleme katsayisi dalga boyunun bir fonksiyonudur. Cizelge
2.3'te bazi maddeler igin, verilen dalga boylarinda sonimleme katsayilari ve nufuz

derinligi hakkinda ornekler verilmigtir:

Cizelge 2.3 — Farkli malzemeler i¢in nufuz derinligi (Tompkins, 1993)

Madde Dalga boyu (1) Sonumleme Nufuz derinligi
katsayisi (k) (nm)
Tekli Si kristalleri 632,8 0,016 3100
Tekli Si kristalleri 300,9 4,09 5,8
Tungsten kristalleri | 632,8 2,63 19,1
Aluminyum kristalleri | 632,8 6,2 7,3

2.3.3. Polarize 1s1k

Bir foton 1s1k kaynagindan ¢iktiginda ona ait elektrik alani belirli bir ydnde olusur.
ikinci fotonun elektrik alani daha farkli bir yénde olmaktadir. Genellikle, fotonlar
yaylldikga butun yonlerde elektrik alanlari ile birlikte ilerler. Bu durumda “polarize
olmayan 1sik” elde edilir. Isin demetindeki tim fotonlar belirli ydonde olacak sekilde
duzenlenirse “polarize 1s1k” elde edilir. Bunu yapmanin en genel yolu 1131 sadece
istenilen yonde elektrik alaninin gegebilecegi bir optik elemanin igerisinden
gegirmektir. Bir diger yontem ise dogrudan polarize 11k yayan bir 1s1k kaynagi

kullanmaktir.

2.3.3.1. Dogrusal polarize 1s1k

Sekil 2.8’de ayni frekansta, ayni genlikte ve ayni ydnde giden iki 1sin demeti igin
elektrik alan siddeti goOsterilmistir. Isinlardan biri yatay digeri ise dikey yonde

polarize edilmistir. Her iki dalganin da maksimum, minimum ve sifir noktalar
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cakisabilecek durumdadir ve bu durumdaki dalgalar “ayni fazda” olarak
nitelendirilir. Bu iki dalga Ust Uste bindirilirse elde edilen dalga, dizleme 45° agi ile

polarize edilmis yeni bir polarize edilmig 1sik olur. iki dogrusal polarize dalganin

bilesimi ile yeni bir dogrusal polarize dalga meydana gelir.

Sekil 2.8- Ayni fazda ve frekansta olan iki lineer polarize 1sik demeti lineer polarize

ISIK olusturur.

2.3.3.2. Eliptik olarak polarize edilmis 1s1k

Bir dik ve digeri yatay polarize edilmis iki 1sIn demeti Sekil 2.9'da gdsterilmistir.
Burada iki 1sinin arasindaki maksimum, minimum ve sifir noktalari birbirinden 90°
faz farki yaratacak sekilde kaydiriimistir. iki dalga birlestirildiginde, dalga bileskesi
bir daire gizecek sekilde hareket eder. Bu durumda “dairesel polarize” 1sik elde
edilir. Faz farki 90°’den farkh olursa veya genlikler esit olmazsa, dalga uglari eliptik
olarak hareket ediyormus gibi géziukur. Bu durumda “eliptik olarak polarize edilmis
Isik” elde edilir. Kisaca, ayni frekansa sahip iki dogrusal polarize i1sik demeti, “faz
farki” olacak sekilde Ust Uste bindirilirse, sonugta “eliptik olarak polarize edilmis
Isik” elde edilir.
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Sekil 2.9 - Ceyrek dalga faz kaymasi olan ve ayni frekansta olan iki lineer polarize

ISIk demeti dairesel polarize 1s1k olusturur.

Elipsometrede, eliptik olarak polarize edilmis 1sik kullanilir. Eliptik olarak polarize
Isik, lineer olarak polarize edilmis bir 1s1gin belirli kosullarda bir ylzeyden
yansimasi ile elde edilir. Eliptiklesme miktari ylzeyle iligkilidir (optik sabitler,
yuzeyde filmlerin olmasi vb.). Optik bilesenler yansima sonucu ne kadar eliptiklik
olustugunu belirler ve bu durumda filmlerin ozellikleri (optik sabitler, filmlerin

kalinligi vb.) belirlenebilir.

2.3.4. Reflektometri temelleri ve elipsometri modellemeleri

2.3.4.1. Yansima dizlemleri

Gerek reflaktometri, gerekse elipsometri, ilgilenilen ylzeyden i1s1din yansitiimasi
prensibi ile calisir. Yansima denklemlerini yazmak Uzere bir referans dizlem

belirlenmesi gerekir.
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Sekil 2.10°da, gelen 1s1§in bir ylzeyden yansimasi gosterilmistir. Ylizeye dik olan
dizlem, gelen ve yansiyan isikla ayni duzlemdedir ve gelis duzlemi olarak
adlandirilir. Gelis agisi, yuzeyin normali ile gelen i1s13in yaptigi acidir. Sekil 2.10’da
gelis duzlemine dik Es ve gelig duzlemi ile ayni duzlemde E, hareket eden elektrik

alan dalgalari gosterilmistir.

Sekil 2.10 - Gelisg duzlemine dik Es ve gelis duzlemi ile ayni duzlemde E, hareket

eden elektrik alan dalgalari

[ el

Bu dalgalar p-dalgasi ve s-dalgasi olarak adlandirilir. “s” ve “p” indisleri Almanca

“senkrecht” ve “parallel” kelimelerinin ilk harfleridir.

2.3.4.2. Her iki polarizasyon duzlemi i¢in Fresnel yansima esitlikleri

Reflektans (R ) yansiyan 1si1gin siddetinin, gelen 1s1gin siddetine oranidir. Bu tim
reflektans OlgimuU cihazlarinda Olgllen buyuklUktir. Siddet, dalganin genliginin
karesi ile orantilidir. Reflektans ile birlikte, gelen dalganin genligi ile yansiyan
dalgalarin genlikleri orani da incelenir. Tek bir ara yuzey oldugunda bu
denklemlerin ¢ikariimasi nispeten kolaydir. Tek bir ara yuzey incelendiginde, elde
edilen oran Fresnel yansima katsayisi olarak adlandirilir ve s-dalgalari ve p-
dalgalari igin birbirinden farkli ifade edilir. 1 ve 2 numaral ortamlar igin Fresnel

yansima katsayilari agagidaki gibidir:

p N2 cos/, ~ N cos6,
" N2cosd, +Nicosb, (2.22)
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s Nicosé, — N2 cosé,
" Nicos6, + Nz cosb, (2.23)

Ust indisler p ve s-dalgalarini, alt indisler ise ara ylz ile ayrilan iki ortami ifade

eder.
2.3.4.3. Brewster agisi

Havadan bir dielektrik ortama gelen 1sin durumunda k=0 olacagindan Fresnel
egitliklerindeki tum terimler gercek sayi olur. Sekil 2.11 a)da TiO2'nin (n=2.2)
632,8 nm dalga boyunda, gelis agisinin bir fonksiyonu olarak Fresnel
katsayilarinin degisimi gosterilmistir. Normal gelis agisindan r* ve r° farkl isarette
olur ancak buyuklUkleri aynidir. Tek bir ara ylizey durumunda, refrektans, Fresnel
yansima katsayisinin karesine esit olur. Sekil 2.11 b)'de gelis agisinin fonksiyonu
olarak refrektans gdsterilmistir. Normal gelis agisinda, kosinus terimlerinin hepsi

+1’e esit olur ve:

p  hy,—1
o =
n, +1 (2.24)
L
1+n, (2.25)
RP = RS :[nz _1j
ny +1 (2.26)

’’nin sifira esit oldugu gelis agisinda, R”’de sifira esittir ve yansiyan 1sigin timi
gelis duzlemine dik polarize olarak yansir. Bu agi Brewster agisi olarak tanimlanir
(Sekil 2.11). Bu durum 1800°1u yillarin baglarinda David Brewster (1831)
tarafindan kesfedilmistir. Bu ag¢i “polarizasyon agisi” bezen de “temel ag¢i” olarak
ifade edilir. Ortamin dielektrik olmadi§i durumda, K’'nin sifira esit olmamasi s6z
konusudur (metal ve yari iletkenlerde). Sekil 2.12'de R”’nin sifir olmadigi; ancak,

temel agida bir minimumdan gegctigi gorulmektedir.
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Sekil 2.11- Havadan, TiO; gibi bir dielektrik ortama gelen isik i¢in (a) Fresnel
yansima katsayilari (b) Reflektans
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Gelis acisi (AOI°)

Sekil 2.12 - Havadan Ta (632,8 nm dalga boyunda n=1,72, k=2,09) gibi bir metal

yuzeyine gelen 1sin igin gelis agisina kargi reflektans.

Elipsometrik olcimlerden ylksek duyarlikta ve dogru sonug¢ alinmasi igin temel

acida veya yakininda galismak gereklidir.

2.3.4.4. Filmlerden yansima

Birden fazla ara yuzin oldugu durumda, ilk ara yuzden gecen isin ihmal edilemez.
Sekil 2.13’te, birinci ve ikinci ara ylzden yansiyan 1sik gosterilmistir. Yansima ve
gecis, kismi dalgalarin sonsuz serisinden olugur.
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Sekil 2.13 - iki ara yuzeyden gergeklesen kirinim ve yansima

Gelen 1s1g1n, sonugta yansiyan 1sigin genligine orani “toplam yansima katsayisi”
olarak adlandirilir ve tekli ara yuzey icin Fresnel yansima katsayisinin benzeridir.

Tek bir film (iki ara ylzey) igin:

o Th IR OX()j25)
1+ rary exp(—j23) (2.27)

e I 15 0x0(-j25)
1+ 150y €Xp(=j23) (2.28)

Burada;

p=2r (gjﬁz cosd,
A (2.29)
k #0 oldugunda Fresnel katsayilari, N2 ve cosd,(ve dolayisiyla g) kompleks

sayllar olur. k=0 oldugunda bu sayilar reel sayilardir. Coklu filmler icin Esitlik 2.27
ve 2.28'in sag tarafi butin filmlerden yansiyan 1sik i¢in toplam yansima
katsayisinin bulunmasi amaciyla iterasyonla belirlenebilir (Tompkins, 1993).
iterasyon yapilmadigi durumda bazi matris temelli ¢dzimler uygulanabilir (Press
et al., 1988).

2.3.4.5 Elipsometre ve reflektometreye ait tanimlar
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Reflektans, ¢ikan dalganin siddetinin gelen dalganin siddetine orani olarak
tanimlanir. Esgitlik 2.27 ve 2.28'da verilen dalgalarin genlikleridir ve reflektans,

toplam yansima katsayilarinin karesidir:
2

P _|RP
= ‘R ‘ (2.30)

2

mszRS

(2.31)

Film olmadigi durumda, tek bir ara yuz icin toplam yansima katsayilari Fresnel
yansima katsayilari olur. Reflektans olcimleri genelde normal gelis agisinda veya
bu agiya yakin gergeklestirilir ve kosinuslu terimler 1’e esit olur, bu durumda p-

dalgalari ile s-dalgalari arasinda fark yoktur.

2.3.4.6. Delta (A)ve Psi (v)

Sekil 2.10'da p-dalgalari ve s-dalgalari gosterilmistir ve ayni fazda olmalari gerekli
degildir. Her biri yansimaya ugradiginda faz kaymasi gergeklesir. p-dalgalari ve s-

dalgalari arasinda yansimadan onceki (J,) ve yansimadan sonraki ( J, ) faz farklari

alinirsa, delta (A) parametresi asagidaki gibi ifade edilebilir:
A=06,-9, (2.32)

A, yansima sonucu olusan faz kaymasidir ve degeri -180° ile +180° arasinda

(veya alternatif olarak 0° ile 360° arasinda) degisir.

Faz kaymasina ek olarak, yansima sonucu p-dalgasi ve s-dalgasinin siddetinde

bir azalma gercgeklesir. Psi () asagidaki sekilde ifade edilen ve bu azalmayi

gOsteren bir terimdir:

oy |
am//_?

R (2.33)

v, tanjanti toplam yansima katsayilarinin buyuklUklerinin orani olan bir acidir ve

0° ile 90° arasinda degisir.
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2.3.4.7. Elipsometrinin temel esitligi

Psi () toplam yansima katsayilarinin bayukluklerinin orani oldugundan ve gercek

bir sayl oldugundan, toplam yansima katsayilarinin kompleks oranlarini belirlemek

icin bir kompleks sayI tanimlanmisgtir, p:

RP
p= T (2.34)
Elipsometri igin temel esitlik:
, - RP
p =tanye™ veya tanye™ = 3 (2.35)

v ve A (bazen cosA) elipsometre tarafindan oélgtlen degerlerdir. Kalinlik ve optik
sabitler ise elde edilen ¥ ve A degerlerinin modellenmesi sonucu hesaplanan

degerlerdir.

2.4. Elipsometri Teknikleri

2.4.1. Goriintilemeli elipsometre

Goruntulemeli elipsometre (imaging ellipsometry, IE) eliptik polarize 1s1gin film
yuzeyinden yansidiktan sonra polarizasyon durumundaki sapmanin olguldigu
elipsometrik dlgimlere benzerdir ve kati bir ylzeye (silikon, altin gibi) immobilize
edilmis ince organik filmlerin ve organik tek tabakalarin adsorpsiyonunun

incelenmesi icin yeterli hassasiyete sahiptir (Bae et al., 2004).

2.4.2. igten tam yansimal elipsometri (Total Internal Reflection Ellipsometry
— TIRE) ve SPR ile gii¢lendirilmig TIRE

icten tam yansimal elipsometri kirinim indisi daha yiiksek olan bir ortamdan daha

dusuk bir ortama gelen 1sinin, ara yuzeyde i¢ten tam yansimasi ile olusur. Bu
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yansima belirli bir acidan sonra gergeklesir ve bu agi kritik aci (¢,) olarak

adlandirilir:
_ny
¢c - n
1 (2.36)

Ancak tam yansima sirasinda gelen 1s1gin elektrik alani ikinci ortamin igerisine
sizar ve bu dalga SPR’da oldugu gibi séniimlii dalga olarak adlandirilir. igten tam
yansima ile ilgili olan bu s6nimli dalga, ara yuzeydeki tabakalarin incelenmesi
icin kullanilabilir. Ayrica, kizilotesi i1sik kullanildiginda azaltilmis igten tam yansima
(attenuated total internal reflection ATR) teknigi ile birlegtirilerek ATR elipsometri

uygulamasi yapiimasi mumkundur (Poksinski ve Arwin, 2003).

Bu s6numlu dalga/alan gonderilen 1s1gin dalga boyunun yarisi kadar bir mesafede
ic ortama nufuz eder. Genellikle bir ka¢ yuz nanometreye tekabul eden bu nufuz

derinligi birkag ilave organik tabakanin incelenmesini mimkan kilar.

ATR prizmasina immobilize edilen 11k gecgirgen tabakalar ve 1s1gin gelis
ortamindan farkh bir malzeme kullanildiginda tabakalarin adsorpsiyon/desorpsiyon
kinetikleri incelenebilir. Ayrica TIRE-Elipsometre dizenlemesinde ince bir metal
film de kullanilirsa, SPR ile artiriimis TIRE-Elipsometre uygulamasi saglanmis olur
(Liedberg et al., 1995). SPR kosulu i¢in genelde Au gibi metaller kullanilirken SPR

ile artinlmis TIRE uygulamasinda farkli metaller de kullanilabilir.

Poksinski ve Arwin (2003), TIRE uygulamasi ile site maruz kalan ¢elik ylzeylerin
incelenmesi ile ilgili bir calisma gergeklestirmistir. Farkli metallerin ince film halinde
yuzeye kaplanmasi ile kap icindeki sivinin kap g¢eperlerine yaptigi etki oldukga
hassas bir sekilde incelenmistir. Ayrica kullanilan agida, deltadaki degisimin Au

filmde daha ylUksek oldugu bulunarak SPR etkilesimi de dogrulanmistir.

Elipsometrik uygulamada SPR’In uyariimasi i¢in igten tam yansimal

elipsometrede kullaniimasi gereken agi agagidaki esitlik ile hesaplanabilir:

2
@ = arcsin il EnlVa >
N, \e,+N,

(2.37)
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Burada N, ve N, gelis ortami ile biyolojik ortamin kirinim indisini, ¢, ise kullanilan

metalin dielektrik sabitini gostermektedir (Wetphal ve Bommann, 2002).

Elipsometredeki delta degisiminin SPR ile artirlmasi ile Whestpal ve Bornmann
(2002) cosA = 0,1 / nm’lik bir duyarlik elde etmislerdir. Algilama siniri, kullandiklar
konfiglirasyon icin yaklasik 10 pg/mm?®dir.

Dalga boyu modulasyonlu elipsometre sisteminde SPR ile guglendiriimis TIRE
uygulamasinda, ince altin metal film Uzerine protein tek tabakalarinin
adsorpsiyonunun incelendigi  calismada, sensOor hassasiyetinin  arttigi

gOrulmustur(Poskinski ve Arwin, 2004).

Elipsometrik sensor sistemlerinin algilama siniri hakkinda bazi temel problemler
ortaya gikmaktadir. Oncelikle calismalarin gogunda yigin fazdaki derisim ile
ilgilenilirken, sensor algilamasi yuzeydeki derisim ile ilgilidir. Elipsometrik sensorler
0,001° veya daha iyi bir A ve g ¢ozunurligine sahiptir. Bu deger bos silikon
yuzeyinde biriken bir organik film igin 0,0003 nm kalinlik degerine denk gelir.
Ornegin Brewster acisinda veya sézde Brewster acisi yakininda hassas bir 8lgiim
yapilmak istendiginde, cihazdaki titresimler nedeniyle, olugsacak ag¢i kaymasi
gurultiye neden olarak algilama sinirini yukseltecektir. Ancak en buyuk sorun,
istenmeyen molekullerin baglanmasi ile olusan spesifik olmayan baglanmadir. Sivi
sistemlerde algilama siniri 0,01 ng/mL-0,1 ng/mL arasinda iken gaz sensorlerinde

10 ppm civarindadir (Arwin, 2001).

Elipsometrenin bir diger uygulama avantaji ise, tabakalarin 11k gecirgen olarak
kabul edildigi durumda birim yiizey alana adsorplanan kiitle I (ug/cm?) de Feijter

bagintisi ile hesaplanabilir:

ro din-n,)
~ dnl/dc (2.38)

Burada n, dis ortamin kirinim indisi, n ve d sirasiyla olgulen ortamin kirinim indisi
ve kalinhgr ve dn/dc derigsime bagli olarak kirinim indisindeki degismedir (Arwin,
2000).
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Ayrica bir proteinin yuzey derisimi asagidaki basitlestiriimis esitlikle hesaplanabilir
(T (ng/mm?)); T = K x df. Burada K= 1,36 g/mL (proteinlerinin yogunlugu) df (nm)
filmin kalhinh@idir (Elwig, 1998).

2.5. SPR Yontemi ve Elipsometri’nin Kullanim Alanlari

SPR’In biyosensor amagl ilk kullanimi 1982-1983 yillarinda Liedberg ve ark.
tarafindan IgG’nin Au sensor yuzeyine secici baglanmasi ve IgG’'nin tayini ile
gerceklesmistir (Nylander et al., 1982; Liedberg et al., 1983). Elipsometri ise,
genellikle ince film arastirmalarinda kullaniimis olup, elipsometre ile biyomolekiler

etkilegimlerin incelenmesi ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur (Arwin, 1997).

SPR’'In diger sensorlere goére avantaji floresan veya radyoizotop etiketleme
olmaksizin biyomolekuler etkilesimlerin incelenebilmesidir. Bu yaklasim, her bir
biyomolekuler etkilesim basamaginda, derisimin, kinetik sabitlerin ve 6zgullugun
gercek zamanl olarak belirlenmesine de olanak tanir. SPR teknigi ile antijen-
antibadi etkilesimleri, peptid/protein-protein etkilesimleri, DNA hibridizasyonu,
polimerlerin biyo-uyumluluk g¢alismalari, biyomolekul-hicre reseptor etkilesimleri

ve DNA/reseptor-ligand etkilesimleri analiz edilebilir (Pothak ve Savelkoul, 1997)

2.5.1. Gida ve su guvenligi

Tahil Urdnlerinde, sebze ve meyvelerde, et, sut ve balik Uretiminde kullanilan
arinlerdeki belirli maddelerin kontroli Ureticiler, gida endustrisi, mevzuat
hazirlayanlar ve tuketiciler icin énemlidir. DUsuk seviyelerdeki bu maddelerin
kontrol( analitik olarak gerceklestirilir. Ornegin; gida katki maddesi, bir besine,
besinin kalitesini artirmak icin katilan bitkiler veya vitaminler gibi katkilardir. Bu
katki maddelerinin dogru miktarlarda katilip katilmadigi gida endustrisi ve tlketici

igin kontrol edilmesi ve bilinmesi gereken bir konudur.

Yine gidalarin igindeki patojenlerin, toksinlerin, ila¢g kalintilarinin ve Kkatki
maddelerinin belirlenmesi 6nemli bir konudur. Bu maddelerin uygun analiz
teknikleri ile hizli analiz edilmesi ve dogru sonuclarin elde edilmesi onemlidir.
Yuzey plazmon esasli kitler hazirlanarak, sut, regel, meyve suyu, bal, un Uranleri,

et ve et urunleri ile ilgili analizler standart protokoller uygulanarak yapilabilir. Hizl
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analiz, dusuk miktarda numune kullaniimasi ve sinir seviyelerdeki eser maddeleri
tayin etmeye yeterli hassasiyeti ile SPR ve elipsometri’nin gida analizlerinde, diger
immunoanalizler veya mikrobiyolojik analizler yerine kullaniimasi mumkundur
(Leonard et al., 2003).

2.5.2 immiin sistem uyumlulugu

Protein ilaglari, hayvan modellerinde ve klinik denemelerde test edildiginde amag,
guvenligin  ve etkinligin  belirlenmesidir.  Proteinlerin  tedavi amaciyla
kullanilmasinda hedef, immun tepkinin artirimasidir. Protein bazl ilaca karsi
ortaya c¢ikan antibadiler, ilacin biyolojik aktivitesini artirabilir. SPR ve elipsometri
temelli sensorler ile, tedavi amagcli kullanilacak antibadilerin veya diger proteinlerin
karakterizasyonu da hizli ve dogru bir sekilde gergeklestirilebilmektedir (Leonard
et al., 2003).

2.5.3 Proteomik

SPR ve elipsometri esasli biyosensdrlerin proteomik arastirmalarinda kullanildigi
uc temel konu mevcuttur: (i) tepkenlerin karakterizasyonu ve secilmesi; (ii) diger
tekniklerle  belirlenen veya tahmin edilen baglanma  spesifikliginin

belirlenmesi/dogrulanmasi; (iii) yeni baglanma giftlerinin bulunmasi.

SPR sensorler, tepkenlerin secilmesi, protein veya protein komplekslerinin
belirlenmesi veya yakalanmasinda kullanilacak olan aptamer ve antibadilerin

secilmesi ve karakterizasyonu basamaginda kullanima uygundur (Karlsson, 2004).

Ayrica, baglanma segiciliginin dogrulanmasi g¢aligmalarinda SPR kullanilabilir. Bu
kapsamda proteinler, ilag matrisine tutturularak incelenmektedirler. Yeni baglanma
ciftlerinin belirlenmesi asamasinda ise es zamanli olarak badlanmayi izleyebilme
ve secim yontemi ile farkl ciftlerin ylizeye baglanma afinitesinin belirlenmesi

amaciyla, SPR biyosensorler kullaniimaktadir (Karlsson, 2004).
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SPR sensorleri ile elipsometrik sensorler dzellikle ilag seciminde, hedef molekdller
ile biyofarmakotik UrUnlerin etkilesimlerinin karakterizasyonunda kullanilir. SPR
biyosensorleri molekulun fonksiyonelligi ile iligkili olan molekullerin baglanma
aktivitesinin  dogrudan go6zlemlenebilecegi bir sensordur. Ligand-reseptor
etkilegsimlerinin kinetik ve termodinamik parametrelerini belirlemek birgok analiz

sisteminin hazirlanmasinda 6nemli bilgi saglar.

2.5.4. Kuguk molekiillerin tayini

SPR ve elipsometri esasli detektorlerin duyarlidi, analitin optik dielektrik sabitlerine
(ve kirilma indisine) bagh oldugundan oOzellikle proteinler ve oligonukleotidlerde
kirllma indisi de kutlesel birikime bagli oldugundan, bu turlerin analizi igin 6zellikle
uygundur. Genellikle 500 Da’dan kiguk molekdllerin tayini de basariyla

gerceklestirilebilir (Georgiadis et al., 2000).

2.5.5 Yuksek ¢oziinurlukte segim

SPR ve elipsometri teknolojisinde etiketlemeye ihtiyagc duyulmamasi, kuglk
molekullerin se¢ciminde de bu yontemi uygun hale getirmektedir. Bazi ticari SPR
sistemlerinde 96 kuyucuklu standart analiz sistemleri kullanilmakta ve tipik olarak
bir cihazla 100-400 analiz/gin yapilabilmektedir (Elkind et al., 1999). Bu analiz
miktari, secim analizleri icin uygun bir degerdir. Denge esasli analizlere oranla,
SPR’'In ve elipsometrinin kompleks olusumuna dair kinetik bilgi verebilmesi de,
benzer afinitelere ancak farkli kinetik yollara sahip iki molekulin seg¢iminde
kullanilabilecek bir avantajdir. Ayrica ¢ozucu etkilesimlerinin es zamanli olarak

izlenebilmesi, ¢dzlcu segimini de kolaylastirmaktadir (Wang et al., 2004).

2.5.6 Analizin dogrulanmasi

Normal laboratuar kosullarinda kullanilan denge bazli rutin analizlerin, SPR ve

elipsometri analizlerine gore daha duyarli oldugu dusunulse de tayin sinir ve
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algilama agisindan bu sensorler geleneksel analiz yontemlerinden daha duyarhdir.
Ayrica spesifik olmayan baglanmalari belirleyebilecek farkli problarin ayni SPR
veya elipsometri sisteminde kullanilabilmesi igin daha dogru analiz
gerceklestirebilmekte, hatta rutin yontemler dogrulanabilmektedir (Kowazumi et al.,
2002).

2.5.7. Spesifik olmayan etkilegimlerin belirlenmesi

Spesifik olmayan etkilesimler, spesifik etkilesimlerin belirlendigi sekilde belirlenir.
Secim sirasinda birincil etkilesim icin segilen ciftler ile diger ciftlerin etkilesimleri
tek bir sensor Uzerinde ayni sartlarda incelendiginde spesifiklik ve spesifik
olmayan durum hakkinda bilgi elde edilebilir (Jiang et al., 2005).

2.5.8. Yalnizca SPR’a yonelik uygulamalar

2.5.8.1 Oligoniikleotid esasl uygulamalar

Tiyol modifiye edilmis oligonukleotid problarin altin ylzeyine dogrudan immobilize
edilmesiyle SPR sensér uygulamalari hakkinda yayinlar mevcuttur (Wang et al.,
2004). Wang ve ark. (2004), tiyol modifiye edilmis sentetik oligonUkleotidleri
dogrudan ve biyotinlenmis oligonukleotidleri streptavidin kaplanmis dekstran
sensor yuzeyine immobilize ederek iki farkli SPR sistemleri (Spreeta ve Biacore)
ile karsilastirma yapmislardir. Segicilik, duyarlik, tekrarlanabilirlik ve analiz zamani

acisindan dogrudan immobilizasyon yonteminin etkin bir yol oldugu gosterilmistir.

Daha karmasik etkilesim sistemlerinin SPR ile incelenip incelenmeyecegi
hakkinda yapilan bir ¢alismada protein-oligonukleotid etkilesimi incelenmigtir (Tsai,
2004). Cesitli baglanma basamaklari ve dinamik konformasyonal degisimlerin
gerceklestigi bu tir etkilesimlerde, SPR yuzeyinde baglanma hizinin ¢dzeltideki
baglanma hizindan bir ka¢ kat daha yavas oldugu goértulmastir. Yine de SPR
biyosensor ile protein-DNA etkilesiminde tek baz farkinin belirlenebilmesi gibi

molekuler tanilarda hassas bir yontem olabilecegi gorulmustur (Tsai, 2004)
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Genetik modifiye organizmalarin tayini icin immobilize prob ile komplimenter
esleniginin  etkilesiminin  incelendigi  bir c¢alismada; GMO duzenleyici
transekspresyon genomuna 35S baglatici ve NOS sonlandirici sekansi eklenmis

mutasyonu tanimaya yonelik arastirmalar yapilmistir (Mariotti et al., 2002)

Mutasyon belirlemeye yoOnelik olarak, Spreeta SPR sensorunuan kullanildigr bir
bagska calismada ise; TP53 mutasyonunun 26 mer’lik komplimenter, non-
komplimenter ve tek baz mutasyon tanisi gerceklestirilmigtir. Bu ¢alismada tek baz

mutasyonunun SPR sensor ile belirlenebildigi rapor edilmistir (Jiang et al., 2005).

Oligonukleotid problarin kullanildigr SPR sistemleri E.Coli, Salmonella yphimurium
ve S.Entertidis gibi bakterilerin spesifik DNA sekanslari, PCR (Polymerase Chain

Reaction) Grln0 kullanilarak uygulanabilmistir (Miyachi et al., 2000).

2.5.8.2. SPR hassasiyetini artirmaya yonelik uygulamalar

SPR, optik sabitlerin degisimine duyarli oldugundan, izotropik dielektrik sabitindeki
kiigiik degisimler SPR ile belirlenebilir. Ornegin; iletken bir polimerin SPR ylizeyine
immobilizasyonu, kutlesel birikimden ¢ok iletkenlik degisimine bagli bir sinyal Uretir

ve bu ¢ok kuguk degisimlerin algilanmasini mumkun kilar (Georgiadis et al., 2000).

SPR sensor tepkisinin artirilmasi ile ilgili gesitli calismalar mevcuttur. Ornegin iki
diyot lazerin kullanilmasi ile iki ayri dalga boyunda elde edilen rezonans
farklarindan yola cikilarak sukroz kalibrasyonunda An=5x10° mertebesinde bir
mutlak duyarlilik elde edilmistir (Zybin et al., 2005).

Kuvars kristal mikrobalans (QCM) yontemine alternatif olan SPR, tekrarlanabilirligi
yuksek ve sicaklk dalgalanmalarina ve mekanik dizensizliklere QCM’e oranla
daha az duyarlidir. Algilama sinirinin  artirlmasi SPR sensodrlerinde  asil
amaclardan birisidir. Sistem tepkisini ve dolayisiyla algilama sinirini artirma
stratejilerinden ilki, tani molekullerinin genis bir matris igerisine immobilize edilmesi
ile serbest kalan tani molekulu sayisini arttirmak ve immobilizasyon prosedurlerini
optimize etmektir. ikinci strateji, plazmon tabakasini modifiye etmek yoluyla sensér
algilama sinirinin artirilmasidir. Ornegdin Ag/Au ikili metal tabakasinin kullanilmasi
ile daha keskin bir rezonans piki elde edilir (bu daha duyarli SPR anlamina gelir).
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Bu sekilde hem Ag ile elde edilen hassasiyet, hem de Au ile elde edilen kararlilik
bir ¢ipte saglanmis olur. Uglincli strateji ise, ylizey plazmon rezonansini veya
rezonanstaki kaymayi belirlemek icin farkl algilama yontemleri uygulamak ve veri
analizinde farkl yaklagimlar kullanmaktir. Ornegin, rezonans pikinin yakinlarinda
iIsikta olusan faz kaymasinin incelenmesi, elipsometrik uygulamanin bir benzeri
olup sensor duyarliginin yuksek olmasini saglar. En basit faz temelli yaklagim,
mikroskobi uygulamalarina benzer karanlik alan uygulamasidir. Bu iglem SPR
gérintilemede yiksek kontrast saglar. ikinci bir faz temelli yaklagim ise bir
referans 1sinla SPR 1sin1 arasindaki faz farkinin élgiimesi ile faz farki davranisinin
g6zlenmesidir. Sicaklik dalgalanmalari dlgimlere etki etmedigi surece beklenen
tayin siniri 4x10°® RIU'tir (Elkind et al., 1999).

Ac¢i modulasyonlu SPR’da agiya bagli refrektans kritik agidan, rezonans agisindan
daha ylUksek degerlere kadar olan genis bir ag¢i araliginda olgullur ve oldukg¢a genis
bir kirilma indisi araligini kapsar. Ag¢i modulasyonunun Fresnel esitligine
uygulanmasi ile organik tabakanin kalinhgi ve optik ozellikleri hesaplanabilir. Agi
modulasyonu prizmanin veya stk kaynaginin acisinin  degistiriimesi ile
saglanabilir. Mekanik hareket nedeniyle dlgim noktasindan sapma, diyot dizileri ile
Onlenebilir. Ancak diyot dizisi yerine iki hucreli fotodetektér kullanimi, SPR

¢ozunarlaguna artirir. Ancak bu kez acgi sinirlamasi ile karsilagilir.

Cogu SPR cihazinda paralel monokromatik isin kullanilir. Olgiim yapilacak agi
rezonans acisindan biraz daha dusuk olan bir aciya kaydirilir, boylece analiz
sirasinda daha yuksek acilara kayan SPR minimumu sonucu, 1sik siddeti oransal
olarak degisir. Isik siddetindeki dedisim dizi halinde ya da matris seklindeki i1sik
duyarli elemanlar ile olgulerek, her bir spota karsilik gelen siddet degisimleri

belirlenir.

Aci modulasyonu tekniginde farkli ve gelistirmeye uygun bazi uygulamalar da
mevcuttur. Ornegdin bir piezoelektrik hareket ettirici yardimiyla gelis agsinin kiigiik
araliklarda module edilmesi ile rezonans bodlgesinin saginda ve solunda siddet
degisimleri hizlica alinir. Dalga boyu modulasyonunda ise monokromatik filtreler
ve polikromatik 1sik kaynagi kullanilir. Yuksek maliyetli olan bu sistemin duyarhgi

yuksek olsa da buyukluk agisindan a¢i modulasyonlu SPR’lerden daha kaba bir
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yaplya sahiptir. Ancak ayarlanabilir akusto-optik filtreler kullanilarak, gelen isigin

dalga boyunun ayarlandigi sistemler mevcuttur.

Aci modilasyonlu sistemlerde SPR minimumunun bulunmasi igin prizma ve
detektoriin hareket ettirilmesi gerekir. Ancak sabit agida olgim daha basit
cihazlarin yapilabilmesini saglar ve 6lgim hizini arttirir. Teorik veri ile sabit acl ile
Olgcme yapabilen bir SPR kullanarak yapilan ¢alismada rezonans agisindan daha
dusuk bir agida dlgum almak yeterli duyarlikta sonuglar vermistir. Ancak, SPR
acgisindan daha yuksek bir agi secilerek, sabit acida olgme yapildiginda dalga
formunun polaritesi degisiklik gosterir ve Rmin’e benzer sonuglar elde edilemez
(Nakagawa et al., 2005).

Spesifik olmayan etkilesimlerin incelenmesi igin en uygun yontem kendisinden
referans hicresine sahip yongalardir. Kanal ayriml referansta, referans kanali ile
deney kanali arasinda olabilecek farklar 6lgim sonuglarinda hataya neden olabilir.
Ayni yonga uzerinde iki farkli alan kullanilip, bunlar uygun bir gekilde
fonksiyonellestirilirse, alanlardan biri analiz igin kullanilirken digeri referans alan
olarak kullanilabilir. Boozer ve ark. (2003) altin kaph slaydin bir kismina Ta;Os
tabakasi kaplayarak dalga boyu modulasyonlu sistemde iki ayri SPR dibi elde
etmis ve farkli maskeleme teknikleri kullanarak bu bdlgeleri farkli gekilde
fonksiyonellestirerek, biri referans digeri analiz hucresi olan iki hiucre elde

etmislerdir (Boozer et al., 2003).

2.5.8.3 Coklu analiz sistemleri (array)

SPR ile goruntileme teknigi ile ayni anda birden fazla spota immobilize edilmis
oligonukleotid problarda hibridizasyon basari ile gergeklestiriimis ve 2nM’lik alt

sinirda bile eslenikler bulunabilmigtir (Nelson et al., 2001)

Thiel ve ark. (1997) c¢oklu array sistemlerinde selektif olmayan baglanmayi
belirlemek icin uyguladiklari, sensor ylzeyinin isitiimasi ile zayif baglanmalarin
uzaklastiriimasi islemi oligonUkleotid sensoérler icin oldukg¢a kullanigh bir hata

indirgeme yontemi olmustur.

39



4 kanalli bir SPR sisteminde, benzo(o)piren ve 2-hidroksibifenilin secimli analizi
basariyla gergeklestiriimistir. Bu SPR tekniginin kiguk molekullerin tayininde

kullanilabilecegdini gostermistir (Kowazumi et al., 2005).

Protein esasli sensorlerde, antijen-antibadi etkilesimlerini ger¢cek zamanli dlgen
cok kanalli SPR esasli sensorler, modifiye antibadilerin karakterizasyonu igin
kullanilmistir (Alftan, 1998). Ornegin fare 1gG’si icin otomatik bir analiz sistemi,
kompakt bir SPR sistemi olan Spreeta (R) kullanilarak gergeklestirilmis ve 1,8x107
RIU’lik bir gurdltd seviyesi elde edilmistir (Chinowsky et al., 2003). Biyotin/avidin-
antibadi (21 pg/mm2 tayin siniri) analizi (Wheelan et al., 2002), kiretain-kinaz MB
(CK-MB), dinitrofenol glisin analizi ve trinitro toluen analizi (Elkind et al., 1999),
altina baglanan polipeptide, protein A baglanmasi ve bunlarin alkentiyol
kullanilarak olusturulan analiz sistemi ile karsilastiriimasi (Woodbury, 1998) gibi

antibadi-protein uygulama érnekleri de mevcuttur.

Kaguk ve tasinabilir SPR sensorlerinde (Spreeta ®) bakteri tayini ile ilgili 6rnekler
mevcuttur. Bu ¢alismalarda oligonUkleotid problar kullaniimistir. Calisilan bakteri
turlerine Escherichia coli (Spangler et al., 2001), Listeria monocytogues (Leonard
et al., 2004), Pseudomanas aeruginosa (Jenkins et al., 2004), Salmonella
typhimurium (Oh et al., 2004), Legionella penumephi (Oh et al., 2003) verilebilir.
Bu sensorlerde c¢ok kanalli sistemler kullaniimasina ragmen, kanallar tek analiz

kanali ve tek referans kanali olarak ayriimislardir.

2.6. Elipsometre ve SPR Sistemlerinin Avantajlar

2.6.1 Elipsometrik sistemlerin avantajlari

Biyolojik uygulamalarda elipsometrenin birgok avantaji vardir. En énemli avantaji
floresan veya radyoimmunolojik 6lgimlerdeki gibi bir etikete ihtiyag yoktur.
Kati/sivi ara ylUzeyinde ylUzey segiciligi korunarak (proteinlerde oldugu gibi)
nanometre alti ¢ozunurlukte kalinlik degisimi incelenebilir. Ayrica in-situ 6lgim,
baglanma kinetiklerinin belirlenmesine yeterli, neredeyse es zamanh hale yakin

veri elde edilmesini saglar. Ex-situ oOlgumlerde sorun, biyomolekullerin
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denaturasyonu ve ylkama esnasinda yuzeye bagli molekullerin desorpsiyonudur.
Bu iglemde hata payi oldukg¢a yuUksektir. In-situ galigmalarda ise denge yerine
baglanma kinetikleri de incelenerek etkilesim hakkinda daha ayrintili bilgi elde
edilebilir. Ancak, bu noktada sorun, difizyon sinirlamalari nedeniyle o&lgulen

hizinin katle aktarim hizina bagh olmasidir (Arwin, 2000).

2.6.2. SPR sistemlerinin avantajlari

Diger etkilesim teknolojilerine oranla, molekuler etkilesimin karakterize edilmesi
konusunda SPR biyosensodrler énemli avantajlara sahiptirler (Rich ve Myszka,
2000).

e Etiket kullanimi gerekmemesi nedeniyle neredeyse bltlin biyomolekuler
sistemlerin incelenmesinde kullanilabilir.

e SPR cihazlari ile baglanma reaksiyonlari gercek zamanli olarak karakterize
edilebilir ve bu nedenle baglanma sirasinda hizli ve kantitatif bilgi elde
edilir.

e Dengedeki olusan kompleks miktari, baglanmamis kimyasal ortamdan
uzaklastirlmadan ve reaksiyon dengesine zarar verilmeden olculebilir.

e Immobilize edilen ligandin kararlih@: yiizeyin baglanma kapasitesi ve zemin
sinyali kararlihdi kontrol edilerek izlenebilir.

e SPR teknolojisi, se¢cim ve etkilesimleri incelemek igin biyofiziksel bir arag
olarak kalitatif amach da kullanilabilir.

e Ayni anda farkli yuzeylerde olusan etkilegim incelenerek farkl ligandlar ve
kontrol ylzeylerine kargi etkilesim dogrudan degerlendirilebilir.

e Otomatik cihazlar kullanicinin zaman harcamadan, tekrarlanabilir deneyler
yapmasini saglar.

e Tipik analizlerde kullaniimasi gereken madde miktari disuktar (6rnedin tek
bir ylizey hazirlamak igin yaklasik 1 ug protein ligandi gerekir).

e Deneyler, DMSO gibi, sulu tampon sistemlerde diusuk ¢dzinurlige sahip
bilesiklerle calisirken gereken organik ¢ozucller igeren tamponlar

kullanilarak gergeklestirilebilir.
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2.7. Sensor Yuzeylerinin Modifiye Edilmesi

2.7.1. immobilizasyon yontemleri

SPR esasli immunoanaliz sisteminin segciciligi, metal film ylzeyine immobilize
edilen biyolojik tani elemani ile saglanir (antibadi veya antijen). Tani elemanlarinin
ylizeye basarili bir sekilde immobilize edilmesi oldukca onemlidir. Ozellikle
dogrudan metal yuzeyine immobilize edilen bazi proteinlerin formlarini kaybederek
denature olduklari ve fonksiyonelliklerini yitirdikleri bilinmektedir (Geades et al.,
1994). Ayrica, antibadilerin baglanma yonelimi ile baglanma etkinligi, erisebilirlik
veya sterik engellemeler nedeniyle kontrol edilemeyebilir (Lu et al., 1996).

immiinoanaliz sistemleri igin ¢esitli immobilizayson teknikleri mevcuttur.

2.7.2 Kendiliginden diuizenlenen tek tabakalar

Klguk molekullerin dogrudan dizenlenmesi sonucu buylk molekullerin meydana
gelmesi (6rnedin; protein sentezi) ya da substrat molekilleri Uzerine atomlarin
veya molekullerin adsorpsiyonu kendiliginden duzenlenmeye dayanmaktadir. Bu
islemde, molekuller kendi aralarinda etkilesimde bulunurlar. Zayif ve tersinir olan
bu etkilesimler belli bir denge kurulana kadar devam etmektedir (Poole ve Owens,
2003).

Kendiliginden duzenlenme isleminin avantajlarini ve prensiplerini en iyi tanimlayan
model sistemler “kendiliginden duzenlenen tek tabakalar’dir (Wilber, 1999). Eski
bir kendiliginden dizenlenme yoéntemi olan Langmuir-Blodgett teknigi, gegmiste
optik kaplamalarda, biyosensorlerde, antikorlarda ve enzimlerde kullanilimistir.
Hava-su ara yuzeyinde olusan bu tek tabakaya “Langmuir-Blodgett Film” denir. Bu
filmlerin hazirlanisi oldukga zor olmasina ragmen farkli amaglar igin kullaniimakta
ve tercih edilmektedir. Diger yandan, metal ylzeyler Uzerinde hazirlanan
kendiliginden duzenlenen tek tabakalar ise oldukg¢a kararli, kolay hazirlanabilen ve

genis kullanim alanlarina sahip malzemelerdir (Love, 2005; Wilber, 1999).
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Kendiliginden dizenlenen tek tabakalar ve c¢oklu tabakalar farkli metalik ve
inorganik substratlar (6rnegin, Ag, Au, Cu, Ge, Pt, Si, GaAs, SiO, gibi malzemeler)
kullanilarak  hazirlanabilir. Bu kendiliginden duzenlenen tek tabakalar,
alkanetiyoller (R-SH), sulfitler (R-S-R’), disulfitler (R-S-S-R’), asitler (R-COOH), ve
siloksanlar (R-SiOR3) gibi ligandlar ya da molekdllerin ylzeyler (zerine
baglanmalari ile olugurlar. Tiyollerin, sulfitlerin ve disulfitlerin ylzeyler Uzerine
baglanmasi sulfur atomlari yardimi ile olur. Bu gruplar altin yuzeyler Uzerine RS-
Au seklinde tutunurlar (Smith, 2004).

Kendiliginden duzenlenmenin anlagilmasi ve buna bagh olarak uygulamalari altin
yuzeyler Uzerine n-alkildisulfitlerin adsorpsiyonundan beri Gzerinde dnemle durulan
bir konudur. Kendiliginden duzenlenme ile olusan tek tabakalar, birgok uygulama
alanina sahiptirler. Bu wuygulama alanlarina 6rnek olarak molekuler ve
biyomolekiler tanima, elektrot modifikasyonlari, korozyondan koruma v.b.
verilebilir. Yuksek derecede dizenlenmig yapilarin molekuler dizenlenme kavrami
yeni degildir. Molekuler duzenlenmeye ait 6rnekler Biyoloji, Kimya ve Fizik gibi

bilim dallarinin igerisinde incelenmektedir (Love, 2005).

Kendiliginden duzenlenme igleminin nasil gergeklestigi sorusu bilim adamlarinin
uzerinde yogunlukla calistiklari bir konudur. Cunki doganin ve yasamin nasil
devam ettigi bu sorunun cevabi iginde saklidir. Bilim adamlari dogay taklit ederek
bu islemi agiklamaya c¢alismaktadirlar. Kendiliginden duzenlenme islemi, substrat
(kati yuzey) ile yuzey uzerine adsorbe olan molekul arasindaki kimyasal
etkilesimlerle olugmaktadir. Adsorbe olan molekuller ile yuzey arasindaki
etkilesimin kuvveti ve tipi duzenlenmeyi etkiler. Fiziksel etkilesim entalpisi
(AH<41,8 kJ, 6zellikle Van der Waals kuvvetleri) kimyasal baglanma entalpisinden
duguktar (AH>41,8 kJ). Molekullerin kendi aralarindaki ve molekiller ile yuzey
arasindaki etkilesim kuvveti; hidrojen baglarina, dondr/akseptor veya iyon ciftlerine
ve kovalent baglarin dizenlenmesine baglidir. Kimyasal baglanma bu nedenle

fiziksel etkilesimden daha kararli ve kuvvetlidir (Smith, 2004).

Kimyasal baglanma olan sistemlerde; SiO, yuzeylerde trialkil, triklor ya da
trialkoksisilan; Al,O3; ve Ag yuzeylerde karboksilik asitler ve altin ylzeyler de ise n-

alkentiyoller yogun olarak kullaniimaktadir.
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Ozellikle kendiliginden diizenlenmis tek tabaka (SAM) galismalarinda iletken metal
yuzeylere (Au, Ag v.b.) ylzey aktif maddeler ve elektronca zengin bas gruplara
sahip (S, O, N v.b.) molekdller ile n-alkil zincirler kolaylikla baglanabilirler. Cizelge
2.4de SAM calismalarinda kullanilan inorganik substratlar ve bu ylzeylere

baglanan fonksiyonel gruplar gosterilmigtir.

Kimyasal baglanmada; yuzeye baglanacak molekuller ile metal ylzeyler
arasindaki etkilesim oldukga kuvvetlidir. Bu sebeple etkilesim oldukga kararhdir.
Bir kendiliginden duzenlenen tek tabaka sistemi igin son fonksiyonel grup, yuzeyin
genel hidrofobik yapisini, tutma (adhesive) karakterini ve reaktiflik Ozelligini

etkilediginden oldukga dnemilidir.

2.7.3. Kendiliginden duzenlenen tek tabakalarin formasyonu

Bu konu uUzerine yapilan calismalar tek tabaka olugumunun kontrolini ve
anlasiimasini amaclanmaktadir. Bunun nedeni; farkli molekuller ile olusan

yuzeylerin davranislarinin ve dizenlenmesinin farklilik gdstermesidir.

2.7.3.1. n-Alkentiyolatlar ile olugan tek tabakalar

Altin yuzeyler Uzerine n-alkentiyolatlarin kendiliginden baglanarak olusturduklari
tek tabakalar Onemli bir arastirma konusudur. Altin ylzeyler Uzerine iyi
dizenlenmis SAM’ler sulfur igeren (tiyol, sulfit ve disulfitler) maddeler kullanilarak
kolaylikla hazirlanabilir (Smith, 2004).
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Cizelge 2.4- inorganik substratlar (izerine kendiliginden diizenlenme ile olusan

tekli ve goklu tabakalar.

HS-(CH,), COOH

TEK TABAKALAR
YUZEY LIGAND BAGLANMA
Au RSH,ArSH(tiyoller) RS-Au
Au RSSR’ (disulfitler) RS-Au
Au RSR’ (sulfitler) RS-Au
SiO,, Cam RSiCls;, RSiORy’ Siloksan ag
Si [RCOO]2 R-Si
Si RCH=CH; R-CH,CH,-Si
GaAs RSH RS-GaAs
Ag RSH, ArSH RS-Ag
Cu RSH, ArSH RS-Cu
Metal oksitler RCOOH RCO,-"MO,
Metal oksitler RCONHOH RCONHOH MO,
Pt RSH, ArSH RCONHO-""MO,
Pt RNC RS-Pt
RNC-Pt
COKLU TABAKALAR
YUZEY LIGAND BAGLANMA
SiOy, Au, Ge RPO7, Zr* lyonik ¢oklu tabakalar
Si/SiOz, Au Polielektrolitler, lyonik ¢oklu tabakalar
SiO; silikatlar Siloksan ag
Au, Cu, Ag HO-R-SIiCl3 Metal-ligand ¢oklu tabakalar
RCOOH
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Alkentiyollerin (X(CH2),SH) ve dialkildistlfitlerin (X(CH2),S-S(CH2)nY) [gaz fazi
veya sivi fazdan] temiz bir altin yuzey uzerine kendiliginden duzenlenerek tek

tabaka olusturmalari asagidaki olasi reaksiyon mekanizmasi ile gosterilmektedir.

X-R-SH + Au = X-S (Au ,*).Au,, +1/2H,

Yukarida ozetlenen mekanizma ve reaksiyon sonucunda gosterildigi gibi hidrojen

gazi ¢ikigl tam olarak belirlenememigtir (Love, 2005).

Alkentiyoller kendiliginden duzenlenen tek tabakalarda asagida belirtilen

Ozelliklerinden dolayi siklikla kullanilirlar;

i-) Disulfitlerden veya sulfitlerden gok daha iyi ¢dzunurler,

ii-) Bircok organik fonksiyonel gruplar ile uyumludurlar,

iii-) Altin ylzeyler Uzerine SAM hizlari, disulfitlerden 1000 kat daha fazladir,

iv-) Birgok tiyol ticari olarak elde edilebilmektedir,

v-) Farkli fonksiyonel gruplar iceren karisik tek tabakalar iki farkh tiyolun ylzey

Uzerine ko-adsorpsiyonu ile hazirlanabilirler.

Bununla birlikte, altin ylzeyler Uzerine alkanetiyollerin  kendiliginden

duzenlenmesinin iki dnemli sinirlamasi vardir. Bunlar;

i-) Hazirlanan tek tabakalar 100 °C’un Uzerinde kararsizdirlar,

ii-) Altinin Si kristaline difGzyon egilimi vardir.

Duz ve parlatimis silikon yuzeyler GUzerine altin filmler genellikle elektron
bombardimani veya altinin isisal olarak buharlastirilmasi sonucunda
hazirlanabilirler. Ayni sekilde; bir cam, mika, titanyum ya da krom yuzeyler Uzerine
de altin filmler hazirlanabilir. Buharlasgtirilarak hazirlanan altin filmlerin kalinhigi
genellikle 5 ile 300 nm arasindadir. Substratin 11k gecirgenlidi, elektrik iletkenligi
ve yuzeyin islanabilirligi hazirlanan filmlerin kalinhklari ile kontrol edilebilir.
Yuzeyler Uzerinde bulunan altin polikristalin yapidadir ve yuzey puruziulugu altin
filmin kalinhg: ile artmaktadir (Love, 2005; Wilber, 1999).
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Sekil 2.14’de gosterildigi gibi altin ylzeyler Uzerine alkanetiyollerin kendiliginden
dizenlenmesi olduk¢a duzenli ve hemen hemen kristalin bir yapidadir. Sulfar
atomlari, altin atomlari arasinda bulunan u¢ kath oyuk bdlgelere adsorbe olur.
SAM’in dluzenlenmesinde yuraticu kuvvet S-Au bagi (~184 kd/mol) ve alkil
zincirleri arasindaki van der Waals etkilesimleridir (~6-8 kJ/mol her CH, igin)
(Love, 2005).

Fonksiyonel
son grup >
Ligantin bas
grubu I EEE— Alkil zincir
Altin ylzey \I” 5“?
lk_\.z ,J)xh 5___,L_x

Sekil 2.14- Altin ylUzeyler Uzerine n-alkanetiyollerin kendiliginden dizenlenmis tek

tabakasinin molekiler seviyedeki sematik gdsterimi (Demirel, 2006).

2.7.3.2. SiO; yuzeyleri Uizerine organosilanlar ile olugturulan SAM’ler

SiO; yuzeyler Uzerine organosilan molekdllerinin dizenlenmesi ile olugsan SAM’ler
dizenlenmis nano yapilarin Uretiminde 6énemli bir yere sahiptir. Organosilanlar
genellikle, tetrahedral bir yapiya sahip olan silisyum (Si) atomunun U¢ yerine
benzer fonksiyonel gruplarin (Alkoksi veya Klor) baglanmasi ile olugsan yapilardir.
Sekil 2.15’te cam yuzeyler Uzerine trialkilsilanlarin kendiliginden dizenlenmesinin
sematik goOsterimi gorulmektedir. Au-S etkilesimi ¢ogunlukla yuk transferi ile
gerceklesirken SiO.’)de bu durum farklidir. Burada SiO, ylzey Uzerinde
polisiloksan ile ince film kaplama ya da islak asindirma ile -OH gruplari olusturulur.
Bu islemi takiben organosilan molekulleri ylizeye kovalent olarak baglanir. Bu
sekilde elde edilen tek tabakalar Au-S’den ¢ok daha kararhdir ve kimyasal
gruplarin duzenlenmesi kendiliginden gercgeklesir. Silikon oksit ylzeyler Gzerine
organik molekullerden olusturulan tek tabakalar mikroelektromekanik sistemler
(MEMS) (Maboudian, 1998), mikroakiskanlar (Ho ve Tai 1998) ve biyogip
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dizenlenmesi (Southern et al., 1994) gibi birgok teknolojide 6nemli bir yere
sahiptir. Bu organik tek tabakalar molekuler seviyede belli bir amaca gore fiziksel

Ozelliklerinin ve yuzey kimyalarinin degistiriimesine olanak saglayabilmektedirler.

SiO, ylzeyler Uzerine tek tabaka olusum mekanizmasinda o&ncelikle silan
molekulleri Uzerindeki Si-X (X= CI, OR ya da NR) gruplarin Si-OH gruplarina
donustugu dasunular (Major, 2001; Klaus et al., 1997; Zhu ve Major, 1999). Daha
sonra oksit yuzey (SiO) ile silanlarin Si-OH’lar1 arasinda bir kondenzasyon
reaksiyonunun meydana gelerek capraz bagl ylzey dizenlenmesinin
gerceklestigi soylenilebilir. Ancak, bu mekanizma tam olarak acik degildir. SiO,
yuzeyler Uzerine kendiliginden olusan tek tabakalarin popdularitelerine ragmen su
miktari, sicaklik ve substratdaki —OH gruplarinin yogunlugu gibi faktorler SAM'i

olumsuz yonde etkiler (Major, 2001).

CI—S'i-Cl—H-‘D—)O[-I—SIi-OlI
Cl OH
Adsorpsiyon

Sekil 2.15. Cam yuzey Uzerine trialkilsilanlarin kendiliginden dizenlenmesinin

sematik gosterimi.
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2.7.4 Alkentiyollerin uygulanmasi

En uygun immobilizasyon yontemi, biyolojik tani elemaninin metal film tzerine bir
baglanti tabakasi yoluyla kovalent baglanmasidir. Baglanti tabakasi, yuzeyin bir
sonraki adimda modifikasyonu igin fonksiyonellestiriimis yapi saglarken, protein ve
diger ligandlarin metal ile temasini engelleyecek bir bariyer olusturur. Bu uzun
zincirli ve uglari istenilen reaktif gruba sahip alkentiyol molekdllerinin ylzeyde,
kendiliginden duzenlenen tek tabakalar (self assembled monolayers, SAM)
olusturmasiyla basarilir. Alkentiyollerin tiyol grubu altin yizey ile kompleks
olusturur (Duschl et al., 1996; Wink et al., 1997). Kimyasal ve fiziksel olarak
adsorplanmig alkentiyoller, alkentiyolin ¢ozucu igerisindeki nispi ¢ozunarlugu ile
orantili olan bir baglanma kinetigi ile tek tabaka olugturur (Peterlinkz et al., 1996).
Tanima elemani dogrudan, bu tek tabakalar GUzerine baglanabilir.

2.7.5. Hidrojel ile immobilizasyon

Karboksi-metillenmig dekstran zincirlerinden (100-200 nm) olugan bir hidrojel
matris, U¢ boyutlu ve gobzenekli bir baglanma matrisi olusturur. Metal ylzeye
oranla immobilizasyon siteleri sayisi artar ve bu durumda sensor yuzeyinden
alinan tepki de artar. Bu tur bir dekstran tabakasina, bilindik yontemlerle cesitli

molekuller baglamak mumkundur (Lafas ve Johnsson, 1990)

2.7.6. Silanlar

Alkentiyoller ile yapilan tek tabakalar, kontrolli kosullar altinda olduk¢a kararlidir.
Ancak, bazi kimyasallar veya cevresel bazi etkilerle kararsizlagmasi mumkunduir
(Geades et al.,, 1994; Lu et al., 1996). Bu durumda altin yuzeyine antibadilerin
immobilizasyonunda organosilan bilesikleri kullanilabilir. Ornegin ylzey alfa-
aminopropil trietoksisilan (alfa-APTES) ile fonksiyonellestirilir ve ardindan
yuzeydeki amino gruplar glutaraldehit ile antibadilerin immobilizasyonunda
kullanilir (Sasaki et al., 1998).
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2.7.7 Polimer filmler

Proteinlerin denatlire olmasini 6nlemek ve imminoanaliz sirasinda spesifik
olmayan baglanmalari engellemek icin altin yuzeyine polimer filmler uygulanabilir
(Green et al., 1997; Millat et al., 1995). Polimer baglayici tabakayi altin yuzeyine
uygulamanin en basarili ydontemlerinden birisi, ark bosalimi veya organik buhar
plazmasi ile plazma polimerizasyon yéntemi uygulamaktir (Nakamura et al., 1997;
Weadburry et al., 1998).
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3. DENEYSEL CALISMALAR VE SONUCLAR

Tez calismalarinda optik esasli biyosensor gelistiriimesi i¢in, uygun ylzey segimi,
ligand — analit ciftleri, bu ligandlarin ylizeye immobilizasyonu, tek yongada birden
fazla analiz yapabilmek igin gerekler ile farkli “sensor duyarhgini artirma”

yontemleri denenmistir.

Calismalar ve sonugclari, tezin bundan sonraki kisminda bolimler halinde verilmis
olup; calismaya ait deneysel ayrintilar ile sonuglar ayni bdlum igerisinde

sunulmustur. Calismalar asagidaki sira ile verilmigtir.

Boliim 3.1’de, SPR sensoriunde kullanilabilecek alternatif substrat/metal film ve
Isik kaynagi secimi igin, Fresnel yansima esitliklerinin MATLAB ® yardimi ile
¢cozulmesi sonucu elde edilen sonuglar karsilagtiriimigtir (Sayfa 53).

Bolum 3.2°de, sensor yuzeylerinin  modifikasyonu (substrat ylzeylerinin
temizlenmesi ve kaplanmasi) ile ilgili optimizasyon caligmalari yapilmistir (Sayfa
70)

Bolum 3.3’te, akish sistemlerde mikro-akiskan kanal yaklagsimi vyerine,
goruntilemeli SPR kullanilarak, bir yonga Uzerinde birden fazla analizin ayni anda
gerceklestirilebilmesi icin mikro-desenleme ydéntemi olarak Ink-Jet litografi

calismalari yapilmig ve bu galigmalara ait sonuglar verilmigtir (Sayfa 76)

Boluim 3.4’te, alternatif mikro-desenleme yontemi olarak fotolitografi calismalari
yapilmis ve fotolitografik desenlemelerin optimizasyonu ile ilgili sonuglar verilmigtir
(Sayfa 83)

Bolum 3.5’te, mikro-desenleme ile elde edilen SPR yongalarinda elde edilen

sinyal incelenerek, desenleme boyutunun etkisi incelenmistir (Sayfa 87)

Bolum 3.6’da, immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi amaciyla, farkli ¢éztcu
ve etkilesim parametrelerinde kendiliinden dizenlenmis tek tabakalarin(SAM)

formasyonu ile ilgili bir calisma yapilmistir (Sayfa 89)

Bolum 3.7°de, biyomolekul immobilizasyonu igin, tabaka Ustu tabaka (layer by

layer) formasyonu ile kendiliginden dizenlenen tek tabakalar Uzerine farkh

51



fonksiyonellikte gruplar immobilize edilerek, bir IgG sensoérin duyarliginin

artirlmasi amacl bir galisma yapilmistir (Sayfa 97).

Bolum 3.8’de, alternatif optik sensér ydntemi olan elipsometri kullanilarak,
oligonukleotid proba sahip yuzeyin sensor performansi degerlendirilmigtir.
immobilizasyon sirasinda kademeli tabaka Ustli tabaka immobilizasyon teknigi
kullaniimistir (Sayfa 109).

Bolum 3.9’da, farkl bir alternatif denenerek, elipsometrik sensér uygulamasinda
Au-nanopartikul kullanilarak, ylzeye immobilize edilen Au-nanopartikulin TIRE
sensorunden alinan cevapta yapacagi muhtemel iyilestirme incelenmigtir.
immobilizasyon teknidi olarak ¢ok kademeli immobilizasyon ile kendiliginden

dizenlenen tek tabakalar kullaniimigtir (Sayfa 121).

Bolum 3.10°da, mikro-desenlenmis yuzeyde oligonukleotid prob tasiyan SPR

yongasl! hazirlanmis ve performansi degerlendirilmistir (Sayfa 136).

Bolum 3.11°de, iki optik sensor sisteminin (YUzey plazmon rezonans, SPR ve
icten tam yansimali elipsometri TIRE) bir arada kullanildigi ve bdylece sensor
hassasiyetinin artirildigi bir galisma yapilmistir. SPR ile guglendiriimis TIRE
uygulamasi (SPRe-TIRE) ile cu® tayini icin kullanillan ylzeyde bu kez
immobilizasyon kendiliginden didzenlenme yerine elektrokimyasal indirgeme ile

gerceklestiriimistir (Sayfa 150).
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3.1 Yiizey Plazmon Rezonans Sensér Yongasinda Yansima Tahmini igin
Matematik Modelleme

Fresnel'in yansima esitlikleri (Bolum 2.2.5, Esitlik 2.13 - Esitlik 2.15), iterasyon ile
¢ozuldugunde duzenli kaplanmig ve optik olarak izotropik yuzeyler igin beklenen
SPR agisinin, kullanilacak substrat cinsinin ve rezonansin olugacagi metal 6zellik

ve kalinliklarinin 6ngoéralmesi mamkunddr.

Calismanin bu bolumuande, Ek A’da verilen MATLAB rutini kullanilarak, kolay
erigilebilen SF10 ve BK7 substratlar i¢in, Ag ve Au kaplamalarindaki kalinhk
degisiminin SPR acisina (bir bagska deyisle grafiklerde Z ekseni olarak verilen
yansima oranina; 1= gelen isigin tam yansimasi; 0= gelen isigin yansimamasi)
etkisi incelenmistir. Elektromanyetik spektrumun (Sekil 3.1.1) farkli bolgelerinde
ISima yapan lazer diyotlar temin edildiginden, bu 1sik kaynaklari ile elde
edilebilecek SPR egrileri modelleme yolu ile hesaplanmistir. Modelde farkh taban
malzemelerin ve farkli metallerin kullaniimasi da miumkindur. Ayrica yuzeydeki
organik madde birikiminin duzenli oldugu durumlar igin, analizde beklenen SPR
kaymasi da tahmin edilebilmektedir. Bu bdolumde verilen grafiklerde analiz
ortaminin kiriima indisi 25 °C’ta saf suyun kirilma indisi olarak alinmigtir (n=
1,3300).

3.1.1 Ug tabaka igin Fresnel esitliklerinin ¢éziimii

Cam prizma (goklayici) 7, metal film # ve dielektrik tabaka (sensor tabakasi) #
indisleri ile gosterildiginde, gelen 1s1gin reflektansi (R) asagidaki sekilde ifade

edilir:

tr, exp2ik,d |

' up

Rzaryﬂ

1+7,r, exp21k#d‘ (3.1)
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Sekil 3.1.1 — EM spektrumda gortnur bolgede kullanilan lazerler, diger lazerler

gorunur renk skalasi digindadir (grafigin sag alt kosesi)

Her bir tabakada ara yuzeye dik dalga vektoru bileseni ise asagidaki baginti ile

hesaplanir;

@ 2
k,=.l¢ (—j -k,

¢ , J=VH P |Q|n (32)
Burada kz, gelen 1s1gIn ara yuzeye paralel dalga vektoru bilesenidir ve asagidaki

sekilde ifade edilir:

w
k. =./¢, —sind
\/7 ¢ (3.3)
Her bir ara yuzey igin ayri ayri ¢ozumlendiginde, prizma — metal film tabakasi ara
yuzeyinden yansima genligi Esitlik 3.4’te, metal film — dielektrik tabakasi ara
yuzeyinden yansima genligi ise Esitlik 3.5’te verildigi gibi hesaplanir.

. kygﬂ —kﬂgy
w

ke, +k,e, (3.4)
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P kﬂgp _kpgﬂ
"w ke, +k,e, (3.5)

Gelen 1s1g1n agisal frekansi @ ise, d metal filmin kalinh@i, € 1s1g1in vakumdaki hizi
olmak Uzere asagidaki bagintiya gore hesaplanir ve gelen 1s1gin dalga boyunun

bir fonksiyonudur.

27c
() =—
(4) P

(3.6)

Dielektrik sabiti yerine kompleks kirilma indisi cinsinden R degerleri ise agsagidaki

gibi hesaplanir. Bir maddenin kompleks kirma indisi N asagidaki esitlikle

verilim N=n—-ik

(3.7)

Snell yasasinin en genel formu Esitlik 3.8'de belirtildigi gibidir ve kirilma

fonksiyonunu gosterir.
Nasin¢a=NbSin¢b (3 8)

Yuzey plazmon rezonansinin uyarilmasi igin yalnizca p-polarize 1sik dalgalari

kullanildigindan, p-bileseni igin Frensel katsayisi Esitlik 3.9’daki gibi yazilabilir:

B N, cos¢, — N, cos @,
N, cos¢, + N, cos g, (3.9)

P
rab

Cok tabakali substrattan yansiyan 1sik icin toplam yansima katsayisi, Sekil
3.1.2'de goruldugi gibi birden fazla yansima ve kirllma demetinin toplamidir. Seri
halinde yazilabilen ifade sonucu, tabakalardan bir faz faktért ile gegen 1si1gin
toplam yansima katsayisi Esgitlik 3.10'da verildigi gibi ¢ozulebilir forma ulasir
(Tompkins ve McGahan, 1999).

riptraze /2P

55



N,
7 NN

Sekil 3.1.2 — Gelen 1s1g1n tabaka ara ylUzeylerinde kirilmasi ve yansimasi.

Burada, e ~12F faz faktorudir ve faz acisi veya film faz kalinligi olarak bilinen 8

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir:

B =2a(2)N; cose, (3.11)

Wil o

3.1.2 Teorik hesaplamalar ve sonuglar

3.1.2.1 MATLAB® rutinin olusturulmasi

MATLAB rutininde fiziksel katsayilarin giriimesi ve hesaplanmasi; yansima
yuzeyindeki acilarin hesaplanmasi (Fresnel katsayilarinin fonksiyonudur), Fresnel
katsayilarinin hesaplanmasi ve son olarak toplam yansima katsayisinin bulunmasi
sonucu yansiyan 1sik siddetinin belirlenmesi amacglanmistir. Ek A’da verilen
MATLAB rutini igin literaturden derlenmis Au ve Ag (kullanilacak metal film) igin
dalga boyuna karsilik n ve k degerleri cinsinden kompleks kirilma indisi degerleri,
rutinin ileriki asamasinda polinom denklestirme (polynomial fitting) yolu ile farkh
dalga boyunda n ve k sabitinin hesaplanmasinda kullaniimistir. Tamamiyla kapali
(bir bagka deyisle “implicit’) olan ¢ozum, MATLAB kullanilarak ve iterasyonda tek

degisken degistirilerek ¢ozulebilmektedir. Rutin son olarak verileri matris formunda
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ve grafiksel olarak sunmakta ve belirtilen adim genisligine bagh olarak istenilen
hassasiyette, beklenen rezonans agisini (fonksiyonun minimumu olarak) ve bu
acgidaki bagil 1sik yansima siddetini hesaplamaktadir. Sonug ve tartisma kisminda
verilen grafiklerde, tasarim amaci ile temin edilen diyot lazerlerin etkin dalga
boyunda SF10 ve BK7 taban malzemede, Ag ve Au film icin beklenen bagil
yansima degisimleri, 1s1gin gelis acisinin ve film kalinhiginin bir fonksiyonu olarak
verilmigtir. Monokromator kullanmaksizin yapilan tasarimda tek dalga boylu
lazerlerin kullaniimasi nedeniyle, yalnizca gelis acisinin fonksiyonu olarak
hesaplanan SPR egrileri, ayni rutinin modifiye edilmesi halinde dalga boyunun

fonksiyonu olarak da hesaplanabilir.

3.1.2.1 Kullanilan lazer dalga boyunun, SPR egrilerine etkisi

3.1.2.1.1 532 nm dalga boyunda lazer i¢cin SPR egrileri

Sekil 3.1.3’te, sirasiyla SF10 substrat icin Ag ve Au kapli (a,b) ve BK7 substrat igin
Ag ve Au kaph (c,d) yuzeylere ait SPR egrileri verilmistir. Sekilde goraldugu gibi,
Ag film dar bir gelis agisinda oldukga keskin bir SPR egrisi vermektedir. SPR
egrisinin keskinligi, analizde inilebilecek alt siniri da belirler. Ayrica rezonans
sonucu Isik siddetinin asiri derecede dusmesi (6rnegin Sekil 3.1.3 a), 6zellikle 11k
sensoru olarak CCD sensor kullanan sistemlerde bir avantajdir. Mevcut Nanofilm
Nulling Elipsometre cihazinda alinan SPR egrileri SF10-Au film igin birebir modelle
ortusmektedir. Modelde 32 nm Au film i¢in 63,4 ° gelis agisinda alinan SPR
¢cukuru, deneysel olarak 63 ° civarinda gorulmustir. Ancak, elipsometri amaciyla
kullanilan bir cihaz oldugundan ondalik hanesi kesin olarak gozlenememistir.
Verilerin sabit edri gdsteren kisminin bir egriye uydurulmasi ile elde edilen (R? >

0,99) fonksiyonda minimum hesabi sonucu bulunan SPR ¢ukuru 63,8 © olarak

bulunmustur. Teorik hesap ile bulunan verinin tamamen izotropik bir yuzeyi temsil
ettigi ve kaplamaya ait bir kusur barindirmadigi unutulmamalidir. Substrat ve
filmde herhangi bir kusur bulunmamasi durumunda, deneysel sonuclarin model

sonuglari ile mikemmel uyum sagladigi goértulmuastur (Prabhu, 2000).
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BK7 taban malzeme kullanildiginda her iki metal icin SPR egrilerinde dramatik
degisikliklerin oldugu gorulur. Grafiklerin sag tarafinda kalan ve kopekbaligi
yuzgeci (shark fin) olarak adlandirilan kisim gelis agisinin degistirilebilecegi aralik
olan 45 ° ila 80 ° araliginda, daha ylksek gelis acilarina ulasmis (tam yansima
bdlgesi) ve SPR alinan aciy! oldukga daraltmistir. Gimus film igin SPR’In elde
edildigi kalinhk (yaklagik 60 nm Ag film) ve SPR egrisinin keskinlikleri her iki
substrat i¢in yakin degerlerdedir. Ancak, altin film kaplh BK 7 substratta elde edilen
SPR egrisi, SF 10 taban malzemesinin aksine film kalinligina daha az bagimli
olmus ve minimum yansima daha yuksek degerlere ¢ikmistir. Ayrica SPR’in elde
edildigi 80 °’lik gelis agisinin gerek ylzeye dusen lazer i1sininin sagiimasi olasihgi,
gerekse goruntulemeli SPR uygulamasinda yayilmig goruntl elde edilmesi

nedeniyle uygun olmadidi unutulmamalidir.

3.1.2.1.2 635 nm dalga boyunda lazer i¢gin SPR egrileri

Birgok cihazda kullaniimakta olan 635 nm dalga boylu lazer diyotlar, guglu ve ucuz
olmalari nedeniyle tercih edilmektedir. Sekil 3.1.4’te, p-polarize 11k kaynagi olarak
635 nm dalga boyunun kullaniimasi ile hesaplanan SPR egrileri verilmistir. Sekil
3.1.4 a'da gorulduigu gibi bu dalga boyunda gumus oldukga keskin (yaklasik 50 °
gelis agisinda, ve 80 nm ila 100 nm film kalnhginda) bir SPR egrisi vermigtir.
SPR’nin aciya bagimliiginin az olmasi, hassas analizlerin ag¢i taramasi
yapilmadan gergeklestirilebilmesini saglarken; kalinhiga bagimliliginin az olmasi
da, yeniden kullanimda asinan yonga yuzeyinde bile tekrarlanabilir sonuglar

alinmasini saglar.
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Sekil 3.1.3 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film c) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film i¢cin SPR egrileri (532 nm lazer igin)

Dalga boyunun 532 nm’den 635 nm’ye ¢ikarilmasinin en kayda deger sonucu, her
iki metal icin SPR elde edilecek film kalinliklarinin artmasidir. SF10-Au film
yapilandirmasi 532 nm sistemi ile karsilastirildiginda; SPR egrisinin film kalinligina

bagimhhgmnin azaldigi gorulmektedir. Bu yapilandirmanin yonga dretiminde
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kullanilmasi agisindan bir avantajdir. BK7 substrat kullanimi ile Au film ile makul
acilarda SPR alinabilmistir (70 ° ila 80 ° arasi). Ancak, BK7 yapilandirmasinda
SPR gukurunun yansima degeri, Au film icin % 40 civarinda iken Ag icin % 20’den
dusuktar.

(c) (d)

Sekil 3.1.4 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film c) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film igin SPR egrileri (635 nm lazer igin)
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3.1.2.1.3 690 nm dalga boyunda lazer i¢in SPR egrileri

Sekil 3.1.5'te, 1sik kaynadi olarak 690 nm dalga boylu lazerin kullanildigi
hesaplamalara ait SPR egrisi verilmistir. Sekilde, sirasiyla SF10 substrat icin Ag

ve Au kapli (a,b) ve BK7 substrat icin Ag ve Au kapl (c,d) yuzeylerin sonuglari
goOrulmektedir.

(b)
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Sekil 3.1.5 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film c) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film i¢cin SPR egrileri (690 nm dalga

boylu lazer igin)
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Bu dalga boyu igin alinan SPR egrileri, 635 nm egrilerine olduk¢ca benzemekle
birlikte; her iki substrat grubu i¢cin de SPR’in kalinliga bagimhliginda bir azalma ve
SPR cukurunun elde edildigi film kalinhginin 100 nm civarina yaklagsma
gorulmustir. SF 10 substrat icin, SPR elde edilen dalga boyunun Ag film igin 45 °-
50 ° ve Au film i¢in 50 ° - 55 ° araligina dismus olmasi goézle dnemli farkliliklar

arasindadir. SPR egrilerinin keskinliklerinde belirgin bir degisiklik olmamistir.

3.1.2.1.4 780 nm dalga boyunda lazer i¢cin SPR egrileri

Sekil 3.1.6’da, 1sik kaynagdi olarak 780 nm dalga boylu lazerin kullanildigi
hesaplamalara ait SPR egrisi verilmigstir. Sekilde, SF10 substrat igin Ag ve Au kapl
(a,b) ve BK7 substrat icin Ag ve Au kapli (c,d) yuzeylerin sonuglari gorulmektedir.
Gorundr bolgenin sonlarinda yer alan bu dalga boyunda her iki substrat i¢in de,
artan dalga boyu ile goézlenen degisimler (6rnegin, SPR egrisinin metal film
kalinhgina badimlihdinin azalmasi, optimum SPR egrisinin daha kalin metal
filmlerle elde edilmesi ve SPR gukurunun elde edildigi aginin daha dusuk gelis
acilarina kaymasi) sabit olarak devam etmistir. Bu dalga boyunda gbze ¢arpan bir
davranis ise, 6zellikle Au yluzeyde yansima degerlerinin olduk¢a dismesidir. Bu
disus, SPR cukurunun elde edildigi en disuk yansima dederinde degisiklik
olmaksizin gergeklestiginden, tipik SPR egrileri daha kisa (bir baska deyisle, daha

dar bir aralikta; ancak, hassasiyet degismeksizin) gézlemlenmektedir.

3.1.2.1.5 808 nm dalga boyunda lazer i¢cin SPR egrileri

Yakin infrared bolge sinirina dahil olan ilk lazer diyotun kullanildigi sistem igin,
SPR egrileri 780 nm i¢gin elde edilen SPR egrilerinden belirgin bir sekilde farkl

olmadigi i¢in SPR egrileri verilmemistir.
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3.1.2.1.6 904 nm dalga boyunda lazer i¢in SPR egrileri

infrared bolgede SF10 substrat igin Ag ve Au kapli (a,b) ve BK7 substrat igin Ag ve

Au kapl (c,d) yuzeylere ait SPR egrileri Sekil 3.1.7°de verilmigtir.

(c)

Sekil 3.1.6 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film ¢c) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film i¢cin SPR egrileri (780 nm dalga

boylu lazer igin)
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Sekil 3.1.7 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film ¢) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film i¢cin SPR egrileri (908 nm dalga

boylu lazer icin)

Dalga boyuna bagh degisimler devam ederken, en 6nemli gdzlem Sekil 3.1.7 d’de
BK7 substrat icin Au film kaplamasinda elde edilmistir. Sekilden de goéruldugu gibi,

farkli gelis acgilar ve kalinlik degerlerinde birkag sogurma bandi ortaya ¢ikmigtir
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(bir bagka deyisle 80 nm-100 nm film i¢in 70 ° gelis acisi civarinda SPR gukuruna
ek olarak, 30 nm film kalinligi ve 70 ° - 75 ° arasi igin bir gukur, yaklasik 50 nm film
kalinhgi i¢in 45 ° - 60 ° icin bir diger ¢ukur). Ayrica genel yansima oranlari disus
gOstermis ve tam yansima dar bir aralikta, érnegin BK 7 substratta Au film igin 60 °

- 65 ° araliginda, elde edilebilmigtir.

3.1.2.1.7 980 nm dalga boyunda lazer i¢in SPR egrileri

infrared bélgede alinan SPR egrileri, beklenmedik sekilde (Bolim 3.1.2.1.6’da BK7
substrat i¢in gdzlenen) SF 10 substrat icin ¢goklu sogurum bantlari vermistir. Ayrica
tam yansimanin alindi§i bolge, gerek SF 10 substratta gerekse BK 7 substratta
oldukga daralmig, SPR gukurunun gozlenebilirligi ve 6zellikle Au film kapl yuzeyde
SPR c¢ukurunun derinligi azalmis ve genisligi artarak analiz hassasiyeti dugsmustur
(Sekil 3.1.8). Ancak, infrared bdlgede alinan spektrum, 6érnegin analiz edilen
yuzeyde olduk¢ga yakin molekiler gruplarda (yakin infrared bdlgede
gOzlemlenecek) bag sogurum bantlarini da ortaya c¢ikaracaktir. Bu durum, teorik
olarak beklenen SPR egrisinden daha farkli bir sourum egrisi elde edilmesine
neden olacagindan, spesifik uygulamalarda kullanim agisindan gelecekte
yapilacak calismalarda kullanilabilecek bir olgudur. icten zayiflatimis tam
yansima (ATR, attenuated total internal reflection) esash IR-SPR calismalari ile

ilgili olarak literatirde az sayida yayin bulunmaktadir (Ikehata ve ark., 2003).
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Sekil 3.1.8 - a) SF10 substrat — Ag film b) SF10 substrat — Au film c) BK 7
substrat — Ag film ve d) BK 7 substrat — Au film igin SPR egrileri (980 nm dalga

boylu lazer igin)

66




3.1.3 Genel sonuglar

Dalga boyunun artmasi ile elde edilen genel sonuglar asagidaki gibi listelenebilir:

Ag film her dalga boyu ve substratta daha derin ve dar SPR egrisi
vermektedir.

Au film ile elde edilen SPR egrisi, flm kalinhgindaki degisime Ag kadar
bagimh degildir (Ornegin; 635 nm’de Au film igin 50 ° - 55 ° arasinda
g6zlenen SPR egrisi, asiri bozulma olmaksizin 60 nm — 80 nm arasinda
film kalinhginda gbzlenebilirken; Ag film igin 46 °- 47 ° arasinda gdzlenen
pikte kayip olmamasi i¢in film kalinhginin 85 nm — 90 nm arasinda olmasi
gerekmektedir).

Dalga boyu yukseldikge yansima orani azalirken, SPR ¢ukuru yaklasik bir R
(%) degerinde sabit kabul edilebilirse de, daha yuksek yuzdelere gikarak
SPR derinliginde azalmaya neden olmaktadir.

Dalga boyu artisi, rezonansin gozlendigi aginin Ag’de normale gore daha
yuksek degerlere, Au’'da ise belli bir dalga boyuna kadar daha dusuk

degerlere kaymasina neden olmaktadir.

Ayrica farkh metal turlerine ait n ve k degerlerinin dalga boyuna bagimhigi

incelenerak; metal turlerinin gelis agisi veya dalga boyu degisiminde ne tur

davranislar sergileyecegini 6nceden tahmin edilmeye calisiimistir. Ag, Au, Cr ve Al

film icin 25 °C’ta farkh dalga boylarindaki n ve k degerleri Sekil 3.1.9'da

gosterilmistir.
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Sekil 3.1.9 — Farkli dalga boyundaki monokromatik i1sik i¢cin bazi metal filmlerin n

(a) ve k (b) degerlerindeki degisim.

Ag film icin ylksek dalga boylarinda SPR egrisinin alindigi aginin asiri sekilde

degismemesi, n degerinin dalga boyuna bagimh olmamasi nedeniyledir. Ayni

sekilde Au igin dalga boyu artigi, SPR egrisinin alindigi aginin 600 nm dalga
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boyuna kadar degismesine ve bu ardindan yaklagik sabit kalmasina neden
olmaktadir. Film tabakalarinin n ve k degerleri bilindiginde, farkli dalga boylari ve
gelis acilari icin SPR yonga davranisini tahmin etmek olasidir. Sekil 3.1.9'da
goraldugu gibi Al film kaph yuzeyler ile Cr film kapli ylzeylerin, yaklasik benzer

SPR davranisi sergilemesi beklenir.
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3.2. Sensor Yiizeylerinin Modifikasyonu

Gerek elipsometri, gerekse SPR uygulamalarinda taban malzeme olarak kirilma
indisi bilinen cam slaytlar kullanilir. Cam slaytlarin Uretim surecleri nedeniyle
purizltlagunin 5 nm civarinda olmasi bu malzemelerin substrat olarak kullanimini
mumkin kilar. Ayrica mikroskobik uygulamalar igin Uretilen cam slaytlar optik
olarak nispeten izotropik malzemelerdir. SF10 cam, kirilma indisi 25 °C’ta 532 nm
Isik igin 1,74; BK7 ise 1,52 olan bir camdir. Kolay erisim agisindan borosilikat
mikroskop lamelleri (BK7) kullanilabilir. Ancak, belirli durumlarda SF10 kullanimina
ihtiyagc duyulmaktadir. Substratin yuzeyine molekuler modifikasyon yapilmadan
once veya fiziksel buhar birikim (PVD, physical vapor deposition) ydntemi ile metal
kaplamasi yapilmadan once ylzey homojenligini saglamak ve immobilizasyon
isleminde birikim gibi sorunlarin dnlenmesi igin substratin organik Kkirliliklerden

arindiriimasi gerekir.

Temizleme ydntemlerini yas ve kuru ydntemler olarak siniflandirmak mimkuandar.
Parmak izi vb. gibi kolayca uzaklastirilabilecek kaba kirlilikler uygun ¢ozucu ile bir
veya birkag kez yikama ile giderilebilir. Ancak fiziksel veya kimyasal olarak bagli
organik tabakalarin temizlenmesi icin oksitleyici ortama ihtiyac duyulmaktadir.
Farkli oksitleyici ortamlarda ve farkli sUrelerde yapilan ylzey temizligi ve islemler

sonucu elde edilen sonugclar Cizelge 3.2.10’de gosterilmistir.

3.2.1. Sivi (yas yontemler)

3.2.1.1 Yontem sl - Piranha ¢ozeltisi

Yuzeyler hacimce 1:3 oraninda H2O; (% 30 v/v) ve HSO4 (%70) ¢ozeltisinde 15
saniye ila 10 dakika daldirilarak bekletiimigtir. Ardindan deiyonize su, etil alkol ve

tekrar su ile yikanarak azot gazi ile kurutulug ve bekletiimeden kullaniimistir.
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3.2.1.2. Yontem sll — Nitrik asit ¢ozeltisi

Yuzeyler hacimce 1:5 oraninda derisik HNO3; ve su karisimi igerisinde 15 dakika
ila 30 dakika, kaynama sicakliginda bekletilmigtir. Ardindan deiyonize su, etil alkol

ve tekrar su ile yikanmis ve azot gazi ile kurutularak bekletiimeden kullaniimigtir.

3.2.1.3. Yontem slll - RCA | ¢ozeltisi

Yuzeyler hacimce 1:1:5 oraninda H2O; (% 30 v/v), NH3 (% 29,8 v/v) ve deiyonize
su karisiminda, kaynama sicakhdinda 15 dakika ila 30 dakika arasinda
bekletilmistir. Ardindan, Bolum 3.2.1.2’de belirtilen son temizleme islemi

yapimigtir.

3.2.2. Kuru yontemler

3.2.2.1. Yontem kl- UV-o0zon temizleyici

UV-ozon temizleme cihazinin (Irvine, CA, Model 42, Jelight Co., ABD), UV odacigi
icerisinde havanin oksijeni ozona c¢evrilerek yuzeyde oksitleme iglemi
gerceklestirilir. Allkonma ve temizleme suresi 5 dakika ve 30 dakika olarak
secilmistir. Temizlemenin ardindan ylzey deiyonize su, etil alkol ve tekrar su ile

yikanmig ve ardindan azot gazi ile kurutulmus ve bekletiimeden kullaniimigtir.

3.2.2.2. Yontem kll- Oksijen veya hava plazma

Vakum altinda dogrudan oksijen gazi veya havanin oksijeni kullanilarak
olusturulan plazma (Diener, Tetra, Clairton, PA, ABD) yoluyla ylzeyde oksitleme
islemi gerceklestiriimigtir. Temizleme suresi 5 dakika ila 30 dakika arasinda
degistiriimistir. Temizlemenin ardindan yuzey deiyonize su, etil alkol ve tekrar su

ile yikanip, ardindan azot gazi ile kurutulmusg ve bekletiimeden kullaniimigtir.
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3.2.2.3. Uygun temizleme yonteminin se¢imi

Yukarida belirtilen temizleme yontemlerinin etkinliklerini belirlemek amaciyla cam
ve altin kaph yuzeyler belirli miktarda organik tabaka ile kaplanmigtir. Kaplanan
yuzeyler Cizelge 3.2.1°de belirtilen yontem ve surelerde temizleme islemine tabi
tutulmus ve ylzeydeki organik tabaka kalinligi elipsometrik olarak yeniden
Olculmustur. Yuzeyde organik madde birikimi nedeniyle olugan kalinlik,
elipsometre (Nanofiim EP3, Almanya) kullanilarak 532 nm dalga boyunda, cam
icin 70 °, Au kapli substratlar i¢cin 60 ° gelis agisinda dlguimustir. Tabaka kalinhgi
analizi sirasinda, 50 um x 50 um alanda doért bélge otomatik sifirlama (four zone
auto nulling) prosedurtu uygulanmig, kalinlik cihazdaki modelleme program ile
belirlenmistir. Modellemede cam yuzeyler igin BK7 (substrat) / organik tabaka /
hava; altin kapli ylzeyler igin BK7 (substrat)/2nm Cr film/ 32nm Au film/ organik
tabaka/ hava tabakalari dngoérulmustir. Oldukga ince filmlerde kalinlik ile kirllma
indisi orantili oldugundan, tek tabaka igin kirilma indisi (%100 dolu) 1,4600

alindiginda (Aspness, 1985), kalinlik verileri doluluk ile orantili olur.

islem sonucunda tabaka temizlenmesi ve yiizey 6zelliklerinin (substratin yiizey
puruzlulaga gibi) karsilastiriimasi ile uygun temizleme yontemine karar verilmistir.
Tabakalarin bilinen miktarda molekille kaplanmasi isleminde, cam ve altin
yuzeyler, modifikasyondan &énce hidrofilik bir ylzey goéstermesi igin plazma
unitesinde 100 W gug¢ ve hava ortaminda igleme tabi tutulmustur. Ardindan cam
yuzeyler icin, hacimce % 3’luk 3-aminopropiltrietoksisilan (APTS) / etanol ¢ozeltisi;
altin kapli yuzeyler igin 1 mM merkaptoundekanoik asit (MUA) / etanol ¢ozeltisi
hazirlanarak, substratlar bu ¢ozeltiler icerisinde 1 saat sure ile immobilizasyona
tabi tutulmustur. Ylzeylerin ortalama kalinliklari substratin 3 farkl yerinde 4 ayri
50 ym x 50 ym’lik alanda Olglilmus ve aritmetik ortalama alinarak listelenmigtir
(Cizelge 3.2.1).
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Cizelge 3.2.1 — Farkli yontemlerle temizleme ile tabaka kalinhgindaki degisim

Temizleme yontemi, substrat ve sure

Temizlemeden
onceki kalinhgi

Temizlemeden
sonraki kalinligi

(nm) (nm)

Islak yontemler

sl, cam, 20 saniye 1,204 0,5+0,2
sl, cam, 2 dakika 1,4+0,3 0,2+0,1
sl, Au film kapli, 20 saniye 1,1+£0,1 0,3+0,1
sl, Au film kapli, 2 dakika 1,3+ 0,1 <0,1
sll, cam, 5 dakika 1,5+£0,2 1,2+£04
sll, cam, 30 dakika 1,3+0,1 0,5+£0,2
sll, Au film kapli, 5 dakika 0,9+0,1 0,6+0,2
sll, Au film kapli, 30 dakika 1,1+0,1 0,3+0,1
slll, cam, 5 dakika 1,4+04 1,304
slll, cam, 30 dakika 1,1+0,3 0,6 £0,2
slll, Au film kapli, 5 dakika 1,3+ 0,1 09+0,2
slll, Au film kapli, 30 dakika 1,0+ 0,1 04+01
Kuru yontemler

kl, cam, 5 dakika 0,8+0,2 0,5+0,2
kl, cam, 30 dakika 1,1+0,2 <0,1
kl, Au film kapli, 5 dakika 1,2+0,2 0,3+0,1
kl, Au film kaph, 30 dakika 1,4 +0,1 <0,1
kll, cam, 30 dakika, 50 W, hava 1,1+£0,2 <0,1
kll, cam, 30 dakika, 100W, hava 1,1+0,2 <01
Kll, Au film kapli, 30 dakika, 50 W, hava 1,1+0,2 0,3+0,1
kll, Au film kaph, 30 dakika, 100W, hava 0,8+0,2 <0,1
kll, cam, 30 dakika, 50 W, oksijen 0,9+0,3 <0,1
kll, cam, 30 dakika, 100W, oksijen 1,4 +£0,1 <0,1
kil, Au film kaph, 30 dakika, 50 W, 0,8+0,2 <0,1
Kl Au film kapli, 30 dakika, 100W, 11£0,1 <01
kil Au fim kapl, 2 dakika, 100 W, 12203 0301
KIl, Au film kapli, 2 dakika, 100W, hava 15%0,3 <01
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Cizelge 3.2.1°de goriuldugu gibi Yontem-sll ve Yéntem-slll yontemleri hari¢ diger
yontemlerin tamaminda uzun olmayan surelerde temiz yuzey elde edilmigtir.
Ancak, yuzeyin islak yontemlerde daha ¢ok hasara ugradigi gorulmustar. Sekil
3.2.1’de Yontem sl ve Ydntem kil ile temizlenmis iki altin ylUzeyi ile temizleme
Oncesi ylUzeyi temsilen 3 boyutlu elipsometrik goruntl verilmigtir. Altin filmdeki
bolgesel incelemeler ile dizensiz bozulmalarin goéruldigu piranha ¢ozeltisi
kullanarak temizleme yontemi, nispeten ylzeye daha fazla zarar veren ve bu
c¢alismada tercih edilmeyen bir yontem olmustur. Tez ¢alismasinda yuzey temizligi

icin susbtrata en az hasari vererek yuzey temizliginin elde edildigi “vakum altinda

plazma ile temizleme” ydontemi kullaniimigtir.

Sekil 3.2.1 — a) MUA kapli Au ylzey, b) Yontem sl ile temizlenmis (10 dakika) Au
yuzey ve c) Yontem Kkl ile temizlenmis (100 W, 30 dakika) Au ylzey

Hidroksil gruplarinin olusturulmasi agisindan, plazmada uygulanan gug ve iglem
suresi 100 W ve 30 dakika oldugunda cam igin elde edilen temas agisi degerinin <
3° oldugu goérulmustir. Bu nedenle, hidroksil gruplari olusturma ve temizlik

acgisindan Yoéntem klI'nin 100 W ve 30 dakika slre ile uygulanmasi glvenli ve
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yeterli oldugu belirlenmigtir. Dikkat edilmelidir ki, 50 W ve daha dusuk plazma
gucunde plazmayi olusturmak veya plazmanin kararlihgini saglamak oldukga
zordur. Burada plazma ile uygulanan gug ve plazma uygulama suresi belirlenirken

cihaza ait fiziksel sinirlamalar da dikkate alinmistir.
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3.3. Ink-jet litografi caligmalari

Tez calismasinda mikro desenleme amaciyla kullanilan yontemlerden birisi Ink-Jet
litografidir. Piezo puskurtme sistemine sahip yeni ink-jet yazicilar 1 pL murekkep
plskirtme kapasitesi ile litografi igin uygun cihazlar olarak nitelendiriimektedir. ink-
jet baskilama dusuk fiyath masa Ustu renkli yazicilar ile uygulanabilirligi nedeniyle
en fazla bilinen teknolojilerdendir (Heinzl, 1985; Hebner, 1998).

Sekil 3.3.1°de sematik olarak acgiklandigi gibi, prob molekillerini tagsiyan sivinin
tekli mikroskobik damlaciklar seklinde enjeksiyonu, bilgisayar kontrollinde

yapilarak yuzeylerde desenler elde edilir.

Enjeksiyon ignesi

....... ‘

288
TET

B 0

o o

(1) (2) (3)
Substrat

Sekil 3.3.1 - ink-jet baskilamada dagitim mekanizmasi.

Kullaniimakta olan geleneksel sistemlerde, bir piezoelektrik dagitici (Sekil 3.3.2 a)
veya siringa bobin enjekte tipi (Sekil 3.3.2 b) dagitici bulunmaktadir. Her iki
dagitici da mikro-noktalama teknigi igin dnemli bir avantaj olan hacim dagitiminin
programlanmasina olanak tanir. Her iki tip dagiticida da hacim yuklenmesi (5 L -

10 pL arahginda) mikro-noktalama ignelerinkinden daha fazladir.
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7 (basing kaynagr)
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Enjeksiyon Ignesi

Piezoelektrik
kristal

aralik

Sekil 3.3.2- ink-jet baskilamada dagiticilar: (a) Piezoelektrik dagiticilar; (b) siringa

bobin enjeksiyon tipi dagiticilar.

Piezoelektrik dagiticilarla baskilama hacimleri 0,05 nL'ye kadar dusup mikro-
noktalama ignelerinden ¢ok daha iyiyken, siringa bobinlerinde bu oran oldukc¢a
yuksektir (4 nL -100 nL). Mikro-noktalama igneleri ile karsilastirildiginda spot
boyutlari piezoelektrik dagiticilarda daha az, fakat siringa bobinlerinde yuksektir.
Farkli sekillerde tasarlanmis baski bagliklariyla enjekte edilen damlaciklar, 20 pL -
30 pL araliginda noktalar birakir. Piezoelektrik dagiticilarin spot yogunluklari
mikro-noktalama ignelerle kargilastirilabilir. Ancak, spot yogunluklari siringa
bobinlerinde belirgin derecede azdir. Ink-jet baskilamada bir avantaj olarak
malzemeler c¢oklu tabakalar halinde biriktirilebilir. Ancak, dagiticilar mikro-
noktalama ignelerine gore Ozellikle piezoelektrikler ile karsilastiniidiklarinda gok
daha karisik ve pahalidir. Ink-jet baskilama ydntemi ilgili literatirde birgok
uygulama yer almaktadir (Barron, 2005; Allain, 2004). Ink-jet baskilama ile ilgili cok
ilging bir arastirma son zamanlarda Allain ve arkadaslari tarafinda rapor edilmistir.
Birkac farkh turde boya molekulleri (Eosin Y, floresan ve 4-metilumbeliferon)
kullanilarak, substrat yluzeyi tUzerinde DNA hibridizasyonu temelli tanida, Bacillus

anthracis bakterisi igin bir array gelistirilmistir (Allain, 2004).
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3.3.1 Deneysel yontemler ve sonugclar

Tez calismasinda kullanilan yazici, Epson R285 model, 6 murekkep hazneli bir
yazicidir. Fabrika verisi ¢ozunurlugt 5760 x 1140 nokta/ing’tir (dpi). Uygun
ortamlarda ulasilabilecek bu ¢dzunurllk, teorik olarak 4 uym kesinlikle desenlerin
olusturulmasina imkan vermektedir. Ayrica fabrika verisi olarak 1 pL damlacik

hacmi ile baskilama sagladigi belirtiimistir (Sekil 3.3.3).

Sekil 3.3.3 — Ink-jet litografi konfiglirasyonu (1) Sablon CD Uzerine baski yapilacak

yuzey yerlestirilir (2) Yazicinin CD baski tepsisinde desenleme yapillir.

Calismada kullanilan yazici i¢in doldurulabilir kartus seti temin edilmistir. Kartus
seti polipropilen’den imal edilmig olup birgok c¢ozlicu ve c¢ozeltiye dayanikhdir.
Ancak puskurtme igleminin yapildigi 90 adet piezo kanalin ttkanmamasi veya
korozyona ugramamasi icin, 1hmli pH’lara sahip ve kati partikil igcermeyen
kimyasallarin ylzeye baskilanmasi daha uygundur. CMYK (Cyan, magneta,
yellow, key) renk sistemine gore baskilama yapan yazicida desenleme icin CMYK
renk sisteminde kalibrasyonu iyi olan profesyonel bir yazilim Adobe Photoshop®
kullaniimistir. Photoshop yaziliminda hazirlanan desenler, renk skalasinda siyah,

kirmizi, turkuaz veya sari ile renklendirilerek yalnizca ilgili kartustaki ¢ozeltinin
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yuzeye puskudrtilmesi saglanmistir. 1 mM MUA/etanol ¢ozeltisi iceren kartus
kullanilarak, 200 ym geniglik ve 200 ym araliga sahip MUA desenler 32 nm altin
kapli SF10 susbstrat ylzeyine immobilize edilmistir. Baski igin yazicinin CD
yuzeyine baski tepsisi ile CD buyukliguinde hazirlanmis slayt sablonu
kullaniimistir. immobilizasyon sonrasinda slaytlar bekletiimeden alinmistir. Daha
sonra, icerisinde saf etanol bulunan ve etanol buhari ile doygun bir kapali kap
icerisinde 1 saat bekletilmistir. islemin ardindan etanol ve su ile yikanan slaytlarin
3 boyutlu elipsometrik goruntust alinmistir (Sekil 3.3.4 ve Sekil 3.3.5). MUA
tabaka kalinligi farkh noktalardan, elipsometrik olarak odlgtlerek belirlenmis ve hat
desenli yuzeyde 1,4 nm £ 0,6 nm; noktacik desenli yuzeyde 1,1 nm + 0,5 nm
olarak bulunmustur. MUA'nin teorik molekuler uzunlugu ChemDraw yazilimi ve
“‘molecular mechanics 2/ MM2” modellemesi kullanilarak 1,2 nm olarak
bulunmustur. Olgiilen deger olan 1,4 nm * 0,6 nm kalinlik yaklasik tek tabaka

formasyonunun olustugunu gostermektedir.

Sekil 3.3.4 — Hat desenli ink-jet litografi, MUA tek tabakasinin 3D elipsometrik

goruntusu
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Ink-jet litografi calismasinin ikinci basamaginda, MUA immobilize edilmis ylzeye
EDC aktiflestirmesi yoluyla protein A immobilize edilmistir. immobilizasyon igin pH
7,4 fosfat tamponunda hacimce % 0,1'lik protein A c¢ozeltisi 3 saat sure
kullanilmistir. immobilizasyon islemi sonunda 3 slayt icin farkli 3 bolgeden alinan 4
ayri 50 um x 50 um bodlgeye ait kalinliklarin aritmetik ortalamasi 6,32 nm £ 1,2 nm
olarak bulunmustur. Protein A igin yatay dizilimde, literatirde belirtilen (Demirel ve
ark., 2007) kalinhk yaklagsik 4 nm, dikey formasyon icin yaklagik 8 nm’dir. Bu
sonuglar, Protein A immobilizasyonunun basariyla  gergeklestirildigini

gOstermektedir.

Sekil 3.3.5 — Noktacik (dot) desenli ink-jet litografi, MUA tek tabakasinin 3D

elipsometrik gorintisu

Ancak, Sekil 3.3.6’da goruldugu gibi, tek tabaka sinirinin belirgin olmamasi
nedeniyle daha sikigik tek tabakalarda array analizlerinin yapilmasinin sorun

olabilecegi dugunulmugtar.
Mevcut cihaz ile Ink-Jet litografinin asagida belirtilen avantajlari vardir:
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Tek iglemde ayni anda 6 fonksiyonel molekulun farkli desenlemeler ile
baskilanabilmesi olanagi,

Karisik tabaka formasyonunu saglamak Uzere; tek bir desen Uzerine ayni
anda 6 fonksiyonel molekulin baskilanabilme olanagi,

Tekrarlanabilen desenlere ardisik halde 6 farkli molekillin baskilanabilme
olanagi,

Kartuglardan birisinin ¢ozelti ile doldurulmasi halinde ylzeye baskilamada
gradyan olusturulabilme olanadi (bir bagka deyisle baskl sirasinda
seyreltmenin mimkuin olmasi),

Hizh ve spesifik baglanan molekl giftlerinin ardigik olarak ayni desen Uzerine
sirayla baskilanmasi ile tabaka Ustu tabaka yapilandirmasinin saglanabilme
olanagi,

Aktiflestirici ajan veya baslaticinin ikinci bir kartus ile puskurtiimesi yoluyla
desenli yUzeyde polimerizasyon veya reaksiyon gerceklestirilebilme olanagidir.

P C TP,

eI HE8IUERENERB ey,

microns

Sekil 3.3.6 — MUA baskilanmis ylzeyde daha yuksek blylitme ile alinan 2D

elipsometrik goruntu. Damlaciklarin dagilimlari net olarak gorulebilmektedir.
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Bu essiz avantajlara sahip olmasina ragmen, yuzeyden vyuzeye baski
¢Ozunurlugunun degismesi (yuzey puskurtulen ¢ozeltinin dagilmasi), tekrarlanabilir
sonuglarin elde edilmesini zorlastirmaktadir.  Sekil 3.3.6'da goruldugu gibi
sinirlarda olusan £ 10 pm belirsizlik, érnegin altin ylzeyinde en ylksek elde
edilebilecek ¢ozunurlugin 30 pym olabilecedini gostermektedir. Yuzeyin dncelikle
baska yontemlerle modifiye edilmesi halinde ¢ézunurlugun artiriimasi mumkundur
(bir bagka deyigle; damlacigin sabit kalmasi igin hidrofilik ylUzeye hidrofobik
cozucude molekll baskilanmasi veya tersinin uygulanmasi olanadr mevcuttur).
Ancak bu durumda da, kendiliginden dizenlenme icin gereken surlcu gulcun
azalmasi ve kendiliginden duzenlenmenin engellenmesi sorunu ortaya
cikabilmektedir (tek tabaka olugsumu ile ilgili ¢calisma tezin ilerleyen boliminde

verilmigtir).
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3.4. Fotolitografi gcaligmalari

Mikro-desenleme amaciyla, tez kapsaminda kullanilan yontemlerden birisi
fotolitografidir. Isiga duyarli bir polimerik tabakanin bir maske yardimi ile
desenlenmesi prensibine dayanan bu ydontemde 1sik alan (genellikle UV) bodlgenin
capraz baglanmasi (negatif) veya i1sik alan bdlgenin pargalanmasi (pozitif) ile
desenleme yapilmaktadir (Sekil 3.4.1). Calismada el yapimi fotolitografi Unitesi
kullaniimistir. Bu Unite, fotorezist (pozitif) malzemenin uniform kaplanmasi igin
bilgisayar fani (0-9 V, 9 cm ¢ap) ve ayarl gu¢ kaynagindan (+ 0,1 V ve £ 0,1 A
hassasiyetle ayarlanabilen) imal edilmis bir dontsli kaplama (spin coating) cihazi
ve maskelerin substrat Uzerine vyerlestirildigi ve UV 1sik altinda isleme tabi
tutuldugu bir UV-1sin odacigindan olugsmaktadir. UV 1sik kaynagi olarak Philips
100 W lamba (365 nm) kullaniimistir. Mercek ile odaklama ve titresim dnleme
sistemlerinin  bulunmadigi bu fotolitografi Unitesinde, farkli araliklara sahip

noktasal ve gizgisel olmak lGzere farkli iki sablonda desenler olusturulmustur.

Fotorezist malzeme (Pozitiv veya Pozitif-20) kullanim talimatina uygun olarak
yuzeye uygulanmistir. Desenlemede kullanilacak olan maskeler, CorelDraw®

yazilimi kullanilarak olgekli ve vektorel olarak gizilmis ve bu haliyle profesyonel film

a6

UV kaynagi

yazicida bastiriimigtir.

Maske

Fotorezist

Substrat
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Sekil 3.4.1 — Fotolitografi sisteminin sematik gosterimi

Maske filmlerinin CorelDraw cizimleri ile Au film Uzerinde desenlerin elipsometrik
goruntileri  Sekil 3.4.2°de verilmistir.  Goruldugu gibi maske hazirlama
basamaginda 25 ym ¢apa ve 25 ym araliga sahip noktacik desenler net bir sekilde

olusturulabilmigtir.

Fotorezist malzeme (Pozitif 20 veya Pozitiv) ticari bir Grin olup, sprey formda
uygulanmaktadir.  Uygulama, imalatginin  talimatlarina  uygun  olarak
gerceklestiriimistir. Bolum 3.2'de belirtildigi sekilde temizlenen substratlar,
herhangi bir su kalintisinin uzaklastiriimasi icin etivde kurutulmustur. Spin-coating
islemi, fotorezist malzemenin el ile puskurtiulmesi ve kaplama sisteminin hizinin
belirli araliklarda yalnizca gerilim ayarl gug¢ kaynagi ile ayarlanabilmesi nedeniyle;
yalnizca elde edilen filmin kalitesinin mikroskop ile kontrol edilmesi sonucu

optimize edilmistir.

=9-255.0

-170.0

-85.0

-0.0

x % 12800

Sekil 3.4.2 — a) Au film Gzerinde olusturulan desenlerin elipsometrik 2D goruntusd,

b) 25 ym x 25 ym (nokta ¢api x noktalar arasi bosluk) noktalarin 2,5 cm x 2,5 cm
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film baskisinda gérinimu ve hazirlanan sablonun % 12800 buyatilmus bir

bdlgesi.

Fotorezist malzemenin ylzeye uygulanmasini takiben ilk pisirme islemi, 70 °C’ta
(10 dakika) gergeklestirildikten sonra, ylzey Uzerine maske konularak 20 dakika
sure ile UV isiga (dalga boyu 365 nm) maruz birakiimistir. Maruz birakma
mesafesi ve slresi uygulanan filmin kalinhdina goére degistiriimistir. Optimum sure,
elde edilen desenlerin mikroskop altinda goz ile muayenesi sonucu belirlenmigtir.
Uzun sureli 1s1ga maruz birakma rezistin pargalanma hizini artirirken; desenlerin

birlesmesi veya kaybolmasi gibi sorunlara neden olmaktadir (Sekil 3.4.3).

Hizalama ve titresim Onleme sisteminin bulunmamasi nedeniyle, maske
sinirlarindaki titresim ve 1s1gin sagilarak yuzeye ulagmasi, elde edilen desenlerin

sinirlarinda sorunlara neden olmaktadir. Bu nedenle, mevcut sistemde desenleme

ile inilen en dusuk ¢ap, tekrarlanabilirlik agisindan 50 um olarak dusunulmustar.

Sekil 3.4.3 — 20 um ¢apli noktaciklardan olusan fotolitografi deseninin elipsometrik

goriantusu. Polimer film kalin oldugundan, elipsometrik olarak kalinlik
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belirlenememistir. Sagda goérilen skala kalinliklarin nitel kargilastiriimasi igin

verilmigtir.

Ayrica, maskelerin hazirlanma agamasinin kolayligi ve tasarimin kullanici
tarafindan CorelDraw ® gibi bir ticari yazilimla yapilabilmesi, desenleme
konusunda buyuk oranda esneklik saglamaktadir. Sekil 3.4.4'de desenleme

sirasinda desenlerin bulunmasini saglamak amaciyla yerlestiriimis (Sekil 3.4.2) bir

ok isareti gorulmektedir.

Sekil 3.4.4 — Fotolitografi ile elde edilmis yuzeyde hatlarin keskinligi, goruntu alani
yaklasik 200 ym x 200 ym’dir.
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3.5 Mikro-desenlemenin SPR sinyaline etkisi

Teorik olarak mikro-desenlenmig yuzeylerde SPR sinyali alinmasi ile ilgili bir sinir
bulunmamakla birlikte, desenleme sirasinda fiziksel engellemeler nedeniyle
(maske-isik dizeninde i1sik yodnlendirici, titresim 6nleyici, odaklama sistemi veya
kontrolli atmosfer gibi bilesenlerin bulunmamasi) olusabilecek kisitlamalar,
optimum sinyalin alindigi mikro-desen boyutunun belirlenmesini gerektirmistir. Bu
amagla, 20 ym noktacik — 400 ym noktacik arasinda hazirlanan ylUzeylerde,
immobilizasyon sirasinda elde edilen sinyal degerlendirilerek bir optimizasyon
yapilmistir (Sekil 3.5.1).

Optimizasyon c¢alismasinda, hazirlanan ytzeylere 1 mM MUA immobilize edilmis

ve immobilizasyon es zamanli incelenerek, sensor cevaplari kargilastiriimistir.
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Sekil 3.5.1 — Noktacik (dot) desenli SPR yuzeylerinde elde edilen MUA

immobilizasyon sinyalinin karsilastiriimasi (1mM MUA).
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Sekil 3.5.1’de goruldaga gibi, 20 ym ve 50 um c¢apli noktacik desenlerde alinan
sensor sinyali, diger konfigurasyonlardan duguktur. 20 um gapli noktacik desende,
maskeleme sirasinda olusan titresim nedeniyle fotorezist malzeme maskenin
golgeledigi yerlerde de UV i1sina maruz kaldigindan, fotorezist malzemenin
giderilmesi iglemi sirasinda noktaciklarin aciimasi isleminde sorunla
kargilagiimigtir. Noktaciklarin birbirleri ile birlesmemesi i¢in bu islem kisa
tutuldugunda ise, SPR sensor yuzeyinde kalan fotorezist malzeme, MUA
immobilizasyonunu engellemistir. 20 ym noktacik deseninde alinan sinyal 0,628° +
0,067°, ayni sekilde nispeten daha iyi temizlenebilen 50 ym deseninde ise alinan
sinyal 1,560° + 0,046° olmustur. Noktacik ¢api genislediginde; Au filmin fotorezist
ile kilenmesi azaldigindan ve noktacik desenler birbirleri ile birlesmeden elde
edilebildiginden, alinan sensdr cevabi daha yuksek degere ulasabilmistir. 100 um
noktacik deseninde alinan sinyal 2,709° + 0,055° olurken, 200 um ve 400 pm
noktacik deseninde, alinabilecek maksimum sinyal elde edilmis ve sirasiyla 3,089°
+ 0,063° ve 3,147° + 0,092° olarak bulunmustur. Bu nedenle mevcut imkanlar
dahilinde, noktacik desenli (veya hat desenli) ylzey ¢alismalarinda 200 ym desen

200 um aralik olan yuzeyler ile ¢alisiimasi uygun gorulmustar.
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3.6.Silikon (001) Yiizeyine Amino Sonlandiriimig, Kendiliginden Diizenlenen
Tek Tabakalarin Olusturulmasi ve Diizenlenmesi

Tezin bu kisminda, sensor uygulamalari acgisindan yuzey fonksiyonelliginin
saglanmasi amaciyla Silikon (Si 001) ylzeyine amino sonlandiriimis tek
tabakalarin olusturulmasi incelenmigtir.  Silikon yuzeyi Uzerinde yapilan
calismalarin, cam yuzeyine yaklasik olarak benzer performansta uygulanabilmesi
mumkun oldugundan (her iki taban malzemede gecerli olan silan kimyasi) bu tur
bir calisma cam substrat kullanilan sensér uygulamalarinda da

kullanilabilmektedir.

Kendiliginden dizenlenen tek tabakalar (self assembled monolayers, SAM),
yuzeye yuksek afinite gosteren kimyasal grup iceren molekillerin, yuzey ile
etkilestiriimesi ile hazirlanmaktadir. Tek tabakanin olusmasi igin gereken suricu
kuvvet, ilgili molekullerin yuzeye kimyasal olarak tutunmasi ve molekuller arasi
etkilesimi icermektedir. SAM’lerin morfoloji ve kalinliklari; molekdl tipi, derisimi,
¢Ozeltinin turu ve kalitesi, sicaklik, reaksiyon suresi ve yuzey ozellikleri gibi bazi
parametrelere baghdir. Tezin bu boélumunde Si (001) yuzeyinde N-(3-
trimetoksipropil) dietilentriamin (TPDA) molekdlla kullanilarak amino sonlandiriimis
SAM olusturulmasi amaclanmistir. SAM olusumunda etkin olan daldirma

(immobilizasyon) suresi, ¢ozelti derisimi ve tartnun etkisi incelenmistir.

3.6.1. Deneysel calisma

Bu asamada kullanilan taban malzeme Si (n-tip Shin-etsu, Hondoutai, Japonya), 5
mm x 5 mm’lik parcalar halinde kesilmistir. Su ve etanol ile yikanan substrat,
hacimce %25’lik NH3, %30’luk H2O, ve su karisiminda (hacimce 1:1:5 oraninda)

70 °C’ta 20 dakika suresince temizlenmistir.

Temizlenen substratlar etanol ile yikanmis ve azot ile kurutulmustur. Hidrokarbon
kalintilarini uzaklastirmak ve hidrofilik bir ylzey elde etmek amaciyla; temizlenen

yuzeyler, modifikasyondan hemen 6nce 15 dakika suresince UV-ozon temizleme
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cihazinda (Irvine, CA, Model 42, Jelight Co., ABD) temizlenmistir. Temizlenen
yuzeylerin temas acisinin 3°den dusuk oldugu belirlenmigtir. Bu dugik temas
acisi, temizlenmis yuzeydeki hidroksil gruplarinin bir dlgusudur (Demirel ve ark.,
2007).

Tek tabaka formasyonu olusturmak igin kullanilan TPDA c¢ozeltileri, farkli
derisimlerde mutlak etanol icerisinde taze olarak hazirlanmistir. Deneylerde
kullanilan TPDA derisimleri hacimce % 0,25; % 0,5, %1,0; %2,0; %4,0 ve %8,0’dir.
Silikon yongalar farkh derisimlerdeki TPDA ¢ozeltileri igerisine belirli zaman
araliklarinda daldinimistir. Otomatik temas agisi gonyometresi (model DSA 100,
Kriss, Almanya) kullanilarak 25 °C’ta hava ortaminda 6rnek ytzeylerinin durgun

temas acilari élgilmustir. Tum élgimlerde standart sapma * 1°°den kuguktar.

Yuzeyde organik madde birikimi nedeniyle olusan kalinlik elipsometre (Nanofilm
EP3, Almanya) kullanilarak 532 nm dalga boyunda 72° gelis agisinda olgulmugtur.
Tabaka kalinligr analizi sirasinda, 50 ym x 50 ym alanda dort bolgeye otomatik
sifirlama (four zone auto nulling) islemi uygulanmis, kalinlik cihazdaki modelleme
program ile belirlenmistir. Modelde dort tabaka yaklasimi yapiimis ve sirasiyla
silikon taban malzeme / SiO, / organik tabaka / hava tabakalari varsayilmistir.
Oldukga ince filmlerde kalinlik ile kirilma indisi orantili oldugundan, tek tabaka igin
kirfima indisi (%100 dolu) 1,4600 alindiginda, kalinlik verileri doluluk ile orantih
olur (Aspness, 1985). Modellemede kullanilan kirilma indisi degerleri sirasiyla
3,8650 Si substrat, 1,4605 SiO, tabakasi ve 1,4600 organik tabakadir.

3.6.2. Sonuglar ve tartisma

3.6.2.1. Daldirma siiresinin etkisi

Oncelikle TPDA molekillerinin  formasyonuna daldirma siresinin  etkisi
incelenmistir. Daldirma suresi, alkoksisilan molekullerinin yluzey formasyonunda
en onemli kriterlerden biridir (Tortech ve ark., 2005; Komeda ve ark., 1997).
Daldirma suresinin TPDA formasyonuna etkisi yuzeye, % 1 (v/v) TPDA (etanolde)
cOzeltisinde O saat — 24 saat araliginda TPDA immobilize edilmesi ile

belirlenmistir. Si (001) yuzeyinde TPDA baglanmasi ile kalinlik ve temas agisi
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degisimi Sekil 3.6.1°de verilmistir. Sekilde goruldugu gibi, ilk iki saatte film kalinligi
1,2 nm’ye ulagiimistir.
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Sekil 3.6.1- immobilizasyon siiresinin, yiizey kalinhgi ve temas acisi degerlerine

etkisi.

Teorik molekuler TPDA uzunlugu VASP (Vienna Ab inito Simulation Program) ile
hesaplandiginda 1,39 nm olarak bulunmustur. ilk iki saatte TPDA’nin yiizeyde tek
tabaka olusturdugu soylenebilir. Ancak, 2 saatten daha fazla daldirma siresi
kalinlikta 6nemli bir artisa neden olmustur. Bu artis ¢oklu tabaka olusumunun
gerceklestigini gostermektedir. Coklu tabaka olusumu, ki slUre¢ sonucu
gerceklesebilir. Birinci strecte, TPDA’nIn su ile reaksiyona girmesi sonucu TPDA
oligomerlerinin olugsmasi s6z konusudur. Ancak, iki boyutta polimerlesmenin
tamamlanmasi, zincir uzamasi nedeniyle yuzeyde olusan uzamsal kisitlamalar
sonucu tamamlanamamaktadir.  Oligomerler, substrat yuzeyine difize
olduklarinda; fiziksel etkilesim ile ylzeye tutunmaktadir. Daha sonra, yuzey
gruplari Uzerinden (su eliminasyon reaksiyonu ile) Si-O-Si bagi yoluyla kimyasal

olarak yuzeye baglanmaktadir. Oligomerlerin alkil zincirleri, enerjilerini minimize
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etmek icin yluzey Uzerinde van der Waals etkilesimleri yoluyla daha siki bir
formasyon olustururlar. Buradaki surucu gug¢ oligomerler arasindaki yatay
etkilesimdir (iki boyutlu kondenzasyon). iki boyutlu olusumda bosta kalan Si-OH
gruplar substrat ylzeyine baglanmayi saglanmaktadir. Bu gruplar birden fazla
TPDA molekilinin (oligomerik yapilarin) c¢oklu tabakalar halinde yuzeye
immobilize olmasina neden olmaktadir. Paralel olarak gergeklesen ikinci sureg,
TPDA molekullerindeki amino gruplarinin (NH2 ve NH) metoksisilan gruplari veya
hidrolize olmus metoksisilan uglari ile (Si-O-CHs, Si-OH) hidrojen veya iyonik bag
yapmasidir. Bdylece bos alanlara oligomerik yapilarin yerlesmesi veya mevcut tek
tabaka Uzerine ¢oklu tabakalar halinde TPDA molekullerinin birikmesi mumkuandur.
Bu birikim, silikon taban malzeme yuzeyinde ¢oklu tabakalarin olusumu igin 6nemli
bir alternatif reaksiyon mekanizmasidir (Hozumi ve ark., 2001; Sugimura ve ark.,
2002; Zhang ve ark., 2004). Ancak bahsi gecen proseslerden hangisinin ¢oklu
tabaka olusumunu gergeklestirdigi veya ne kadar etkin olduklari henuz

bilinmemektedir.

Su ile yapilan temas acilari deneyleri yuzey polaritesine baghdir ve hidrofilikligin
bir gostergesi olarak kullaniimaktadir. Temas acgisindaki dedisiklikler hem
yuzeydeki kimyasal bilesim degisikligi hem de ylzey dolulugu hakkinda bilgi
verebilmektedir (Kulkarni ve ark., 2005). Sekil 3.6.1’de temas acisi degisimleri de
gosterilmigtir. Temiz bir Si ylzeyi (hidroksillenmemig) genellikle 15°- 20° arasinda
bir temas acisi degerine sahiptir ve hidrofilik karakter gosterir. Hidroksillenmis
yuzey ise <3°’lik bir temas ac¢i degerine sahiptir. Sekil 3.6.1’de TPDA’nin hidrofobik
zincirleri  (oligomerik formdaki hidrofobik yapilar) nedeniyle temas agisi
degerlerinde bir artis gortulmektedir. Daha uzun sureli daldirma sonucu daha
yuksek temas acisi de@erleri elde edilmekle birlikte, 12 saatlik daldirma
sonucunda ylizeyin tamamen dolguniuga ulastiyi gérilmektedir. Ornegin, %1
(v/v) TPDA icin elde edilen temas acisi de@eri 1 saat icin 33° ve 3 saat igin 52°
iken, 24 saat sonra ulagilan yatiskin durum degeri 65°t+ 2,1°'dir. Bu deger, TPDA
molekulleri ile yuzeyin tam olarak kaplandigi durumdaki degerdir. Literaturde,
amino sonlandiriimig yuzeyler igin Olgllen temas acilari degeri 23° ila 68°

arasindadir (Demirel ve ark., 2007).

Sekil 3.6.2°’de hidroksillenmis Si (001) ylzeyine ve 2 saat ile 24 saat daldirma ile

TPDA immobilize edilmis iki ornegin 3 boyutlu elipsometrik goruntusu verilmigtir.
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TPDA immobilize edilmis yuzeyler (Sekil 3.6.2 (b) ve Sekil 3.6.2 (c)), yuzey
morfolojisi olarak hidroksillenmis bos silikon ylzeyden tamamen farklidir. Ylzeyde
tek tabaka olugsumunun duzgun olmadigi ve bazi bdlgelerde birikim bdlgeleri
olusurken bazi bolgelerin nispeten dusuk dolulukta oldugu gértulmektedir. Kalinhk
Olcumlerinde 50 ym x 50 pm’lik alanin ortalama kalinligi alindigindan 2 saat
icerisinde ¢oklu tabaka olusumu baslamis olsa dahi nispeten uniform bir tek
tabakanin olustugu gorulmektedir (Sekil 3.6.2 b). Daha uzun slrede
oligomerlesme ile birlikte nispeten dizgin ama ¢ok tabakali olusum belirlenmigtir
(Sekil 3.6.2 c).

Sekil 3.6.2 - 50 ym x 50 pym alanda elipsometrik 3 boyutlu gorunti a)
Hidroksillenmis silikon yluzeyi b) 2 saat sonra TPDA/Si (001) ylzeyi c) 24 saat
sonra TPDA/Si (001) ylzeyi.

3.6.2.2. TPDA derigsiminin etkisi

Farkli derisimlerde TPDA’nin etanoldeki ¢ozeltisi (% 0,25 viv ila % 8,0 v/v)
kullanillarak 2 saat slresince oda sicakliginda yapilan tabaka formasyonu

calismalarinda, derisimin hidroksillenmis silikon yuzeyinde TPDA formasyonuna
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etkisi incelenmistir. Sekil 3.6.3'te derisime bagli olarak temas acisi ve film
kalinhgindaki degisim gosterilmektedir. Sekil 3.6.3’te goruldugu gibi kalinhk ve
temas agisi deg@erleri gok az degismektedir. % 0,5 TPDA ¢odzeltisi ile elde edilen
kalinlik 1,24 nm iken % 2,0 ila % 8,0 TPDA kullanildiginda elde edilen kalinlik 1,64
nm — 1,71 nm araligindadir. Farkli TPDA derigimleri kullanildiginda 2 saat
icerisinde yuzeyin tek tabaka ile kaplandigi gorilmektedir.

Sekil 3.6.3’te ayrica temas acisi dedisimi de verilmigtir. Kalinlik degisimine oranla
nispeten daha fazla artis gosteren temas agisi degerleri % 0,5 (v/v) ve % 2,0 (v/v)
TPDA derisiminde, sirasiyla 33,2° ve 37,1° olarak bulunmustur. Daha ylksek
derisimlerde temas acisi fazla degismemis ve % 8,0 (v/v) TPDA igin 38°10,4°’ye
ulasmistir. Sekil 3.6.3’te goruldigu gibi, tek tabaka olusumu igin 2 saat surenin ve
% 2,0 (v/v) TPDA derigiminin yeterli oldugu gorulmektedir. Bu durumda elde edilen
temas agisi yaklasik 38° olmaktadir.
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Sekil 3.6.3 — TPDA derigiminin, yuzey kalinligi ve temas agisina etkisi.

3.6.2.3. Coziiclu turunun etkisi

Kendiliginden duzenlenme, monomerik molekullerin ¢ozeltide birbirlerini tanimasi

ve dimer ile mezoskopik boyutlar arasinda buyuklige sahip agregatlar olusturmasi
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surecidir. Molekullerin birbirini tanimasini saglayan kuvvetler genellikle ¢ozucu
tirine baghidir. Ornegin, hidrojen baglari ile bir arada tutulan bir tek tabaka, su
veya alkoller gibi hidrojen bagi yapan ¢ozuculerde kararli olamaz. Buna istinaden,
hidrofobik etkilesimlerin  SAM olusumunda slricu gu¢ oldugu SAM’lerde,
hidrofobik organik ¢dézuculerin kullaniimasi SAM olusumunu engeller (Martin ve
ark., 2005). Calismanin bu boliumunde, farkli ¢ozuculer (etanol, aseton,
tetrahidrofuran ve benzen) kullanilarak %1 (v/v) TPDA ¢ozeltileri hazirlanmis ve 2
saat sure ile hidroksillenmis silikon yuzeyinde etkilestiriimigtir. Bu islem sonucu

TPDA formasyonu incelenerek ¢dzlcu tipinin etkisi incelenmistir.

Cizelge 3.6.1’de ¢dzucu taru, temas agilari ve Olgllen kalinlik degerleri verilmistir.
Etanol, aseton, THF ve benzen’in ¢dzlucu olarak kullanildigi denemelerde TPDA
tabakasinin kalinligi1 sirasiyla 1,45 nm, 1,90 nm, 2,86 nm ve 14,70 nm olarak
belirlenmistir. Benzen hari¢ diger ¢ozlculer ile elde edilen kalinhk ve temas agisi
degerleri nispeten birbirine yakindir. Bu farklilik, bu ¢dzuculerin dielektrik sabitleri
ile iliskilendirilebilir. Cézuculeri dielektrik sabitleri etanol, aseton, THF ve benzen
icin sirasiyla 24,3; 20,7; 7,52 ve 2,28'dir.

Cizelge 3.6.1 — Farkli ¢dzlculerde hazirlanmis TPDA ile elde edilen ylzeylere ait

kalinlik ve temas agisi degerleri

Cozucd tipi Kalinlik (nm) Temas agisi (°, derece)
Etanol 1,45+0,02 37,410,6
Aseton 1,90+0,02 44,3+0,7
THF 2,86+0,01 41,2+0,9
Benzen 14,7010,02 57,7+0,4

Benzen ile ylksek kalinlik ve temas acisi degerlerine ulagilmasi su sekilde
aciklanabilir: dielektrik sabiti 4’ten buyuk olan (ilk Gg ¢ozicu) SAM olusturan TPDA
molekulinin hidrofilik u¢ grubunu ¢ézme egilimindedir ve hidroksillenmis silikon

yuzeyinde SAM olusumunu saglar (Nie ve ark., 2006). Diger taraftan, 4’ten daha
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kiguk dielektrik sabitine sahip ¢6zicli (hidrofobik) ters miseller veya yapilar
olusturarak hidrofilik TPDA ug¢ grup derisimini azaltarak SAM olusumunu engeller.
Benzenin duguk dielektrik sabitine (hidrofobiklige) sahip olmasi, bu yapilarin SAM
olusturmak yerine yluzeyde birikmesine neden olmaktadir. Bundan dolayi; TPDA
tabakasi daha buylk yapilar olusturarak yizeye baglanmaktadir. Sekil 3.6.4'te
verilen 3 boyutlu elipsometrik ylzey goéruntilerinde, THF (Sekil 3.6.4 a) ve
asetonda (Sekil 3.6.4 b) elde edilen ylzeylerin daha dizenli ve tek tabakall,
benzende elde edilen ylzeyin ise daha fazla agregat iceren (Sekil 3.6.4 c) yapida

oldugunu gdstermektedir.

Sekil 3.6.4 — 50 ym x 50 ym alana sahip ytzeyin 3D elipsometrik goértntisu a)
THF’te TPDA-Si (001) b) asetonda TPDA-Si (001) ve c) benzende TPDA-Si (001)
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3.7. I1gG’nin Hhidroksillenmigs Si (001) Yiizeyine Coklu Basamakh
Kendiliginden Duzenlenen Tabakalar Yaklagimi ile Protein A Kullanilarak
Yonlendirilmis immobilizasyonu

Antibadi esasli immunosensoarler, klinik tani, biyolojik arastirma ve gevre kontrolu
gibi birgcok alanda alternatif analiz yontemi olarak ilgi cekmektedir (Wang ve Jin,
2003). imminosensorler genellikle yiizeye immobilize edilen bir antibadi tabakasi
ve bir fizikokimyasal donusturticuden olusur. Ancak immobilize edilen antibadinin
fromasyonunun kontrolli daha duyarli analizlerin geligtiriimesi igin gereklidir. Analiz
duyarligi ve tekrarlanabilirligi, baglanacak antibadi igin uygun serbest yuzey
alanina baglidir. Bu nedenle, bir imminosensor tasariminda en 6nemli basamak,
antibadinin aktivitesini koruyarak dogru immobilizasyon yonteminin secilmesidir.
Kati ylzeyine immobilize edilen antibadi molekuller tabakasinin iyi bir sekilde
duzenlenmesi, immunosensor uygulamalari i¢cin hassasiyet ve duyarligi belirler
(Lee ve ark., 2003). immunoglobulin G (IgG)'nin yiizeye fiziksel ve kimyasal
immobilizasyonu ile ilgili ¢alismalar literatirde mevcuttur (Kanno ve ark, 2000;
Sigal ve ark., 1996). GUnumuzde, basit olmasina ragmen proteinlerin denatire
olmasi ve bu nedenle tekrarlanabilirligin ve duyarligin duguk olmasi nedeniyle,
proteinlerin  fiziksel olarak immobilizasyonu c¢ok kullaniimaz. Kimyasal
immobilizasyon yonteminde yluzey dolulugu ve tekrarlanabilirlik, ylzeye kovalent
olarak baglanmis proteinler nedeniyle daha yuksektir (Bae ve ark, 2005). Ancak,
immunosensorlerin - hassasiyetinin  artirlilmasi  halen mevcut bir sorundur.
immiinoglobiilin molekilii Y seklinde bir molekiildiir. Spesifik antijene baglanmayi
saglayan iki adet Fab bdlgesinden ve antibadi etkinlestirme fonksiyonu saglayan
bir Fc bdlgesinden olugsmaktadir (Bae ve ark., 2005). IgG molekulleri dizensiz bir
sekilde yuzeye immobilize edildiginde, Fab bdlgesinin acikta kalmamasi ve
bdylece antibadi-antijen etkilesiminin engellenmesi s6z konusu olur. Ayrica 1gG
molekullerinin rastgele dizilimi biyolojik aktivite kaybina neden olur (Lu ve ark.,
1996). Bu nedenle immunosensor hazirlanirken 1gG’nin Fab bdlgeleri ylzeyden
disari dogru bakacak ve antibadi-antijen etkilesimini kolaylastiracak sekilde
yonlendirilerek immobilize edilmelidir. Antibadi yuzeyinin oldukga duzenli bir
sekilde immobilize edilebilmesi icin protein A molekllleri Uzerine immobilize

edilmesi uygundur. IgG molekullerinin protein A Uzerine Fc bdlgesi Uzerinden
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baglandigi ve bu sayede Fab bdlgelerinin agikta kaldigi bilinmektedir. Bu nedenle
protein A ile yoOnlendirilen IgG uygulamalarinda imuno-reaksiyon daha etkin

olmakta ve algilama sisteminin performansi artmaktadir (Demirel ve ark., 2007).

Calismanin bu kisminda, 3-glisidoksipropil trimetoksisilan (GPTS) tabakasina 2-2’-
(etilendioksi)dietilamin (EDA) yoluyla baglanan protein A’dan olusan ve taban
malzemesi Si(001) olan yuzeye IgG’nin ydnlendiriimis olarak immobilizasyonu

incelenmisgtir.

3.7.1. Deneysel galisma

Calismanin bu basamaginda kullanilan Si (001) yuzeyler (n-tip, Shin-etsu,
Handaoutui, Japonya) modifikasyondan 6nce Bolim 3.2.2.1°de belirtildigi sekilde

temizlenmistir.

Tek tabaka olusumu icin, mutlak etil alkol icerisinde % 0,5 (v/v) ila % 1,0 (v/v)
derisimlerinde hazirlanan 3-glisidoksipropil trimetoksisilan (GPTS) kullaniimistir.
GPTS tabakasinin olusmasi icin belirli derisimdeki GPTS c¢ozeltisi igerisine Si

(001) yuzeyin belirli strelerde daldirilmasi ile daldirma suresi optimize edilmistir.

GPTS modifiye edilmis Si (001) ylzeyindeki epoksi ug¢ gruplarinin amino
gruplarina dénusturiimesi igin, hazirlanan yuzeyler etanol icerisinde % 1,0 (v/v), %
2,0 (viv) ve % 4,0 (v/v)'luk 2’-2(etilendioksi)dietil amin (EDA) igerisinde 1 saat — 24
saat suresince etkilestiriimistir. Bu igslemin ardindan amino ug¢ grubuna sahip
yuzeyler ¢ozeltiden alinmig, etanol ile yikanmis, etanolde 10 dakika suresince
ultrasonik banyoda temizlenmis ve azot ile kurutulmustur. Ardindan, 1 mg protein
A, 10 mL pH 7,5 fosfat tamponu ve 0,1 mg 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid (EDC) igeren ¢ozeltide +4 °C’ta 24 saat bekletilerek protein A

immobilizasyonu gergeklestiriimistir.

Protein A immobilize edilen ylzeyler bir ka¢ kez deiyonize su ile yikandiktan sonra
azot ile kurutulmustur. Ardindan, protein A immobilize edilen yuzeye floresanli IgG
immobilize edilmistir. Floresanh 1gG immobilizasyon kosgullari, 1 mL floresan
etiketli 1gG, 10 mL pH 7,5 fosfat tamponu igerisinde +4 °C'ta 24 saat
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immobilizasyon suresi olarak belirlenmis ve immobilizasyon iglemi bu kosullarda

ve karanlik bir ortamda gergeklestirilmistir.

Yuzeylerin temas agilari Bolum 3.6.1°de belirtilen cihaz ve yontemle belirlenmistir.
Yuzeydeki organik tabakalarin kalinhdi ise Bolum 3.6.1'de belirtildigi sekilde
Olciimus ve kalinhklarin belirlenmesi sirasinda kurulan modelde, ayni bdlimde

belirtilen tabakalar ve algoritma kullaniimistir.

Floresan mikroskobu dlgimleri, civa lambali floresan sistemi ile (Nikon, Eclipse

E600, Japonya) gerceklestiriimis ve floresan etiketli IgG’ler gérintilenmistir.

3.7.2. Sonuglar

3.7.2.1. GPTS tek tabakasi olugsumuna daldirma suresinin etkisi

Daldirma suresinin GPTS tek tabakasinin olusumuna etkisi, Si (001) substratin
hacimce % 4,0’'luk GPTS (etanol igerisinde) etkilestiriimesi (0,5 saat — 24 saat; oda
sicakliyl) sonucu belirlenmistir. Onceki galismalarda, hidroksillenmig Si (001)
yuzeyine alkoksisilan immobilizasyonunda en uygun ¢6zucunin etanol oldugu
belirlenmistir (Demirel ve ark., 2007; bkz. Bélim 3.6). GPTS ile yapilan ¢alismada
da ¢dzlcu olarak etanol kullaniimigtir. Sekil 3.7.1’de GPTS immobilize edilmis Si
(001) ylzeyin daldirma suresi ile degisen kalinlik ve temas acgisi degerleri
gosterilmigtir. Bos hidroksillenmis Si (001) yuzeyin kalinhdinin 2,24 nm oldugu
goOrulmektedir. Hidroksillenmis ylzeyin oksitlenmeye ve organik bilesik biriktirmeye
egilimli olmasi, bu yuksek degerin yuzey puruzluligunden kaynaklandigini
dusundurmustir. Ancak, burada Olgulen kalinliklar optik kalinliklar olup “etkin
kalinlik” degerini vermektedir ve mutlak kalinhk degildir. Birinci saat sonunda
GPTS kalinhigr 3,72 nm olarak bulunmustur. Burada elde edilen kalinlik farki
(yaklasik 1,5 nm) tek tabaka kalinhigina denk bir kalinhktir. VASP (Viena Ab initio
Simulation Pack) kullanilarak hesaplanan teorik GPTS molekll uzunlugu yaklasik
1 nm’dir. Daha uzun immobilizasyon surelerinde elde edilen kalinlik 24 saat icin
yaklasik 5 nm’yi bulmustur (fark olarak yaklasik 2,5 nm). Yeniden dizenlenme ile

birlikte bazi aglomeratlarin ylzeye birikmesi ile nispeten c¢oklu tabakalarin
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olugsmasi sonucu bu yaklasik 2,5 nm’lik kalinlik degeri elde edilmistir. Bu deneyin
ardindan Si yuzeyinde GPTS tek tabakasinin olusturulmasi igin 1 saatlik
immobilizasyn suresinin yeterli olduguna karar verilmigtir. 1 saat suresinde elde
edilen kalinlik degerinin 50 ym x 50 pm’lik bir alanin ortalamasi oldugu ve bazi
aglomerasyonlar ile birlikte bazi nispeten bog bodlgelerin de bulunabilecegi
unutulmamahdir. Ancak tek tabakadan bahsederken, ylzey dolulugunun sonraki

basamaklardaki modifikasyonlar igin uygun olduguna karar verilmistir.
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Sekil 3.7.1 — Daldirma suresi ile yuzeydeki GPTS kalinliginin ve temas agisinin

degdisimi (GPTS derigsimi hacimce % 1,0)

Yuzey temas acgisindaki degisim hem ylzeyin kimyasal bilesimini, hem de yuzey
doluluk miktarini goésterdigi bilinmektedir. GPTS molekdlleri hidroksillenmis Si
yuzeyini daha hidrofobik hale getiriimekte ve 1 saat daldirma suresinin ardindan
32°’lik bir temas agisi degeri elde edilmektedir. Yukarida belirtilen kalinlik verisi de
dikkate alindiginda daha uzun sdreli daldirma iglemi temas acisi degerlerini
oldukca degistirmemekle birlikte 24 saat icerisinde daha siki bir tek tabaka

olusumuna isaret eden 46°’lik temas acisi degerine ulasiimaktadir.
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3.7.2.2. GPTS derigsiminin GPTS formasyonuna etkisi

Kullanilan GPTS c¢ozeltisi derisiminin hidroksillenmis silikon substrat Gzerinde
olusan GPTS tabakasinin kalinllk ve temas acisi degerlerine etkisi, 1 saat
etkilesim suresi sabit tutularak % 0,5 (v/v) GPTS ila % 10,0 (v/v) GPTS derisimi
(etanolde) araliginda incelenmigtir. Sekil 3.7.2'de goruldugu gibi, olugsan GPTS
tabakasinin kalinhgi, bu genis derisim araliginda 3,47 nm ila 4,16 nm arasinda
degismis ve hafif bir artis gostermistir. Onceki bélimde belirtildigi gibi, ylksek
GPTS derisimlerinde 1 saat icerisinde, muhtemelen siki istiflenmis ve ylzeyin
tamamini kaplayan bir tek tabaka elde edilmistir. Sekil 3.7.2°de ayrica, GPTS
baglanmasi ile birlikte ylizey temas agisinin degisimi de gosterilmistir. Bu degisim
verileri, kalinhk degdisimi ile uyumlu sonuglar vermistir. Elde edilen en ylksek

temas acgisi 44° cikmistir, bu deger tek tabaka ylzey olusumuna karsilik gelir.
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Sekil 3.7.2 - GPTS derisiminin, ylizeyde olusan GPTS tabakasi kalinhdi ve temas
acisi degerlerine etkisi (daldirma suresi 1 saat).

3.7.2.3 EDA’nin modifiye Si (001) yluzeyine baglanmasi

Amino ug¢ gruplarina sahip kendiliginden duizenlenen tek tabakalar (SAM),
immunosensorler, biyogipler vb. gibi nanobiyoteknoloji uygulamalarinda
fonksiyonel yuzeyler olusturmak icin kullanihr (Wang ve ark., 2005; Li ve ark.,
2007; Zhang ve ark., 2004; Yang ve ark., 2006). Calismalarda, amin
sonlandiriimis yuzey elde etmek igin tek tabaka olusumunda optimum degerler
olan % 4 (v/v) GPTS'’in etanoldeki ¢obzeltisi, oda sicakliginda 1 saat slre ile
immobilize edilmis ve bilinen bir diamin olan 2-2’(etilendioksi) dietilenamin (EDA)
ile reaksiyona tabi tutulmustur. EDA molekullerinin yizeyde tek tabaka halindeki
GPTS’in acikta olan epoksi gruplari ile kovalent bag yapmasi sonucu, diger amino
sonlanmis ug¢ c¢ozelti tarafinda kalarak amin sonlu vylzey elde edilmesi
amaglanmistir. EDA molekulleri nispeten esnek molekuller olup, protein A
immobilizasyonu i¢in uygun uzatma kolu (spacer arm) iglevini de gorur. EDA ile
islem, hacimce %2 (v/v)lik etanoldeki EDA ¢dzeltisinde, oda sicakliginda 1 saat, 3
saat ve 24 saat slre ile bekletilerek gerceklestiriimistir. Sekil 3.7.3’te goruldugu
gibi, yuzeyde biriken EDA kalinligi reaksiyon suresine baglidir ve 1 saat, 3 saat ve
24 saat icin ortalama kalinlik degerleri sirasiyla 4,54 nm, 13,16 nm ve 19,77 nm
olarak bulunmustur. Kalinhktaki reaksiyon suresine badli artis su sekilde
aciklanabilir: EDA molekdillerinin bir yénindeki amino gruplari ytzeydeki GPTS
molekullerinin epoksi gruplari ile hizl bir reaksiyon verir. Ancak, ¢ozeltideki EDA
molekulleri, yuzeydeki veya cozeltideki diger EDA molekulleri ile hidrojen bagdi
veya iyonik bag olusturarak, gerek yuzeyde birikme, gerekse kendi aralarinda
agregat olusturma egilimindedir. Hem EDA molekullerinin hem de agregatlarin
yuzeye tutunmalari, ylzeyde birikime neden olmaktadir. Bunun sonucunda,

yuzeyin ortalama kalinh@ artmaktadir.
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Sekil 3.7.3- EDA-GPTS tabaka kalinligina EDA ile reaksiyon suresinin etkisi. EDA

derisimi hacimce %2.

EDA derisiminin EDA st tabakasi kalinhdina etkisi de, hacimce % 1,0; % 2,0 ve
% 4,0'luk EDA ¢odzeltisi (mutlak etanol igerisinde) kullanilarak, oda sicakliginda 3
saat etkilestirme suresinde incelenmistir. Bu iglemler sirasinda Ust tabakanin
kalinhgr onemli bir miktarda degismemis ve 12,2 nm £ 1,3 nm olarak ol¢gUimustur.
Sekil 3.7.4’te EDA ile islem gormemis GPTS tabakasi (GPTS-Si (001)), 3 saat
sure ile EDA baglanmis GPTS tabakasi (EDA/3h-GPTS-Si(001)) ve 24 saat sure
ile EDA baglanmis GPTS tabakasinin (EDA/24h-GPTS-Si(001)) yuzeylerinin 2
boyutlu elipsometrik goruntuleri gosterilmigtir. Sekil 3.7.4°te gosterildigi gibi, bu
yuzeylerin yuzey morfolojileri nispeten farklidir. GPTS-Si(001) ylzeylerinin EDA
¢cozeltisi ile islem goérmesi sonucu EDA formasyonu yaklasik tek tabaka seklinde
gerceklesmektedir (Sekil 3.7.4 b- dizenli ylzey). Sekilde gorilen dairesel yapilar
EDA agregatlari olup, 24 saat sonunda bu agregatlarin agiri derecede arttigi
gorulmektedir (Sekil 3.7.4 c).
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Sekil 3.7.4 - Cesitli yuzeylerin iki boyutlu elipsometrik goruntuleri a) GPTS-Si
(001), EDA baglanmamis yuzey b) EDA/3h-GPTS-Si(001) ve c¢) EDA/24h-GPTS-
Si(001)

Sekil 3.7.5'te, Sekil 3.7.4’te 2 boyutlu elipsometrik goruntuleri alinan yuzeylerin
AFM goruntuleri gosterilmistir. GPTS-Si (001) ylzeyi nispeten homojenken, EDA
ile reaksiyon sonucu yluzey morfolojisi dedismistir ve 2 boyutlu elipsometrik
goruntulerde gorulen dairesel yapilar AFM goruntusinde daha agik bir sekilde
gorulmektedir. YUuzeylerin root-mean-square (RMS) degerleri GPTS-Si (001),
EDA/3h-GPTS-Si(001) ve EDA/24h-GPTS-Si(001) yuzeyleri i¢in sirasiyla 0,303

nm; 0,629 nm ve 0,962 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7.5 - Ug farkli ylizeye ait AFM goéruntlleri, a) GPTS-Si (001), EDA
baglanmamis ytizey b) EDA/3h-GPTS-Si(001) ve c) EDA/24h-GPTS-Si(001).

3.7.2.4 Protein A ve yonlendirilmis IgG immobilizasyonu

immiinoafinite sistemlerinde, biyoafinite ile ayirma veya tani amaciyla kullanilacak
yuzeye, biyoligandin (genellikle bir antibadi) immobilizasyonu en o6nemli
basamaktir. Calismanin bu bdéliminde, IgG moleklllerinin Fc fragmenti ile
etkilesime girerek Fab fragmentinin agikta birakilmasini saglayan ve bu sayede,
komplementer molekul ile uygun bir etkilesim saglayan protein A molekilleri
kullanilmig ve yonlendiriimis 1gG immobilizasyonu incelenmistir (Bae ve ark.,
2005).
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ik olarak, bir énceki basamakta hazirlanan EDA/3h-GPTS-Si(001) ve EDA/24h-
GPTS-Si(001) yuzeyleri, pH 7,5'teki fosfat tamponunda, aktiflestirici olarak ise
yuzey amin gruplari ile protein A molekulleri arasinda tepkimeyi saglayacak EDC
aktiflestirmesi yoluyla 4 °C’ta 24 saat sure ile muamele edilmistir. Kovalent olarak
baglanmamis (fiziksel olarak adsorplanmis) protein A molekilleri birkag kez su ile
yikanarak uzaklastirimis ve vyuzeyler azot altinda kurutulmustur. Kurutulan
ornekler, fosfat tamponunda (pH 7,5) floresan etiketli IgG igerisinde 4 °C’ta 24 saat
bekletilmistir. Spesifik baglanmayan IgG molekulleri bir ka¢ kez deiyonize su ile
yikanarak yuzeyden uzaklastiriimistir. Sekil 3.7.6’da, c¢alismanin bu béliminde

amagclanan yuzey yapisi sematik olarak gosterilmigtir.
’
2= | || 1.,
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Sekil 3.7.6- Coklu tabaka olusumunun sematik gosterimi
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Sekil 3.7.7 (a) — Sekil 3.7.7 (d)'de floresan mikroskobu ile alinan floresanh IgG
goruntuleri gosterilmigtir. Beklenildigi gibi, birka¢ yikamaya ragmen EDA/3h-
GPTS-Si(001) ve EDA/24h-GPTS-Si(001) yuzeylerinde kovalent olarak baglanmis,
protein A mevcut olmayan yluzeyde birikmis molekullere ait gok az sayida floresan
sinyali alinmistir. Ancak, uzun sure EDA ile muamele edildikten sonra (24 saat,
Sekil 3.7.7 d) protein A immobilize edilmis ve ardindan floresanli IgG ile
etkilegtirilmis yuzeyde daha yuksek floresan sinyali alinmistir. Dikkat edilirse,
floresan sinyali alinan alanlar, nokta seklinde dairesel yapilardir. Bu yapilar, Sekil

3.7.4 ve Sekil 3.7.5’te elde edilen goruntulerle benzerlik gostermektedir.

Sekil 3.7.7- 4 ylzeye ait floresan mikroskobu goruntuleri a) IgG-EDA/3h-GPTS-
Si(001) b) IgG-EDA/24h-GPTS-Si(001) c) IgG-protein A-EDA/3h-GPTS-Si(001) d)
IgG-protein A-EDA/24h-GPTS-Si(001) yuzeyleri
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EDA agregatlari olarak tahmin edilen bu birikim bolgelerinde, daha yuksek
miktarda protein A immobilize edilmis ve bu nedenle ydnlenmis IgG’nin bu
bolgelerde yogunlagsmis oldugu dusunulmastir. Karanlk olan kisimlarda,
immobilize edilen IgG’nin nispeten dusuk miktarda olmasi, yeterli floresan sinyali
alinmamasina neden olmus olabilir. Floresan mikroskobu ile yapilan bu
gosterimde, protein A sonlandiriimis yuzeye IgG molekullerinin Fc bolgesinden

baglandigi ve Fab uglarinin (floresanl) agikta kaldigi gosterilmistir.
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3.8. Elipsometre esasli DNA biyosensori

Duguk maliyetli DNA esasli sensor cihazlarinin gelistiriimesi ve Uretimi halen
uzerinde g¢aligilan bir konudur (Cheung ve ark., 2003; Wang, 2000). DNA esasl
analitik cihazlarin performansini artirmak icin, DNA yluzey etkilesimlerinin tam
olarak anlasilmasi gerekir. Taban malzemenin yuzey O&zellikleri, DNA prob
molekullerinin immobilizasyonuna 6énemli derecede etki eder (Herne ve Tarlov,
1997). DNA immobilizasyonu igin silikon yonga veya cam substrat, genellikle
amino- epoksi- veya merkaptosilanlar gibi, DNA'nin serbest amino, epoksi veya
tiyol gruplari Gzerinden kovalent olarak baglanmasi igin, bir bagka kimyasal tabaka
ile kaplanir. Bu nedenle DNA’'nin kaplama vyuzeyi ile etkilesiminin yaninda,
kaplama yuzeyinde kullanilan kimyasalin taban malzeme ile etkilesimi de
onemlidir. Silikon yuzeyi Uzerine DNA immobilizasyonu ile ilgili ¢alismalarda
(Herne ve Tarlov, 1997; Cheung ve ark., 2003; Lenigk ve ark., 2001), kaplama
yuzeyinin taban malzeme ile etkilesi detayl olarak arastiriimistir. Calismanin bu
bolimunde, 3-merkaptopropil trimetoksisilan (MPTS) ve 5'-tiyollenmis
oligodeoksinukleotid (ODN) prob, Si(001) ylzeyine immobilize edilmis ve bu

yuzeyin DNA tanisinda kullanimi incelenmisgtir.

3.8.1. Deneysel gcalisma

Deneyde kullanilan tum kimyasallar Sigma-Aldrich (ABD)'den temin edilmistir.
Calismada kullanilan silikon yuzey, Si (001) (n-tip, Shun-etsu, Hondoutai,
Japonya) sonraki modifikasyonlar icin 5 mm x 5 mm’lik pargalar halinde kesilmigtir.
Hidroksillenmis yuzey hazirhgi ile temizligi Bolum 3.6.1’de gosterildigi sekilde
yapilmistir. Yuzey temas agisi (su ile) Bolum 3.6.1°de belirtilen cihaz ve yontemle

yapilmistir.

Hidroksillenmis silikon yuzeyin hazirlanmasinin ardindan, mutlak etanol igerisinde
farkh derisimlerde 3-merkaptopropil trimetoksisilan (MPTS) ¢ozeltisi hazirlanmistir

(hacimce %0,5 ila %10,0). Hazirlanan bu ylzeyler farkli surelerde (0 saat — 24
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saat) MPTS c¢ozeltisi icerisinde immobilizasyona tabi tutulmustur. Tiyol
sonlandiriimis substratlar immobilizasyonun ardindan, deiyonize su ile yikanmig
ve 10 dakika suresince etanol igerisinde ultrasonik banyoda temizlenmigtir.
Orneklerin tabaka olusumundan sonraki ylizey temas agcilari Bélim 3.6.1'de
belirtilen cihaz ve yontemle analiz edilmigtir. YUzey kalinliklari ise elipsometre

kullanilarak, Bolum 3.6.1°de belirtilen cihaz ve yontemler ile belirlenmigtir.

5'tiyol modifiye oligoniikleotidlerin (HS-(CHz)e-(T)15-CAC CCT CGG GTG CTG TC)
silikon yuzeye immobilizasyonu tiyol/disulfit degisim reaksiyonu yoluyla MPTS
tabakasi Uzerine gercgeklestiriimigtir. ODN problar, pH 7,4'te hazirlanan fosfat
tamponu kullanilarak 0,25 uM ila 2,0 uM araliginda derisime sahip olacak sekilde
seyreltilmistir. Immobilizasyon islemi 0 dakika ila 120 dakika siiresince
gerceklestiriimis, immobilizasyonun ardindan yluzeyler tampon c¢ozelti ile

yikandiktan sonra azot ile kurutulmustur.

Proba 6zgu hedef sirasini iceren (GTG GGA GCC CAC GAC AG) hedef ON, 0,05
MM ila 2,0 uM derisim araliginda olacak sekilde fosfat tamponu igerisinde (pH 7,4)
¢ozllmesi ile elde edilen hibridizasyon ¢o6zeltisinin, 25 °C’ta, akis hlicresine sahip
elipsometreye 5 plL/dakika hizla enjekte edilmesi ve bu esnada reaksiyonun es
zamanli olarak goézlemlenmesi ile hibridizasyon calismalari gerceklestiriimigstir.
Baglanma sirasinda degisen sinyal, A (derece) cinsinden verilmistir. Ayni
uzunluga sahip ancak tam esdeger siralamaya sahip olmayan bir ON hedef (GTC
TTA ACG TCA CCT TC) kullanilarak yukarida belirtildigi sekilde bir kontrol deneyi
gerceklestirilmigstir.

3.8.2. Sonuglar

3.8.2.1 Silikon yuizeyine MPTS immobilizasyonu

Sekil 3.8.1°de farkh daldirma suresine bagl olarak MPTS kalinhigi ve yulzeyin
temas acisindaki degisim verilmigtir. Hidroksillenmisg silikon ylzeyinin kalinligi 2,24
nm olarak bulunmustur. Bu ylksek deger i1slak ylzey temizligi sirasinda olusan

yuzey puruzlulGgundan bir sonucudur. Ayrica; elipsometrik dlgcimler atmosfere acgik

110



olarak yapildigindan, oOlgcumler sirasinda hidroksillenmig yuzeyin hemen
oksitlenmesi ve Kkirlilik birikimi de mumkundudr. Bu nedenle, Sekil 3.8.1°de ve daha
sonra kalinhk degerleri, daha agik ifade edilebilmesi icin normalize edilerek
sunulmustur. Normalizasyon sirasinda, modifikasyon igsleminden o6nce Oolgulen
yuzey kalinhgi, islem sonrasinda elde edilen yuzey kalinhgl degerlerinden
cikarilmistir. 1 saat sonra elde edilen yuzey kalinligi 0,73 nm’dir ve yaklasik tek
tabaka kalinligina denk gelmektedir. MPTS’nin literaturde verilen teorik molekul
uzunlugu 0,6 nm — 0,7 nm civarindadir (Piwonski ve ark., 2005). Daha uzun
inkiibasyon suresi sonunda kalinlik 4,5 nm’ye kadar artmistir. Bu artis aglomere
olmus molekiller nedeniyle olusabilir. Bu c¢alismalarin ardindan, MPTS tek
tabakasi olusumu igin 1 saat surenin yeterli oldugu belirlenmis ve diger deneylerde
bu daldirma suresi kullaniimigtir. Sekil 3.8.1°de ayrica, % 1 (v/v) MPTS immobilize
edilen yuzeyin temas acisi degerinin zamanin fonksiyonu olarak degisimi
gOsterilmistir. Hidroksillenmis silikon ylzeyinin temas acisi 3° civarindadir. Temas

acisi degeri hizla artip bir platoya ulagmistir.
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Sekil 3.8.1- MPTS tabaka kalinhigi ve yuzey temas acisi degerlerinin %1’lik (v/v)

MPTS immobilizasyonu sirasinda zamanla degisimi
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Temas agcisi, bir saat sonrasinda 59,4°; altinci saatte 70,1° ve yirmi dérdincu
saatte 84,3° olarak belirlenmigtir. 59,4°’lik temas acisi degerinin, daha duzenli ve
tiyol ug gruplari yukari bakan bir tabakayi gosterdigi; 84,3° gibi yuksek bir degerin
ise yuzeyde agrege olmus MPTS molekullerini gdstermekte oldugu soylenebilir
(Hu ve ark., 2001).

Sekil 3.8.2°de sirasiyla 10 dakika, 1 saat ve 24 saat sure ile MPTS immobilize
edilmis yuzeylerin 2 boyutlu elipsometrik gértntuleri verilmistir. Sekilden goriuldigu
gibi, her u¢ yuzeyin morfolojileri oldukga farkhdir ve gorulen dairesel yapilar MPTS
agregatlari nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Cok kisa surede bile (10 dakika) agregat
olusumunun basladigi gortlmektedir. Agreatlarin sayisi 1 ve 24 saatlik MPTS

immobilizasyonunu goésteren Sekil 3.8.2 (b) ve Sekil 3.8.2 (c)’de artmistir.

50 ym
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Sekil 3.8.2 — Ylzeylere ait 2 boyutlu elipsometrik goruntiler a) MPTS/Si(001)
yuzeyi 10 dakika sonra b) MPTS/Si(001) yuzeyi 1 saat sonra c) MPTS/Si(001)

yuzeyi 24 saat sonra.

Hazirlanan yuzeylerin film kalitesi AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ile
incelenmigtir. Jekil 3.8.3’te, Sekil 3.8.2’de belirtilen yuzeylerin AFM goruntuleri
gOsterilmistir. Bos Si (001) yuzeyi nispeten homojendir (Sekil 3.8.3 a), ancak 10
dakika MPTS immobilizasyonu sonucu yuzey morfolojisi degismeye baslamistir.
Cogunlukla homojen olan yuzeyde daha genis alanda bazi agregasyonlarin
olusmaya basladigi gorilmastir. immobilizasyonun 1. saati sonunda yiizeyin
nispeten dolu oldugu ve tek tabaka olusumunun gergeklestigi gérilmektedir. Daha
uzun immobilizasyon suresinde (24 h) ise adacik benzeri yapilarin oldugu
gorulmektedir. Yuzey puruzlGlugunun RMS degerleri MPTS/Si(001) yuzeyi 10
dakika sonra, MPTS(1h)/Si(001) yuzeyi 1 saat sonra ve MPTS(24h)/Si(001) yluzeyi

24 saat sonra icin sirasi ile 0,427 nm; 0,829 nm ve 1,962 nm olarak bulunmustur.

(c)

Sekil 3.8.3 - Yuzeylere ait AFM goéruntuleri a) MPTS/Si(001) yuzeyi 10 dakika
sonra b) MPTS(1h)/Si(001) ylzeyi 1 saat sonra ve ¢) MPTS(24h)/Si(001) yluzeyi

24 saat sonra

113



MPTS immobilizasyonunda derisimin kalinhk ve temas acisi cinsinden ylzey
morfolojisine etkisi hacimce % 0,25 ile % 8,0 MPTS (mutlak etanolde) ¢ozeltisiyle
yuzeyin oda sicakliginda, 1 saat etkilestiriimesi ile incelenmistir. Sekil 3.8.4'te
goruldugu gibi kalinlik, ¢cozelti derisiminin artmasi ile artmaktadir. % 0,25 MPTS
(hacimce) ile elde edilen kalinlik 0,43 nm iken % 1,0 (v/v) ila % 8,0 (v/v) APTS
derisimlerinde 0,73 nm — 2,61 nm deg@erine ulagsmaktadir. Temas agllari degeri de
derisime bagli olarak hizla degismektedir. % 0,25 (v/v) ve %1,0 (v/v) MPTS
derisimlerinde temas acisi degerleri sirasiyla 42,7° ve 59,4° ve daha ylksek
derisimlerde (% 8,0 MPTS igin) 67,4°ye ulasmistir. Bu calismada % 1,0 (v/v)
MPTS derisiminin 1 saat igerisinde yeterli bir tek tabaka olusumu sagladigina
karar verilmistir ve bu asamada yuzey temas acisi degeri 59,4° olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.8.4- MPTS derisiminin, MPTS immobilizasyonu ile kalinlik ve ylzey temas

acisi degerlerine etkisi (immobilizasyon suresi 1 saat).

Bu calismalara ek olarak, ¢ozucu tipinin MPTS film kalitesi ve film formasyonuna

etkisi de incelenmistir. Molekullerin birbirleri ile etkilegip ylUzeye immobilize
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olmasini saglayan molekuller arasi kuvvetler genelde ¢ozucu tipine baghdir.
Ornegin, kendiliginden diizenlenme, hidrojen baglari ile destekleniyorsa bu yapi,
hidrojen bag olusturan su ve alkoller gibi ¢dzuculerde kararli olmaz (Martin ve ark.,
2005). Calismanin bu bdlimuinde MPTS tabakasi olusumuna yedi ayri ¢éziclnin
etkisi incelenmigtir: etanol, metanol, aseton, toluen, THF, benzen ve 2-propanol.
Bu calisma sirasinda derigimler hacimce %1 ve immobilizasyon suresi 1 saat
olarak sabitlenmistir. Cizelge 3.8.1'de bu ¢ozuculer ile elde edilen yuzey kalinliklari
verilmistir. Metanol ile en dusuk (0,62 nm), benzen ile en yuksek (8,36 nm) yuzey
kalinhgi elde edilmistir. Metanol, kullanilan ¢oztculerin igersinde en yuksek (33) ve

benzen en dusik (2,3) dielektrik sabitine sahiptir.

Cizelge 3.8.1 — MPTS tabakasinin farkh ¢6zicu tiplerinde Si(001) ylzeyinde elde

edilen kalinhigi

CGozucu tipi Kalinlik (nm) Dielektrik sabiti
Etanol 0,7410,21 24

Metanol 0,62+0,43 33

Aseton 1,27+0,37 21

Toluen 6,83+0,63 2,4

THF 5,1410,74 7,5

Benzen 8,36+0,98 2,3

2-propanol 2,18+0,24 18

Hidrofilik ¢dzlicu ile MPTS’nin hidrofilik u¢ grubu ¢6zinldp, uygun etkilesimle
tabaka formasyonu saglamaktadir. Yuksek hidrofobiteye sahip benzen, ¢ozinmeyi
azaltarak MPTS’nin misel formasyonunda birlesmesini ve yuzeye baglanacak
MPTS ug¢ grup derisimini azaltarak SAM olusumunu 6nledigi disunulmustir. Bu
nedenle dizenli bir tek tabaka olusturmak yerine, hidrofobik ¢oézici MPTS
agregatlarinin olusmasina ve bu yapilarin yuzeye birikmesine ve adsorplanmasina

neden olmaktadir.
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3.8.2.2. Modifiye edilmis yuzeylere ODN immobilizasyonu ve hibridizasyon

DNA biyosensorleri ve mikro-dizileri (microarrays) hazirlanirken en &6nemli
basamak oligonukleotid prob molekdllerinin (ODN) ylzeye immobilize edilmesidir.
Bu immobilizasyon, hibridizasyon verimine ve dolayisiyla algilama sinyali siddetine
etki eder. Calismanin bu boélimunde tiyol sonlanmig ODN prob, MPTS tek
tabakasina disulfit bagi olusumu yolu ile baglanmigtir (Sekil 3.8.5).

: $
.

Sekil 3.8.5 - ODN-MPTS-Si(001) ylzeyinin sematik gosterimi
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ODN immobilizasyonuna, immobilizasyon suresinin etkisini gézlemek igin 0 ila 120
dakika arasinda immobilizasyon siiresi denenmistir. immobilizasyon ¢ézeltisinde
ODN derigimi 1uM (pH 7,4 fosfat tamponu) ve immobilizasyon sicakhgi 25 °C'tur.
Sekil 3.8.6’da goruldugu gibi MPTS modifiye edilmis yuzeydeki ODN tabakasinin
kalinhgi ilk 10 dakikada 0,31 nm’ye; altmisinci dakikada 2,5 nm’ye ulasmis ve bu
sureden sonra degismemigstir. Dik olarak ve siki istiflenmis bir ODN tabakasinin
kaliniginin daha yuksektir (Lenigk ve ark., 2001). Ancak ODN tabakasinin
yuzeyde vyatik olarak durmasi (kurutulmus ylzeyde kalinhk oOlgimui) ve tam
dolulugun saglanamamasi nedeniyle elde edilen kalinhk, yatay duran ODN
zincirlerinin - kalinligina denk gelmektedir. ODN prob miktarinin artmasi,
hibridizasyon basamaginda sterik engellemeye neden olabileceginden sensor

uygulamasinda ¢ok tercih edilen bir durum degildir (Wang ve Bard, 2001).
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Sekil 3.8.6 — ODN prob immobilizasyonunda, immobilizasyon suresi ile ODN

tabakasi kalinhiginin degisimi (ODN derigimi 1 yM’dir).
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Kalinhgin 1 saat sonunda dengeye gelmesi, bu stirenin ODN immobilizasyonu igin
optimum oldugunu gostermigtir. DNA problarin  immobilizasyonunda, ODN
derisiminin formasyona etkisi, pH 7,4 fosfat tamponunda 0,025 yM - 2,0 uM
derisimlerine sahip oligonukleotid probun 25 °C'ta 1 saat sure ile immobilize

edilmesi ile belirlenmistir.

;- +/+

Tabaka kalinligi (nm)

| ! I X | y
0 1 2 3
ODN derisimi (x10™! uM)

Sekil 3.8.7- ODN derigsiminin DNA tabakasi kalinligina etkisi, immobilizasyon

suresi 1 saat.

Sekil 3.8.7’de goruldugu gibi derisimin etkisi, immobilizasyon suresinin etkisine
benzer olmustur. 0,025 yM ODN icin ortalama kalinlik 0,21 nm iken; 0,05 yM - 2,0
MM ODN cozeltisinde elde edilen kalinlik 1,23 nm — 3,04 nm araliinda olmustur.

3.8.2.3 Modifiye edilmis ylizeylerde hibridizasyon deneyleri

Hibridizasyon deneyleri, hedef ODN c¢o6zeltisinin 5 yL/dakika hizla elipsometre akis

hicresinde 25 °C’ta gonderilmesi ile gergeklestiriimigtir. Hibridizasyon reaksiyonu
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120 dakika boyunca tek dalga boylu nulling elipsometre ile izlenmistir. Elipsometrik
parametrelerden Delta (A; faz kaymasi) 1sidin yansidigr tabakalarin optik
Ozelliklerine asiri baghdir. Bundan dolayi kompleks kirinim indisi, elipsometre ile
Olcllen bu elipsometrik parametre (delta) ile dogrudan iligkilendirilebilir. Dielektrik
maddeler igin (bizim analizimizde oligonikleotid) yansima parametrelerinin
homojen tabakalarda dogrudan tabaka kalinligina bagh oldugu varsayimi
yapiimistir. Bu varsayimla, hibridizasyon sonucu yuzeyde gerceklesen birikme
elipsometrik degiskenin bagil dedisimi (A parametresindeki degisim) olarak
izlenmis ve bu parametredeki degisim, kinetik incelemede kullaniimigtir.
Hibridizasyon sureci boyunca A degismekte ve bu degisime bagh olarak

hibridizasyon es zamanl olarak izlenebilmektedir (Arwin, 2000).

Sekil 3.8.8'de, farkli ODN hedef derisimlerinde, modifiye yuzeyden alinan A
(derece) — zaman egrileri gosterilmistir. Grafikten goruldugu gibi, enjeksiyonun
hemen ardindan reaksiyonun hemen baslarinda hedef baglanmasi sonlanmis ve
hemen hemen yirminci dakikada doygunluga ulasiimistir. Hibridizasyon hizi hedef
derigiminin 0,05 yM’dan 2,0 yM’a artirilmasi ile hizla artmigtir. Hibridizasyonun ilk
20 dakikasinda ulasilan A degisimi 0,05 yM igin 0,3°; 0,1 pM i¢in 0,5° ; 0,2 uM igin
0,7°; 0,5 uM igin 1,2° ve 2,0 uM icin 2,5° olarak bulunmustur. Bu slreden sonra

delta (A) degerindeki dedisim nispeten sabitlenmis ve bir platoya ulasmistir.
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Sekil 3.8.8- ODN hibridizasyonu ile zamana bagli olarak delta (A)

parametresindeki degisim.

Bu davranis, hibridizasyon ortamindaki hedef ODN derisimindeki azalma ve/veya
serbest ODN problarinin sayisindaki azalmasi sonucu, surucu gucun azalmasi
nedeniyle ortaya c¢ikmistir. Kontrol amaciyla eslenik olmayan ODN hedefe
gonderildiginde, herhangi bir anlamli sinyal alinmamigtir. Ayrica floresan
mikroskobisi ile FITC etiketlenmis hedef ODN’lerin ylizeye gonderilmesi ile,
hibridizasyon sonrasi baglanma gosterilmeye c¢alisiimistir ancak, hibridizasyondan
sonra herhangi bir floresan sinyali alinamamistir. Bunun iki 6nemli sebebi olabilir:
oncelikle, floresan etiketli hedef molekulin ylizeyde dusik derisime sahip olmasi,
tayin edilebilecek dizeyde floresan sinyal alinmasina yetmemis olabilir. Ayrica,
DNA problarinin substrat ylzeyine duguk bir yogunlukta immobilize edilmis olmasi
da, baglanan floresan etiketli ODN miktarinin az olmasina ve bu nedenle floresan

mikroskobu ile gézlenememesine neden olmus olabilir.

Kinetik dedisimden cok, sensor uygulamasinda sensor dogrusalligi ve algilama
sinirt énemlidir. Dengedeki sensoér tepkisi, ODN hedef derisimine karsi grafige
gegirildiginde elde edilen kalibrasyon grafigi (0 uM- 2,5 yM ODN hedef igin)
belirtilen derisim araliginda 0,96 dogrusal regresyon Kkatsayisina sahip bir
dogrudur. Genis aralikta dogrusal tepki veren bu sensoér yapilandirmasinda,
tekrarlanabilirlik 0,01 uM hedef derigsimi i¢in £ 0,2° (standart sapma cinsinden)

olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglar, batin hedef derisimleri igin hibridizasyonun yaklasik ayni
surede ve hizlica (yaklagik 20 dakika) tamamlandigini gostermistir. Bu ¢calismada
Onerilen sistemin etkin bir gsekilde ODN tayini ve mutasyon belirlenmesinde

biyosensor olarak ve array teknolojilerinde kullanilabilecedi 6ngértlmektedir.

120



3.9. Elipsometrik biyosensorden alinan cevabin artiriimasi igin altin
nanopartikullerin kademeli yluzey formasyonu yoluyla sensoér yongasinda
kullaniimasi

Biyosensor uygulamalarinda yuzey etkilesimlerinin  bilinmesi  dnemlidir.
immobilizasyon igin, silan, altin film veya cam yiizey seklindeki taban malzeme
(substrat) genellikle amino, epoksi veya merkaptosilanlar gibi bir diger kimyasal
tabaka ile kaplanir veya tiyol gruplari ile dogrudan kovalent bag olusturulabilir. Bu
nedenle, biyomolekullerin, kaplanan tabaka ile hem de kaplamanin ylzey ile
etkilesimi 6nemlidir. Alkil siloksan tek tabakalarinin cam/silikon yuzeyindeki
etkilesimleri daha o6nce farkli gruplar tarafindan calisilmistir ve bu tir bazi
yuzeylerin birikim Ozellikleri bilinmektedir (Parikh ve ark., 1997; Linford ve ark.,
1995; Delorme ve ark., 2005).

Altin  nanopartikuller kararli, ucuz, hazirlanmasi ve modifikasyonu kolay
oldugundan ve essiz optik ve elektronik 6zellikler gosterdiginden biyosensor,
biyogip ve katalizor olarak kullanim alanlarina sahiptir. Calismanin bu bolimunde,
cam substrat kullanilarak adimh ylzey modifikasyonu ile Au nanopartikillerin

(AuNPs) elipsometrik sensor tepkisine etkisi incelenmigtir.

3.9.1 Deneysel ¢calisma

Elipsometrik sensorde kullanilan BK7 cam slaytlar, sivi akis hucresine uygun

boyutta kesildikten sonra, asagida belirtilen adimlar takip edilerek temizlenmigtir:

- Deiyonize su ve etanol ile yikama

- 1:3 HyO-derigsik HNO3; karisimda 30 dakika kaynatma veya derisik NHs,
H,O, ve deiyonize su karisiminda (1:1:5, hacimce) 20 dakika suresince 70
°C’ta isleme tabi tutma.

- Etanol ve deiyonize su ile yikama ve azot gazi ile kurutma

- UV/ozon temizleyici veya vakum plazma sisteminde 15 dakika - 30 dakika

temizleme.
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Temizlenen yuzeylerin ayni zamanda hidrofilik karakter gosterdiginden, temizlik
isleminin tamamlanip tamamlanmadigi kontak acisi olgim cihazi kullanilarak
kontrol edilmistir. Temiz cam yUzeyin temas agisi <2° olup bazi durumlarda ani

yayllma gercgeklestiginden 0° olarak kabul edilmistir.

Cam yulzeyinin hidroksillenmesinin ardindan yuzey, 3-aminopropiltrietoksisilan
(APTS)nin etanoldaki farkli derisimlerde c¢ozeltileri ile isleme tabi tutulmustur
(hacimce %0,5 - % 8,0). Tek tabaka olugsumunun belirlenmesi igin immobilizasyon
suresinin kontrolu (0 saat - 8 saat) immobilize edilen 6rneklerin oda sicakhginda,
karanlik ortamda bekletilmesi ile yapilmistir. immobilizasyon siresinin ardindan

substratlar etanol ile yikanip azot ile kurutulmustur.

Temas agisi kontroll, yaklasik 1uL hacmindeki damlacigin kullanilmasi ile su
kullanilarak, durgun temas acisi yontemiyle (Model DSA100, Kriss, Hamburg,
Almanya) olgulmustir. Temas acisi en az Ug¢ olgumun aritmetik ortalamasi olarak

verilmistir.

Substrat Uzerindeki biriken organik tabakanin “optik” kalinligi, elipsometre ile
(nulling) 532 nm lazer kullanilarak 73° gelis agisinda gergeklestiriimigtir. Kalinlik
olgmelerinde 50 ym x 50 pym’lik érnekleme alaninda dort bolge otomatik sifirlama
(nulling) prosedurt kullanilarak élgim alinmistir. 3 faz varsayimi ile cihazda [BK7
(cam substrat) / Ustteki organik katman / hava (ortam)] modelleme yapilarak
organik tabakanin kalinhgi belirlenmigtir. Kabul edilen kirilma indisi degerleri
1,5183 (BK7), 1.4600 (organik tabaka)’dir.

Altin nanopartikiller HAuCl43.H>,O’'nun sitrat indirgenmesi reaksiyonu ile elde
edilmistir. Au nanopartikillerin (AuNPs) eldesinde, 75 mg HAuCl43.H;0, 250 mL
damitilmig su igerisinde, geri akimli yogusturucu altinda karistirilarak kaynatiimisg,
ardindan 25 mL %1 (m/v) sodyum sitrat ¢ozeltisi hizlica ilave edilmistir. Cozelti 15
dakika daha kaynatilmistir. Bu esnada ¢oOzelti rengi agik saridan koyu kirmiziya
(sarap kirmizisi) donmektedir. Karistirma kesilmeksizin ¢dzeltinin oda sicakhdina
kadar sogumasi beklenmigtir. Stspansiyon bir ka¢ kez santrifujlenmis ve buyuk
agregatlarin uzaklastiriimasi i¢in 0,22 um filtreden gegirilerek kullanim anina kadar
4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir. AuNPs’in ortalama partikil ¢api ve boy
dagihmi zeta-boyut dlger (Malvern Instruments, Model 3000, HSA, Worcestershire,

UK) ile ve UV-gorinur spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Ortalama boyut
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dagilimi, Mie esitliklerinin  MATLAB ile c¢o6zulmesi sonucu beklenen teorik
absorbans piki dalga boyu ile deneysel elde edilen dalga boyunun karsilastiriimasi
sonucu da dogrulanmistir. 40 nm anma ¢apina sahip nanopartikiller, daha sonraki
modifikasyonlar igin hacimce 1:1 oraninda etanol ile seyreltiimistir. AUNPS'’in son
derisimi 526 nm dalga boyunda 0,9 AU optik yogunluk elde edilecek sekilde

ayarlanmigtir.

11-merkaptoundekanoik asit (MUA %95lik) AuNPs’in farkh derisimlerde MUA
cOzeltisi igerisinde bekletimesi ile ylzeye immobilize edilmistir. MUA
optimizasyonunda optimum kosullar %1,5 - %12,0 arasinda derigsime sahip MUA’in
UV-spektrofotometrede immobilizasyonunun es zamanh olarak o6lgilmesi ile
belirlenmistir. Ardindan karboksil u¢ gurubuna sahip AuNPs amino uclu tek

tabakaya sahip cam yuzeyine EDC aktiflestirme yontemi ile immobilize edilmigtir.

3,0 ppm — 30000 ppm derigime sahip sigir serum albumini (BSA, bovine serum
albumine) pH 7,4 olan fosfat tamponunda modifiye edilmis yuzeye gonderilmistir
(Sekil A.1). immobilizasyon islemi sivi hiicresinde 5 pL / dakika akis hizinda
gerceklestiriimis ve etkilesim es zamanl olarak incelenmigtir. Elipsometrik veri 50
pm x 50 pm’lik farkh alanlarda 70° gelis agisinda alinmig ve farkh BSA

derisimlerine karsilik gelen, dengedeki sensor tepkileri elde edilmigtir.

immobilize edilen AuNPs’nin sensér hassasiyetine etkisini karsilastirabilmek igin
AuNPs bulunmayan karboksil sonlanmis yuzeyler hazirlanmigtir. Bu islem igin ilk
olarak 3-merkaptopropiltrimetoksisilan (MPTS), hidroksillenmis cam ylzeyine
immobilize edilmistir. immobilizasyon islemi %3 (v/v) MPTS’nin etanoldeki ¢dzeltisi
ile 3 saat sure ile gergeklestiriimigtir. Yikama isleminin ardindan (etanol/su/etanol)
azot ile kurutulan érnekler hacimce %6,0’lik etanol icerisinde MUA ¢ozeltisinde 24
saat bekletilmigtir. Karboksil sonlandiriimis ylzeyler, BSA immobilizasyonu igin
aktif yuzeyler olarak kullaniimig (Sekil 3.9.1) ve BSA immobilizasyonu yukarida

belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.
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Cam/BK7 Ca m/BK7
A B

Sekil 3.9.1- BK7/APTS/modifiye  AuNPs/BSA c¢oklu tabakasi ile (A)
BK7/MPTS/MUA/BSA c¢oklu tabakalarinin sematik gosterimi.

3.9.2. Sonuglar
3.9.2.1 Cam yuzeyine APTS immobilizasyonu

Kati ylzeylerde molekullerin konformasyonu biyosensor teknolojisinde dnemli bir
rol oynar. Bu nedenle, APTS tabakasinin tek tabaka formasyonunda olmasini
saglamak icin, APTS molekullerinin immobilizasyon suresi optimize edilmigtir.
immobilizasyon siiresi optimizasyonunda %3 (v/v) APTS-etanol ¢ozeltisi 0 saat - 8
saat suresince oda sicakliginda deneye tabi tutulmustur. Daldirma suresinin APTS
kalinhgina etkisi Sekil 3.9.2’de gosterilmistir. Hidroksillenmis cam yuzeyin APTS
immobilize edilmemis durumdaki kalinhgi yaklasik 0,2 nm olarak belirlenmigtir. Bu
kalinllk degeri muhtemelen ylzey puruzlaligunden kaynaklanmakta olup,
elipsometrede uygulanan modelde yuzey purtzlulagunun eklenememesi nedeniyle
ortaya ¢ikmigtir. Bu nedenle sonuglarda belirtilen kalinlik degerleri, mutlak kalinhk

degerleri olmayip bagil kalinlik olarak verilmig degerlerdir ve degerlere
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normalizasyon uygulanmamustir. ilk 2 saatin sonunda elde edilen APTS kalinhgi
yaklagik 1,1 nm olup, teorik APTS uzunluguna denk gelmektedir. Bu surede tek
tabaka olusumunun gergeklestigi soylenebilir. APTS molekdlindan literatirde
belirtilen degeri 1,2 nm'dir (Demirel ve ark., 2007). immobilizasyon siiresinin
arttinimasi ile yaklagik 8 saat sonra 1,8 nm kalinlik elde edilmistir. Bu artis
molekullerin daha siki bir yapi olusturmasi ve agregat olusturmasi nedeniyle
olabilir. Bu rastgele birikim ve agregat olusumu, orneklere ait AFM goruntisinde
de gorulmektedir (Sekil 3.9.3).
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Sekil 3.9.2- immobilizasyon siiresinin APTS tabakasi kalinligina ve temas agisi

degerlerine etKkisi.
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Sekil 3.9.3 — Hidroksillenmis cam yuzeyin AFM goéruntusu (A), farkh derigimlerde

APTS uygulanmasi ile elde edilen yuzeylerin AFM goéruntusu; % 0,5 viv APTS (B),
%1,0 viv APTS (C), %2,0 v/iv APTS (D), %8,0 v/iv APTS (E),
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APTS tek tabakasinin olusumu igin uygun sure 2 saat olarak belirlenmistir. Cam-
APTS tek tabakasi i¢in bulunan bu sure diger deneylerde de kullaniimistir. Tek
tabaka olusumunun tam anlamiyla mumkun olmadigindan, elde edilen doluluk

yeterli yogunluk olarak kabul edilmistir.

Sekil A.2’de ayrica, daldirma suresine bagli olarak % 3 (v/v) APTS ile modifiye
edilmis yuzeylerin temas acisi degerleri verilmistir. Temas agisi degerleri yuzeyin
kimyasal yapisindaki degisimin ve yuzey dolulugunun bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Temizlenmig cam yuzeylerin temas acisi, hidroksillenmenin ardindan <2°
dederine ulagmaktadir. Bu dusuk temas acisi degeri, yuzeydeki hidroksil
gruplarinin bir gostergesidir.  Sekil 3.9.2’de goéruldugu gibi, temas agisi
modifikasyon suresi ile artmis ve bir plato degerine ulasmistir. Temas agisi
degerleri yaklasik 5°den bir saat igerisinde 62,8°'ye; ikinci saatte 63,4 ye ve

sekizinci saatte 69,1°’ye ulagsmistir.

APTS derigiminin cam yuzeyindeki APTS tek tabakasi olusumuna etkisi yuzeye, %
0,5 ila % 8,0 (v/v) APTS etanol ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 2 saat sirede APTS
immobilizasyonu sonucu belirlenmistir. Sekil 3.9.4’te film kalinh@inin artan derisim

ile arttigi gorulmektedir.

% 0,5 (v/v) APTS ile elde edilen kalinlik 0,32 nm iken % 2,0 - % 8,0 (v/v) APTS ile
1,17 — 1,82 nm kalinlik elde edilmistir. Ayrica, temas agisi degisimleri dikkate
alindiginda derigsim artigi ile birlikte temas agisinin da arttigi ve bir platoya ulastigi
gorulmektedir. Ornegdin % 0,5 (v/v) APTS derisiminde 40,7° olan temas agisi, %
2,0 (v/iv) APTS derigsiminde 59,3 ye, % 8,0 (v/iv) APTS derigsiminde 62,1°ye
cikmigtir.  Sekil A.3’te, farkli derisimlerde igleme tabi tutulmus olan APTS

immobilize edilmig yuzeylerin AFM goruntuleri gosterilmigtir.
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Sekil 3.9.4- APTS derisiminin, kalinlik ve temas acisi degdisimi cinsinden etkisi

(etkilesim suresi 2 saat)

Hidroksillenmis cam yuzeyinde gorulen noktasal bozukluklar, camin ilk temizlenme
sirasinda nitrik asit ile yilkanmasi sonucu olusan yuzey bozukluklaridir. APTS
immobilize edilmis yluzeyde ise yuzey homojenlidi, olusan agregatlar nedeniyle
bozulmus durumdadir. APTS molekullerinin hidroksillenmis cam yuzeye kisa erimli
van der Waals kuvvetleri ile baglanmasi sonucu rastgele dagilimli ancak nispeten
duzenli kimeler olugur. AFM goruntiulerinden alinan karekok ortalamanin karesi
(root mean square- RMS) degerleri, hacimce % 0,5 APTS igin 0,49 nm; hacimce
%1,0 APTS icin 0,73 nm; hacimce % 2,0 APTS igin 0,79 nm ve hacimce % 8,0
APTS igin 1,96 nm olarak belirlenmis ve diger verilerle uyumlu sonuglar ortaya

cikarmistir.
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3.9.2.2 AuNPs ile modifiye edilmis cam yuzeyler

40 nm civarinda boyutu olan AuNPs sivi ortamda 526 nm lokalize plazmon
rezonans (LPR) gdsteren oOrneklerdir. Sentezlenen altin nanopartikullerin AFM

goruntuleri, UV-spektrumu ve zeta-boyut Olger sonuglar Sekil 3.9.5'te

gOsterilmistir.
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Sekil 3.9.5 - 40 nm boyutlarinda AuNPs’in (A) AFM gorantusu, (B) UV-Vis

spektrumu, (C) zeta- boyut dlger sonugclari.
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AuNPs farkh derisimlerde 11-merkaptoundekanoik asit (MUA)'nin etanoldeki
coOzeltileri ile farkli zaman araliklarinda (O saat - 24 saat) oda sicakliginda modifiye
edilmistir. Spektrometrik yontemle, optimum MUA derisimi % 6,0 (v/iv) MUA’nin
etanoldeki c¢oOzeltisi, immobilizasyon slresi de 1 saat olarak belirlenmigtir.
AuNPs’in  MUA ile modifiye edilmesinin ardindan (modAuNPs), modifiye
nanopartikuller EDC aktivasyonu yoluyla farkl surelerde (1 saat - 24 saat) APTS
modifiye edilmis cam ylUzeyine immobilize edilmigtir. Ylzey dolulugunu en uygun

saglayan EDC aktiflestirme suresi 3 saat olarak belirlenmistir.

Cam yuzeyinin modifiye AuNPs ile immobilize edilmesinin ardindan cam yuzeyler

aclik mavi bir gérinim elde edilmistir.

Sekil 3.9.6 - Modifiye  AuNPs/APTS/BK7  ylzeyinin  AuNPs ile
fonksiyonellestirildikten sonraki 2 boyutlu elipsometrik goruntusu (A) 3 saat sonra

(B) 24 saat sonra
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immobilizasyon siiresinin uzatiimasi ile amino sonlandiriimis yiizeylere AuNPs
immobilizasyonu sirasinda yuksek miktarda misel benzeri yapi olusmus ve AuNPs
dagihmini etkilemigtir (Sekil 3.9.6).

AuNPs’in yuzeye immobilizasyonunun ardindan elipsometrik biyosensor tepkisini
Olgmek icin kullanilacak model olarak BSA (protein) kullaniimigtir. BSA
adsorpsiyonu sirasinda protein-AuNPs modifiye ylzeylerin etkilesimi elipsometrik
olarak in-situ incelenmigtir. Sensor tepkisinin dogrusalligi acisindan gerek AuNPs
immobilize edilmis yuzey, gerekse modifiye edilmemis yuzey, dogrusal regresyon

katsayisi incelendiginde, benzer sonuglar vermigtir.

= BK7/APTS/modAuNPs/BSA
3.0 | —B—BK7/APTS/ModAuNPS/BSA 201 7 BK7MPTSMUABSA '

—O—BK7/MPTS/MUA/BSA —nZo9
1.564 == R“=0.99

1.0

2.5
051 °

5
2.0 |

1.5 1

T /.

Sensor cevabi (bagil degisim, A, derece)

|
0.5- S
gf%
—"
[ [ [ [ [
1 10 100 1000 10000 100000

BSA derisimi (ppm)

Sekil 3.9.7 - BK7/APTS/modAuNPs/BSA ve BK7/MPTS/MUA/BSA yuzeylerinin

elipsometrik sensor tepkileri (A’daki bagil deg@isim olarak)
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Sekil 3.9.7°de goéruldigu gibi, modifiye AuNPs (modAuNPs) immobilize edilmis
sensoOr yuzeyleri, AuUNPs olmayan yuzeylerden daha yuksek bir sensor tepkisi
vermigtir. Sensor hassasiyeti dogru egimi ile orantili oldugundan, hassasiyette

yaklagik %450’lik bir artis oldugu sdylenebilir.

Ayrica, BSA baglanmis yuzeyin optik kalinligi elipsometre ile dlgulmus ve Cizelge
3.9.1°de verilmistir. Burada belirtilen kalinlik degerleri etkin kalinlik olup “mutlak
kalinhk” degerleri degildir. Yatik durumda tam dolu BSA tabakasinin 0,2 mg/cm?

yuzey doluluguna neden oldugu bulunmusgtur.

Bu deger BK7/APTS/modAuNPs/BSA yuzeyinde hesaplanan degere oldukca
yakindir. AuNPs olmayan durumda yaklasik % 50 dolulukta dik birikim oldugu
sOylenebilir. Her iki durumda da yuzey birikiminin fazla olmasinin yaninda, kritik
acinin Uzerinde AuNPs’in LPR nedeniyle SPR’a destek olmasi, SPR benzeri etki

nedeniyle sensor tepkisinin artmasina neden olmustur.

Cizelge 3.9.1- BSA'nin BK7/APTS/modAuNPs ve BK7/MPTS/MUA ylizeylerindeki

kalinliklari ve yuzey doluluk degerleri.

BSA BK7/APTS/modAuNP | BK7/MPTS/MU | BK7/APTS/modAuNP | BK7/MPTS/MU
derigimi s yuizeyinde bagil A yiizeyinde s ylizeyinde bagil A ylizeyinde
(ppm) BSA kalinhigi (nm) bagil BSA BSA dolulugu bagil BSA

kalinhigi (nm) (Mg/cm?) dolulugu

(Hglcm?®)
3 1,25+0,56 0,5040,12 0,15+0,07 0,06+0,01
30 2,07+0,18 0,65+0,16 0,2540,02 0,08+0,02
300 2,09+0,22 0,77+0,21 0,25+0,03 0,0910,03
3000 2,39+0,44 0,86+0,09 0,2940,01 0,10£0,01
15000 2,46+0,46 0,97+0,14 0,30+0,06 0,12+0,01

0

Bu calismada ayrica; farkh MUA (%1,5 - % 12 hacimce) ve BSA (30 ppm)

derisimleri

kullanilarak  AuNPs’in  yuzeyindeki

fonksiyonel

gruplarinin ve yuzey alani degisiminin etkisi de incelenmistir.

karboksilik asit
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Sekil 3.9.8'de gdérulduagu gibi, MUA derigsimi %1,5 (v/v)tan %12,0 (v/v)ye
cikarildiginda elipsometrik sensor tepkisinde (A'daki degisim) kuaguk bir artig
olmustur. Ayni zamanda AuNPs olmadigi durumda %1,5 (v/v) ve %12,0 (v/v)
MUA derisimi icin elde edilen sensor tepkisi sirasiyla 0,13° ile 0,48° olmustur.
Sensor tepkisi MUA derisimi ile baslangigta artmis ve yaklasik %6 (v/v) MUA
derigsiminde hem AuNP’lu hem de AuNP’siz yuzeyler icin sabit bir degere
ulagsmigtir. Daha yuksek derigsimlerde sensor tepkisi (0rnegin %12,0 v/iv MUA)
kayda deger bir miktarda artmistir (artis < 0,03° AuNPs oldugu durumda).

1.2 =

1.0 -

0.8;

0.6 -

0.4

0.2 i

0 . i . . ; . . . . .

Sekil 3.9.8 — MUA molekiillerinin ylzey dolulugunun sensor tepkisine etkisi

| ! | L |

Sensor cevabi (bagil degisim,A ,derece)

%1,5 MUA (AuNPs yok
%1,5 MUA (AuNPs var
%3,0 MUA (AuNPs yok
%3,0 MUA (AuNPs var
%6,0 MUA (AuNPs yok
%6,0 MUA (AuNPs var
%12,0 MUA (AuNPs yok)
%12,0 MUA (AuNPs var)
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Sensor tepkisinin diger silanlar ile AuNPs’lerle etkisini belirlemek icin MPTS,
APTS, MUA ve AuNP kullanilarak farkli yuzeylerde elde edilmistir. AuNPs ile
modifiye edilmig yuzeyin APTS ve MPTS ile karsilastirilmasi sonucu daha yuksek

sensor tepkisine neden oldugu gorulmustar (Sekil 3.9.9).

100

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0:3+

0:2 -

0.1

Sensor cevabi (bagil degisim, A, derece)

0_

%3,0 MPTS - % 6,0 MUA  %3,0 APTS - % 6,0 MUA %3,0 APTS - % 6,0 MUA
AuNPs yok AuNPs yok AuNPs var

Sekil 3.9.9 — Farkli molekuller hazirlanarak olusturulan kendiliginden dizenlenmis
tek tabakalarin ve AuNPs modifikasyonu yapilmis tek tabakalarin bagil sensor

tepkileri.

3.9.3. Tartisma ve sonug

Bilindigi gibi gimus ve altin nanopartikillerin sdbnimleme spektrumlari, gevreleyen
ortamin dielektrik sabitine olduk¢a baglidir. Buna ilaveten, c¢evre ortamindaki
degisime bagliik mesafeye baglidir ve analitin nanopartiktl yuzeyine baglanmasi
ile yerel kirlma indisi degisir ve ara yuzeyde gergeklesen baglanma, optik
Ozelliklerde de degisime neden olur (Marinakos ve ark., 2007; Ying ve ark., 2003).
Bu nedenle, sensor tepkisindeki degisimi belirlemek igin tek tabaka Uzerinde AuNP

oldugu ve olmadigi durumlarda deneyler yapiimistir. AuNPs ile modifiye edilmig
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yuzey ile edilmemis yluzey kargilastirildiginda, ozellikle ylzey alani artigi ile daha
yuksek sensor tepkisi alinmistir. Temelde iki faktor AuNPs’in etkisini gosterir,
birincisi protein molekullerinin adsorplanabilecegi daha fazla yuzey alani saglayan
yuzey alani artigidir. Bu durumda, konformasyonal entropi baskin rol oynar ve
adsorpsiyon yalnizca enerji etkileri ile kontrol edilmez. Ylzey dolulugu, yuzey ve
adsorplanan molekul arasindaki etkilesim potansiyelini degistirebilir. BOylece BSA
molekull daha dusik bir konformasyonal entropi kaybiyla farkli noktalara
baglanma imkani bulur ve bdylece baglanma duz ylzeye oranla daha tercih

edilebilir bir hale gelir.

Sonug olarak, etiketsiz elipsometrik sensor tepkisini, kendiliginden dizenlenen tek
tabakalar ve altin nanopartikll kullanarak, adimli olusturma (stepwise formation)
yoluyla artirilabilecegi gosterilmigtir. Bu g¢alismada hazirlanan yuzeyler AuNP
immobilize edildiginde, gerek APTS gerekse MPTS tek tabakalarinda daha yuksek

sensor cevabi saglamistir. Bagil sensor tepki artisi % 450 olarak hesaplanmistir.
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3.10. Mycobacterium tuberculosis kompleksinin mikro desenlenmis SPR
yongasi ile tayini — Prob oligoniikleotidlerin kendiliginden diizenlenme ile
immobilizasyonu

Tuberklloz (TB) Mycobacterium tuberculosis (MTB) kompleksi (M. Tuberculosis,
M. Bovis, M. Africanum, M.microti)nin sebep oldugu olumcul ve bulasici bir
hastaliktir (Raviglione ve ark., 2004). Dunya saglk orgutine gére (WHO) dinya
nifusunun 1/3'G M. Tuberculosis ile enfekte olmustur. Her yil yaklasik 10 milyon
teni tuberklloz hastasinin ortaya ¢iktigi ve dinya ¢apinda her yil 3 milyon Kiginin
tuberklloz nedeniyle éldugu tahmin edilmektedir (WHO, 2000). M. Tuberculosis
tanisinda, yavas blylyen organizmanin kiltirde ¢ogaltiimasi yolu ile tanisi yaygin
olarak kullaniimaktadir, ancak bu yontem 8 hafta kadar slrebilmektedir. Daha

gelismig kaltur teknikleri ise pahali ve karmasgik cihazlar gerektirmektedir.

Calismanin bu bolimunde M. Tuberculosis kompleksinin oligonukleotid probla
taninmasi icin SPR esasli ve ileriye yonelik olarak ayni anda birden fazla
Mycobacterium turinun tayinine de olanak saglamak igin bir yonga yuzeyinde
birden fazla molekilin analizini saglamak amaciyla mikro-desenlenmis yonga ile

taninmasi hedeflenmistir.

Bu calisma igin, tek sarmal ve tiyol sonlandiriimis M. Tuberculosis kompleksinin
karakteristik dizilimine eslenik bir oligodeoksinukleotid (ODN) prob kullaniimigtir.
Calismanin daha 6nce 3 kanalli bir kompakt SPR sistemi olan SPREETA™ ile
yapilmis olmasi nedeniyle, mikro desenlenmis ylzeye kendiliginden dizenlenme
(self assembly) yoluyla prob immobilizasyonunun etkinligi ve elde edilen sensor
yongalarinin duyarlik, tekrarlanabilirlik vb. parametreler agisindan performansi

kargilastiriimistir (Duman ve ark., 2009).

Ayrica sensOr yongasinin segiciligi, farkh dizilime sahip hedefin ylzeye

gonderilmesi ile de kontrol edilmistir.
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3.10.1. Deneysel calisma

3.10.1.1 Mikro-desenlenmis yuzeylerin olusturulmasi

SPR yongasi olarak SF10 cam slayt Uzerine, fiziksel buhar birikim yontemi ile
kaplanmis Cr yapistirici ve Au aktif film tabakalarindan olusan ve 532 nm 1sik

dalga boyunda 63° gelis acisinda SPR verdigi bilinen yuzey kullaniimigtir.

Cam slaytlar kaplanmadan 6nce, organik kirliliklerin giderilmesi igin (hacimce 1:3
oraninda) derigik nitrik asit/su karisiminda 30 dakika suresince kaynatiimis ve
ardindan saf su ile durulanmig ve 100 W plazma ile 30 dakika suresince islem

gbérmastdr.

Cam substrat, temizleme igleminin ardindan HV (ylksek vakum) PVD (fiziksel
buhar birikim) cihazinda 6ncelikle 3 nm Cr ve ardindan 32 nm Au ile kaplanmistir.
Kaplanan vyuzeyler fotolitografi ile mikro-desenlenmistir. Mikro-desenleme igin
uygun yuzey olarak 200 ym x 200 ym noktacik dizilimli maske kullaniimistir.
Fotolitografi ile desenleme c¢alismalari Boélim 3.3'te anlatildigi sekilde ve bu

bolimde belirtilen cihazla gerceklestirilmigtir.

Fotolitografi ile olusturulan desenler, prob immobilizasyonu ve bloklama ajani
immobilizasyonu sirasinda yuzey morfolojisi ve kalinlklari; Nanofilm EP3 Nulling
Elipsometre (Nanofilm Technologie GmbH, Almanya) ile olgulmus ve

g6zlemlenmistir.

3.10.1.2. ODN immobilizasyonu

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin karakteristik dizilimine uygun (Cizelge
G.1) SH sonlandiriimis problar TIB-MOLBIOL (Almanya)'den temin edilmigtir. MTB
probu HS-(CH)s-T15 yapisinda bir uzatma molekul grubu (spacer arm)
icermektedir. (CH2)s grubu, bloklama ajani olarak kullanilacak olan merkapto

hekzanol ile yaklagik ayni uzunluktadir ve molekul yapisi olarak esnek olmayan bir
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gruptur. 15 T'lik uzatma ise, probun taniyici kisminin ylzeyden uzaklagmasini

sagladigi gibi, proba esneklik vererek etkilesim sansini artirmaktadir.

Bir dnceki calismada (Duman ve ark., 2009), PCR UrlnU hedefin de kullaniimasina
ragmen, calismanin bu basamaginda PCR Urunad kullanimi tercih edilmemistir. 209
baz ciftinden olugsan PCR urunu, molekuller engelleme nedeniyle yuzeye sentetik
hedeften daha az baglanma egiliminde olmasina ragmen, yiksek molekul kutlesi
nedeniyle SPR’da daha ylksek sinyal verme egilimindedir. Bu nedenle Onceki
calismada belirlenen ve daha yuksek sensor sinyali alinmasina neden olan PCR
aurind bu calismada kullaniimamis, sentetik hedef ile alinacak sonucun PCR

arnu ile de alinacagi dusundlmustar.

Sentetik ODN hedef dizilimi ile karsilastirma amaciyla kullanilan ve ODN probun

eslenigi olmayan hedef dizilimi Cizelge 3.10.1°’de verilmigtir.

Cizelge 3.10.1 — Calismada kullanilan ssODN hedef, prob ve eslenik olmayan

kontrol hedefi dizilimleri

Prob Dizilim

MTB-hedef-ssODN 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA
CCC-3’

MTB-prob-ssODN 5'-(HS-(CH2)6-(T)15-GGG TGC ATG

ACA ACAAAGTTG G-3'

Eslenik olmayan hedef ssODN 5-A GTC AAT GCG GTA AAC CCG
ACT-3’

Desen yuzeyine ODN immobilizasyonu, farkli prob derisimlerinde (0,05 yM — 2,0
uM) 1 M KHPO, (pH 3,8) tamponu kullanilarak gergeklestirilmistir. Prob
immobilizasyonu sonucu sensor tepkisi, SPR yapilandirmasindaki elipsometre ile
incelenmistir. Baglanmanin hemen ardindan, dengeye ulasildiginda; bosta kalan
altin yizeyinin hedef ODN tarafindan tercih edilmesini engellemek igin bloklama

ajani olan MCH immobilize edilmistir.
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Onceki calismalar ile karsilastirilabilmesi agisindan MCH, pH 3,8 fosfat tamponu
icerisinde 0 mM — 4 mM derisim araliginda hazirlanarak, bir énceki ¢alismada
optimum ODN miktarina sahip ylzeye gonderilmistir. Bloklama ajaninin bir amaci
da ylUzeye yatik olarak yonlenmis ON problarin oryantasyonunu saglamaktir (Sekil
3.10.1). MCH immobilizasyonunun ardindan mikrodesenlenmis oligontkleotid
problardan ve bloklama ajanit MCH’tan olusan sensor yuzeyine, 0,05 pM ila 2 yM
derisimde (fosfat tamponu pH 7,4) sentetik hedef ODN gonderilmis ve etkilesim es

zamanli olarak incelenmistir.

Sekil 3.10.1 - (a) Prob immobilizasyonu, (b) Bloklama amacgh MCH

immobilizasyonu ve (c) Hedef ODN ile etkilesim

Kontrol agisindan, optimum kosullarda prob immobilize edilmis ylzeye eslenik

olmayan ODN hedef gonderilerek sensor tepkisi incelenmigtir.

3.10.2. Sonuglar ve tartisma

3.10.2.1 Prob ve MCH immobilizasyonu

Oligonukleotid esasli sensér hazirlamada en énemli basamak ODN’lerin dogru
konformasyon ve derigsimde yluzeye immobilize edilmesidir. Genellikle etkilesimin
oldugu bazlarin yluzeyde agik ve baglanmaya uygun olmasi igin bir uzatma kolu

g6revini goérecek bir molekul grubu kullanilir. Uzatma amagcli molekil grubu olarak,
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onceki calismalarda uygunlugu kabul edilen (-(CHz)s-T15) grubu kullanilmigtir
(Duman, 2007). Burada kullanilan (CHz)s grubu hem uzatma kolu olarak gorev
yapmakta, hem de molekuler etkilesim yoluyla bloklama ajaninin tek tabaka
olusturmasini saglamaktir. Diger taraftan, 15 adet T ise hem proba esneklik
kazandirmakta, hem de hedef oligonukleotidin ylzeye afinitesini artirici bir rol

oynamaktadir.

Tiyol grubu ile fonksiyonellestiriimis ODN problar (ODN-SH) altin ylzeyine tiyol
grubu Gzerinden kolayca tek tabaka formasyonunda baglanabilir. Ancak, islemin

kolay olmasina ragmen, iki temel sorunla karsilasmak olasidir:

1. SH sonlanmig molekullerin ylzeyde oldukca siki istiflenmis tek tabaka
olusturdugu bilinmektedir, bu nedenle asiri yigilma sterik engellemeye neden
olabilir.

2. Esnek olan ODN probun uzunlugu arttikga purin ve pirimidin bazlarindaki azot
nedeniyle altin ylzeyine spesifik olmayan sekilde immobilize olarak yan

yatabilir (Herne ve Tarlov, 1997)

Dikey oryantasyonu saglamak ve altin yuzeyine hedefin spesifik olmayan sekilde
baglanmasini engellemek i¢in benzer ¢alismalarda 6-merkapto 1-hekzanol (SH-
(CH2)s-OH) kullaniimistir (Steel ve ark., 2000; Ito ve ark., 2007).

Bloklama ajani olarak MCH’in uygunlugu nedeniyle, prob molekllli sentezi
sirasinda uzatma molekulu olarak (CHz)s grubunun kullanilmasi, MCH
immobilizasyonunda oldukga siki istiflenmig bir tek tabakanin olusumunu ve ODN
problari arasina MCH’larin girmesi ile ODN problarnin oryantasyonunun
kolaylastiriimasidir (Sekil 3.10.1). Ayrica MCH, SH gruplarindan altin yuzeyine
yuksek afinite ile baglanirken agikta kalan OH grubu nispeten hidrofilik bir yuzey

saglayarak spesifik olmayan etkilesimleri azaltmaktadir.

ODN dolulugu denge calismasi ile ve dengede kalinliklarin olgulmesi yoluyla
kontrol edilmigtir. ODN immobilizasyon suresinin, mikro-desenlenmis alanlardaki
yuzey kalinligina etkisi 1 yM ODN probun pH 3,8’de ylzeye immobilize edilmesi
ve baglanmanin es zamanl izlenmesi ile belirlenmistir (Sekil 3.10.2). Dengeye
ulasma suresi belirlenirken 10 dakika, 30 dakika, 60 dakika ve 120 dakikada A
degdisimleri dikkate alinmistir (Cizelge 3.10.2). 1.saatte A degisimi (3,85 + 0,27)°,
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2.saatte A degisimi (4,14 = 0,19)° olarak bulunmustur. Bu nedenle, prob
immobilizasyonu i¢in 60 dakika sudrenin yeterli oldugu dusunulmustir. ODN
kalinhgi, elipsometrik olarak olgilmus ve 6 spot icin (Sekil 3.10.3) ortalama 2,23
nm + 0,67 nm olarak bulunmustur. Kalinlik olarak yaklasik 2 nm gibi dusuk bir
degerin ¢ikmasinin sebebi, Olcimun ¢ozucu bulunmayan kuru bir ortamda
yapillmasi nedeniyle ODN probun yluzeye vyatik olarak durmasi ve/veya
muhtemelen mevcut azotlar Gzerinden altin yUzeyinde yatik olarak duran problar

nedeniyledir.

Bagil sensor degisimi (A, derece)

I ' I L I Y I L 1 ! I . I
20 40 60 80 100 120 140
Immobilizasyon siiresi (dakika)

Sekil 3.10.2 — Prob immobilizasyonu igin sure optimizasyonu (1 yM MCH prob, pH
3,8 fosfat tamponu, oda sicakligi, akis hizi 5 pyL/dakika, 1 spot igin 6rnek, diger
spotlarda elde edilen dederler icin ortalama < 0,3°lik bir standart sapma

mevcuttur)
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Cizelge 3.10.2 — Farkli surelerde prob immobilizasyonu ile elde edilen sensor

cevabi

Sure (dakika) Sensor cevabi (A degisim, °)
10 1,59+0,24

30 3,0410,16

60 3,8510,27

120 4,14+0,19

Spot disi 0,32+0,27

Prob molekul derisiminin immobilizasyona etkisi ise, 0,05 uM — 2,0 uM derisimdeki
probun yuzeye immobilizasyonu ile belirlenmistir. Dengeye gelmesi igin 60 dakika
beklenen oOrneklerin kalinliklari elipsometrik olarak olgllerek ODN derigimi
optimize edilmistir (Cizelge 3.10.3). Elipsometrik modelleme 4 bdlge otomatik
“nulling” prosedtriine gore yapilmis, modelde SF10/32nmAu/Organik tabaka/Hava
tabakalari kullaniimig ve degerler 50 ym x 50 ym spot alanlarindan, 6 farkli spotta
4 ayri noktanin ortalamasi olarak verilmisti. ODN probu derisimi yuzeydeki
birikime asiri derecede etki etmemistir. Yaklasik 2 nm civarinda ylzey doygunlugu

elde edildiginden, 1 uM prob derisimi yeterli gorulmuastar.
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Sekil 3.10.3 — probODN (1 uM/ 60 dakika) ve MCH (1 mM/ 30 dakika) immobilize
edilmis 200 um ¢apli spotlarin 3D elipsometrik goruntusu.

Cizelge 3.10.3 — prob ODN derigiminin ylzeydeki formasyona etkisi.

ODN prob derigimi (uM) Bagil kalinhk (nm)
0,05 1,24 + 0,32
0,10 1,80 £ 0,29
0,25 1,91+ 0,41
0,50 2,12+ 0,37
1,00 2,23 £ 0,67
2,00 2,46 + 0,21
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Bloklama ajani MCH’in derisimi, 0,5 mM - 4mM MCH’in, desenlenmis yonga
yuzeyine dogrudan immobilizasyonu ile belirlenmistir. Bloklama ajani MCH
immobilizasyonunda 6nceki denemelerde 30 dakika igerisinde dengeye ulastigi
bilindiginden, bu ¢alismada sure 30 dakika olarak belirlenmistir (Cizelge 3.10.4).
Cizelge 3.10.3'te goruldigu gibi 1 mM MCH derisimi tek tabaka olusumu igin
yeterlidi. MCH molekilinin VASP (Vienna Ab initio Simulation Package)
kullanilarak belirlenmis teorik molekul uzunlugu 0,93 nm’dir. Elde edilen kalinhk
degerine gore (1 mM icin 1,21 nm £ 0,19 nm) MCH molekdllerinin siki istiflenmis

tek tabaka olusturdugu soylenebilir.

Cizelge 3.10.4 - MCH immobilizasyonunda kullanilan MCH/etanol c¢ozelti

derisiminin yluzey formasyonuna etkisi

MCH prob derisimi (mM) Bagil kalinlik (nm)
0,05 0,97 £ 0,12
1 1,21+ 0,19
2 1,29 + 0,14
4 1,18+ 0,12

Belirlenen bloklama ajani MCH derisimi 1 mM etanoldeki c¢ozelti, prob
immobilizasyonunun ardindan ylizeyde MCH immobilizasyonu igin kullanilarak (30
dakika) Au yuzeyin OH fonksiyonel grubu ile kaplanmasi saglanmigtir. Prob
immobilizasyonunun ve MCH immobilizasyonunun ardindan kalinlik degeri
elipsometrik olarak olgulmus ve 6 spot icin ortalama 3,18 nm + 0,32 nm olarak
bulunmustur. Herne ve Tarlov (1997) 25-merden olusan olionukleotidlerin (tiyol
fonksiyonel gruplu) tamamen uzatilmis halde(dik olarak yonlenmig) kalinlhiginin,
tamamen kaplanmis yluzeyde 16 nm’den fazla olacagini belirtmistir. Bu deger,
calismada Olgllen degerin Uzerinde olmakla birlikte, bu duasik deger hem
yuzeydeki nispeten disuk (tam doluluk olmamasi) ODN prob derisimine, hem de
oryantasyonu saglamak igin kullanilan MCH molekllunin proba gore nispeten
klguk olmasina bagh olabilir. Problarin ylizeyde dik olarak durduklari varsayilirsa

doluluk oraninin (tamamiyla siki istiflenmis proba sahip ylzeye goére) %20’ler
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civarinda oldugu gorulur. Ancak bu konuda kesin bir yargida bulunmak mumkun
degildir. Ayrica, kahnhgin MCH immobilizasyonundan sonra artmasi, prob

immobilizasyonunda ylzeyde bosluklarin kaldiginin da bir gostergesidir.

Literatirde, sik istiflenmenin ODN esasli sensorlerde c¢ok istenilen bir durum
olmadigi goérulmektedir. Siki istiflenme durumunda hedef ODN ile prob ODN
arasindaki etkilesim substrat yuzeyindeki sterik engellemeler nedeniyle zayif
olabilir ve bu durumda hibridizasyon hizi ve miktari oldukga diser (Wang ve Bard,
2001).

3.10.2.2 Hedef ODN tayini ve sensoriin denenmesi

Hazirlanan ODN probu immobilize edilmis ytzey 0,05 yM — 2,0 uM derisime sahip
hedef ODN ile etkilestirilerek hibridizasyon sonucu sensdrden alinan cevap
incelenmistir. Onceki calismada (Duman ve ark., 2009), akis kanallari mikro-
akiskan kanallar seklinde ayriimis 3 kanalih SPREETA™ senso6r kullanilarak
hibridizasyon caligsmasi yapiimistir. Bu bdlumde, akis tek kanaldan verilerek ve
yuzeyde immobilize edilmis problarin ayrildigi mikro-desenli bir ylizeyde etkilesim
incelenerek, bir SPR yongasi Uzerinde birden fazla (200 ym x 200 yM aralikh
noktasal hicreler ve mevcut SPRe-Elipsometre cihazi i¢in 4x bluyutmede ayni
anda yaklasik 16 spot) ODN prob- hedef etkilesmesinin incelenmesi amaclanmistir
(Sekil 3.10.3). Bu amagla tum spotlara Mycobacterium tuberculosis kompleksinin
karakteristik dizilimini taniyan ODN problar immobilize edilmistir. Bu durumda
beklenen, tim spotlarda ayi sinyalin alinmasidir. Hedef derisimine bagl olarak
sensor sinyalindeki degisim Sekil 3.10.4’te gosterilmigstir. Hedef derisiminin artmasi

ile sensor tepkisi artmaktadir.
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Sekil 3.10.4 — Hedef derisimine bagli olarak sensér cevabinin degisimi

Hibridizasyonun sonlanmasinin ardindan yuzeye godnderilen hibridizasyon
tamponu ile tam olarak baglanmamis molekuller yuzeyden uzaklastiriimistir
(grafiklerde bu uzaklastirma islemi sirasinda ylzeyden ayrilan molekul miktarinin

algilanamayacak kadar dusuk oldugu icin bu sure grafiklerde gosterilmemistir).

Sensor tepkisinin dogrusalligi (Cizelge 3.10.5), her bir derisimde dengedeki

sinyalin degeri karsilastirilarak incelenmistir.
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Cizelge 3.10.5 — Dengede alinan sensér cevaplari

Eslenik derigsimi (uM) Dengede alinan sensor cevabi,
(A, derece)

0,05 0,458 + 0,026

0,25 1,699 + 0,081

0,50 1,800 + 0,084

1,00 2,195 £ 0,045

2,00 3,264 + 0,056

Sensor cevabinin dogrusalligi, R? 0,90 olan bir dogru ile gdsterilmistir. Dogrusal
calisma araligi nispeten yuksek derisimlerdir (Sekil 3.10.5). Sekil 3.10.5'te
goruldugu gibi, 0,5 uM sonrasi sensor dogrusalligi daha yuksektir (y = a + b*x gibi
bir dogru icin a: 1,32571 ve b: 0,94431 oldugunda R?: 0,97 olmaktadir).

1 UM eslenik ile hibridizasyonun ardindan, kalinliktaki degisim elipsometrik olarak
incelendiginde kalinhgin 6 spot icin ortalama 4,21 nm = 0,46 nm oldugu
bulunmustur. Prob immobilizasyonunda ylzeyde duslik miktarda doluluk
saglanmasi nedeniyle (yaklasik %20), ODN problara tam olarak hibridizasyon
gerceklesmis olsa bile, kalinlik degerinin asiri artmasi beklenmemektedir. Ito ve
ark. (2007) ikili heliks sarmal ile sonuglanan ylzey hibridizasyonunun sonugta elde

edilen yuzey kalinhgini ¢gok fazla degistirmedigini belirlemigtir.
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Sekil 3.10.5 — Sensor tepkisinin dogrusalligi

Yuzeyin segiciligi, optimum derisimde ancak yuzeydeki probun eslenigi olmayan
ODN hedefin (Cizelge 3.10.1) fosfat tamponunda yuzeye gonderilmesi ile
denenmigtir (1 pyM hedef, pH 7,4 fosfat tamponu, 5 plL/dakika akis hizi, oda
sicakhgi). Dengeye ulasma suresi sonunda elde edilen sinyal 6 spot igin ortalama
0,1886 + 0,0124 °dir. ODN probun yalnizca eslenigine spesifik oldugu ve
hibridizasyon tamponu ile (pH 7,4) bu spesifikligin korundugu gortulmektedir.

Benzer ylzeyin rejenerasyon ve raf dGmru gibi sensor performans 6zellikleri 6nceki
caligsmalarda (Duman, 2007) belirlendiginden, bu calismada bu parametreler
incelenmemigtir. Hibridizasyon (sensor calisma) sicakligi olarak oda sicakhginin
secilmesi yine ayni ¢alismada gercgeklestirilien 10 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C
sicaklikta hibridizasyon sinyali incelemesi sonucu kabul edilen bir degerdir.
Yapilan galismalara gore, sicakligin artmasi ODN'’de ikincil yapilarin olugsmasina
ve eglenigi ile girecedi hibridizasyon tepkimesinin azalmasina veya

engellenmesine neden olmaktadir (Chen ve ark., 2007).

Cok kanalli SPR uygulamasinda, akis kanallarinin mikro-kanallar halinde
bolinmesi ile, olusacak akis sorunlarini ve sicaklik dalgalanmalarini en aza

indirmek ve ayni yonga yuzeyinde mikro spotlar kullanarak ayni anda birden fazla
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molekul tayinini gergeklestirmek daha uygun bir yontem olarak gbzukmektedir.
Elde edilen sonuglar dogrusal ve hassas tepki veren mikro-desenlenmis SPR
yonga yuzeyinin, uygun mikrospotlama cihazi ile kullanilmasi ile yonga-laboratuvar

(Lab-on-chip) uygulamasinda kullanilabilecegini gostermistir.
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3.11. izoftalik asit modifiye edilmis altin yiizeylerin yiizey plazmon rezonans
ile gliglendirilmis (SPRe) i¢ten tam yansimali elipsometri (TIRE) uygulamalari
(SPRe-TIRE)

Calismanin bu boélimunde izoftalik asidin Au ylUzeyine kovalent bag yolu ile
immobilize edilmesi sonucu elde edilen bakir duyarli ylzeyin ylzey plazmon
rezonansi ile guglendiriimis (surface plasmon resonance enhanced — SPRe) TIRE

(SPRe-TIRE) sensori olarak kullanilmasi denenmisgtir.

Metal yuzeylerinin arildiazonyum tuzu kullanilarak elektrokimyasal indirgeme
yoluyla modifikasyonu, karbon-metal kovalent baginin guc¢li olmasi ve daha siki
yerlesmis kararli tek tabakalarin olusturulabilmesi nedeniyle ilgi gérmektedir
(Allongue et al., 1997)

Calismanin bu bélumuinde; 3,5-dikarboksil benzendiazonyum tetrafloroborat (veya
5-diazo-izoftalik asit tetrafloroborat) tuzu, 0,05 M tetrabltil-amonyum-
tetrafloroborat (TBATFB) iceren asetonitril icerisinde elektrokimyasal olarak
indirgenmigtir. Elde edilen yluzey, 3,5-dikarboksi fenil (izoftalik asit) pH duyarl bir
molekuldur ve ¢ogu gecis metallerine 6zgu ylUzey ligandi olarak bilinir. Elde edilen
yiizey iso-(COOH),P-Au elipsometrik olarak karakterize edilmis ve Cu?* afinitesi

SPR-e-TIRE ydntemiyle denenmistir.

3.11.1 Deneysel ¢alismalar

SPRe-TIRE uygulanmasinda kullanilacak olan altin kapli yuzeyler, 2,5 cm x 2,5
cm Olgulerinde kesilmis SF10 cam slayt Gzerine (n=1,78, 25 °C, 532 nm) fiziksel
buhar kaplama yontemiyle elde edilmistir. Au-film kaplanacak cam slaytlar, organik
kirliliklerin uzaklastirimasi amaciyla kaynamakta olan HNO3 ¢6zeltisinde (hacimce
1:3 sulu) 30 dakika slresince temizlendikten sonra oksijen plazma cihazinda 30
dakika suresince isleme tabi tutulmustur. Ardindan fiziksel buhar birikim (PVD)

cihazinda 3 nm Cr (yapistirici tabaka) ve 32 nm Au ile kaplanmistir. Bu
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kombinasyonun 532 nm dalga boyunda ve 63° gelis acisinda SPR rezonansi

verdigi bilinmektedir.

3,5-dikarboksil benzendiazonyum tetrafloroborat tuzu, 0,05 M tetrabutil-amonyum-
tetrafloroborat (TBATFB) iceren asetonitril icerisinde elektrokimyasal olarak
indirgenmistir (Sekil 3.11.1). indirgeme sonucunda elde edilen izoftalik asit
immobilize edilmis ylzey, temizlendikten sonra su ve etanol ile yikanmistir.
Yuzeylerin kalinhk olgumleri, Bolum 3.6.1'de belirtilen cihaz kullanilarak 532 nm
dalga boyunda ve 62° gelis acgisinda, elipsometrik olarak belirlenmistir. Akig
hiicresi ile gerceklestirilen SPRe-TIRE uygulamasi ise 62° gelis acisinda ve Cu?*

¢cozeltisi 5 yL/dakika akis hizinda gonderilerek gerceklestiriimistir.

OH
HO OH

+e
— >

N u
\\
N_

HO

Sekil 3.11.1 - izoftalik asit modifikasyonunun sematik gésterimi

3.11.2. Sonuglar

3.11.2.1. IPA-Au yuzeyin hazirlanmasi

Altin yuzeyinde iso(COOH),PAu (IPA-Au) yuzeylerin olusturulmasinda elde edilen

voltamogramlar Sekil 3.11.2°de gosterilmigtir.
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Akim (pA)

Gerilim (V)

Sekil 3.11.2 - IPA-DAS indirgemesine ait voltamogram.

Sekil 3.11.2°de gorulen tersinir olmayan katodik pikin IPA-DAS indirgenmesi ile
olusan radikalden ve bu radikalin kovalent olarak Au ylzeye baglanmasindan
ortaya c¢iktigr dusunulmustur. Ardisik taramalarda IPA-DAS indirgemesi, yuzeyin

dolmasi nedeniyle engellenmigtir.

Sekil 3.11.3’te indirgeme dongulerine karsilik IPA tabakasinin kalinhk degisimi
goOrulmektedir. Kalinlik élgimleri 50 ym x 50 um alanda, 4 bodlge otomatik sifirlama
islemi ile elipsometrik olarak yapilmis, model parametreleri substrat (SF10)/Cr
film/AuFilm/organik tabaka/hava igin sirasiyla; 1,78; 3,04;0,414; 1,46 ve 1,00
olarak alinmistir. Bilinen kalinlik degerleri Au:32 nm, Cr: 3 nm’dir. ilk bir kag
dongude kalinhik artmamig, ylzey tek tabaka doygunluguna ulagsmistir. Asiri
indirgeme donglsu sonucu ise molekller birikim ortaya ¢ikmis ve yigilma
nedeniyle kalinlik hizli bir sekilde artmistir (coklu tabaka olusumu). Bu durum 2

boyutlu elipsometrik goruntulerde de gorulmektedir (Sekil 3.11.4).
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Sekil 3.11.3 - indirgeme déngdileri ile IPA tabakasi kalinligindaki degisim

Sekil 3.11.4’te goéruldugu gibi homojen olmayan yuzey nedeniyle ¢oklu birikim
baglayan cekirdeklenmeler gozukse bile tek tabaka varsayimi 1 ve 2 dongu igin
gecerli sayilabilir. Dongu sayisi artirildiginda gekirdek olugumlarinin arttigi ve bu
bdlgede yigiimalarin basladigi, Sekil 3.11.4 (c) ve daha ylksek dongude c¢oklu
tabakalarin yayilmasi (Sekil 3.11.4 d) ile ylzey homojenliginin olduk¢a bozuldugu

gorulmektedir.
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Sekil 3.11.4 - IPA-DAS indirgenmesi ile yuzey morfolojisindeki degisiklik (2 boyutlu

elipsometrik gorintt) a) 1, b) 2, c) 3 ve d) 5 déngu igin.

IPA-Au yiizeyine Cu®* adsorpsiyonu 50 uL hacimli akis hiicresinde Kretschmann
geometrisine uygun yapilandirmaya sahip dizenekte gergeklestirilmistir. 60° SF10
prizma ¢oklayici ile dlgimler 62° gelis agisinda (beklenen SPR agisinin -63°- 1°
altr) alinmigtir. Deney sirasinda optik emisivitye bagl degisimler dlguleceginden

A(delta) parametresi incelenmistir.

3.11.3.2. Cu®** adsorpsiyonuna ortam pH’inin etkisi

Asetat tamponunda 1x10° M Cu?* c¢ozeltisi, farkli pH’larda yiizeye gdnderilerek,
ortam pH’Inin sensor tepkisi Uzerine etkisi incelenmistir. $ekil 3.11.5'te pH 4, pH

4,5 ve pH 5,0 icin sensor tepkileri gosterilmistir. Optimum pH, baglanmanin daha
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yuksek oldugu (ve dolayisiyla sensor tepkisinin daha yuksek oldugu) pH degeri

olarak (pH 4,5) belirlenmigtir.

[ee]
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Sekil 3.11.5- Farkli pH’larda asetat tamponu igerisindeki Cu?* ¢ozeltisi ile elde
edilen SPRe-TIRE sonuclari

Sensor hassasiyeti ve dogrusalligi ile ilgili ¢calismalar, belirlenen pH degerinde

gergeklestirilmistir.

Farkli derisimlerdeki Cu?®* ¢ozeltisi (asetat tamponu, pH 4,5) 10 plL/dakika akis
hizinda ylzeye gonderilmis ve gergcek zamanli sensor tepkisi alinmigtir. Bagil
sensoOr tepkisinin zamana bagh degisimi Sekil 3.11.6’da gosterilmistir. Sensoér
tepkisinin dlciilecedi calismada Cu?* derisimi 1x10* M ila 1x10® M arasinda
secilmistir. Dengeye ulasildiktan sonra, asetat tamponu gegirilerek yuzey yikanmig
ve fiziksel olarak zayif kuvvetlerle bagli iyonlarin ylzeyden uzaklastiriimasi

saglanmistir.
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Sekil 3.11.6 - Farkl derisimlerdeki Cu?* iyonu igin SPRe-TIRE uygulamasindan
alinan sensor tepkileri (pH 4,5 asetat tamponu, oda sicakligr).

Dengedeki sensoér tepkisi, derisime karsi grafige gecirildiginde (Sekil 3.11.7) yari
logaritmik bir tepki alindigi gorulmustar. Sensor 1x10° M — 1x10® M araliginda
dogrusal tepki vermistir. Dogrusal bdlgenin regresyon katsayisi r’= 0,98 olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.11.7 — Cu? derisimine karsilik dengede ulasilan sensor tepkisi

sonugclarindan elde edilen kalibrasyon grafigi.

Denge derigimleri ile ylzey dolulugu, Langmuir modeline gobre grafige
gegcirildiginde Sekil 3.11.8'de gosterilen dogrusal degisim elde edilmigtir. Bu

durum baglanma karakterinin kompleks olugsturma yonunde oldugunu dogrular.
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Sekil 3.11.8 - Cu?* adsorpsiyonunun Langmuir modeline uygulanmasi.

Yalnizca dielektrik sabitinde k degerinin degismesine neden olan iyon
adsorpsiyonu, bu calismada basarili bir sekilde gerceklestirilerek SPRe-TIRE
uygulamasi ile es zamanli olarak gdézlenmistir. SPRe- TIRE uygulamasinin bir
avantaji olan bu durum, molekuler birikim olmayan yuzeylerde elektron mobilitesini
degistirebilecek herhangi bir fizikokimyasal surecin de goOzlenebilecegini

gOstermigtir.
Bu nedenle, mevcut galigmanin uygulama alanlarina:

1. Yuzeyde enzim aktifliginin kontrolu

2. Yuzeyde yukseltgenme indirgenme reaksiyonlari

3. Yuzeyde elektron aligverisi

4. Ylzeye tutturulmus katalizorlerin yaslanma denemeleri vb. fizikokimyasal

surecler de ilave edilebilir.
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4. YORUM

Biyosensoarlerin spesifik hedefin miktarina bagl olarak surekli ve bazi durumlarda
es zamanli veri Uretebilmesi, hedef seciciliginin yliksek olmasi, 6zellikle belirli esik
degeri Uzerinde “var-yok” tanisinin hizli olmasi gibi tercih edilen 6zelliklerinden
dolayi, tez calismasinda “biyosensor” olarak gelistirilebilecek sensorler Gzerinde

calisiimistir.

Sensodr sistemlerinin  tekrarlanabilirlik, duyarlik, tayin hizi ve guavenilirligini
artirmaya yonelik temel parametreler, bir sensoru olusturan bilesenler temelinde

gruplar halinde incelenmistir.

Sensor bir “duyarll” tabaka, bir transduser (gevirici) ve bu transdiserden alinan
verinin islendigi ve guglendirildigi elektronik birimden olusur. Tez ¢aligmasina esas
olan “optik temelli” transdlsere sahip sensorlerin tercih edilmesi, tez ¢alismasi
sonucunda elde edilen bilgi birikiminin ucuz, taginabilir, kitlesel Gretime uygun,
birden fazla tirin analizinin yapilabildigi; “ihtiyaca yoénelik” sensorlerin
uretiimesinde ve gelistiriimesinde bir basamak olacagl dusuncesinden ortaya
cikmigtir.

Tezin “2. Genel Bilgiler’ bolumunde belirtildigi gibi; mevcut olan transdiser
sistemlerinden sahada kullanima uygun olan “optik esasl” sistemler, son 15 yilda
ilgiyle izlenen ve gelismis calismalarin son 10 yildir surdaraldagu, “guncel”,

“guvenilir” ve “gelistirmeye uygun” sistemlerdir.

Yuzey plazmon rezonans sensorleri ve elipsometrik sensorler, “reflektans” esasli
Olcim sistemleridir. Her iki yontem de, analizi yapilan 6rnege zarar vermeyen bir
analiz yontemi oldugundan, coklu dogrulama gereken analizlerde bir analiz

basamagi olarak kullanima da uygundur.

SPR, elipsometrik sistemlere oranla daha az duyarli olmasina ragmen,
kUgultulebilme kapasitesine sahip bir analiz sistemidir. Bunun aksine, henuz
kugultme ile ilgili calismalar gergeklestiriimemis olan elipsometrik sistemler ise,

SPR sistemlerine oranla 10° ila 10° kat daha duyarli bir sistemdir.

Tez cgalismasinda her iki sistemde ayri ayri ve butlnlesik olarak denemeler

yapilmistir.
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Bir biyosensorin duyarh olan kismi, biyomolekuler tani boélgesi olup; gerek SPR,
gerekse elipsometre sistemlerinde substrat yuzeyine “immobilize” edilir ve tani,
yuzey reaksiyonlari ile gergeklestirilir. SPR ile molekuler birikime cevap alinirken,
elipsometre ile dielektrik sabiti ve molekuler birikim i¢in sinyal alinabilir. Bu durum,
elektron haraketlerinin gerceklestigi, yukseltgenme-indirgenme tepkimelerinin
olustugu veya katalitik sistemlerde de, molekller birikim olmaksizin

elipsometreden cevap alinmasini saglar.

Tez calismasinda SPR, Elipsometri ve SPR ile guglendiriimig elipsometri (SPRe-
elipsometri) yontemleri denenmistir. Her bir ¢calismada tayin sinirinin ¢ok dusuk
olmasina ragmen bu ydntemlerden SPRe-TIRE (bir baska deyisle i¢ten tam

yansimali elipsometri) ylizeyde iyon tayininde basarili olarak kullaniimistir.

Transduser biriminin ardindan, ikincil temel degisken “biyosensor” yongasidir. Tez
calismasinda agirlikh olarak, sensor yongalarinin substrat sec¢imi, hazirlik
safhalari, immobilizasyon igin yontem segimi ile immobilizasyon parametreleri ve

immobilize edilen molekul gruplari Gzerinde ¢alisiimigtir.

Bu genel calisma programina ilave olarak, tez ¢alismasinda elde edilen giktilar
asagidaki gibi ayrintilandirilabilir. Tez kapsaminda gerceklestirilen ve 11 bdlim
olarak incelenen calismalarin genelinde elde edilen ¢iktilar; temel hedefler ve
temel kazanimlar alt baglklari seklinde bu bdlimde verilmigtir. Temel hedefler
asagidaki sekilde siniflandirilabilir: a) Ylzey plazmon rezonans (SPR) sensorunun
optik yapilandirmasi (Bolim 3.1) b) Taban malzeme seg¢imi (Bélim 3.1, Bélim 3.2,
Bolim 3.6) c¢) immobilizasyon teknikleri (Bélim 3.6, Bélim 3.7), d) Mikro-
desenleme (Bolum 3.3, Bolum 3.4), e) Duyarlik artirici yontemler (Bolum 3.8,
Bolim 3.9, B6lim 3.10 ve Bolum 3.11) .

Bolum 3.1°de gerek mevcut calismada, gerekse ileriki asamalarda substrat
seciminde kullanilmasi amaglanan; bir matematiksel yaklagimla yansima
esitliklerinin ¢ézlilmesi sonucu “reflektans” esasli calisan SPR ve elipsometrenin
modellenmesi iglemi gergeklestirilmistir. Tezde, yalnizca tek duzlemdeki polarize
ISk degisimini inceleyen bir yaklagim kullanilarak, yalnizca SPR igin reflektans

egrileri elde edilmigtir. Elipsometri icin kullanilan modeller nispeten karmasik olup
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cihaz Uretiminde temel basamaktir. Bu nedenle ticari agcidan muhtemel kayiplar

olmamasi i¢in tez kapsaminda verilmemistir.

izotropik malzemelerde ve uniform yiizeylerde modeller tam kesin sonuclar
vermektedir. Deneysel calismalarda olusan ideal olmayan ortam ve yuzey
bozukluklari nedeniyle modelleme ile deneysel c¢alisma arasindaki yakinlik,

ornegdin tez kapsamindaki bir galismada *+ % 0,6 olarak bulunmustur.

Bolum 3.1’de elde edilen model ile yalnizca temel ve kolay ulasilir taban
malzemeleri icin bir optimizasyon yapilmis olsa da; modelin farkli tlrde bilesen
(substrat/metal tabakasi/ organik tabaka) kombinasyonlarinda da basar ile
uygulanmasi mumkudndur. Ayrica yine tez kapsaminda verilmemis olsa da, kinetik
modellerin de uygulanmasi ile herhangi bir analizin “ideal” sonucunu belirlemek

mumkundur.

Bolum 3.2’de sensoér yongalarinin hazirlik ve Uretim safhalarinda uygulanacak
temizlik yontemleri karsilastirilmistir. Substratin cinsine ve kirlilik miktarina gore
degisken olan bu yaklagimlarin, iyi bir sekilde anlagilmasi; duyarlik siniri sub-nano
olan SPR ile z-boyutu ¢6zundrligu sub-nano olan elipsometre ve nanometre olan
atomik kuvvet mikroskobu gibi yontemlerde guvenilir ve tekrarlanabilir sonuglar
alinmasi agisindan 6nemlidir. Temizleme igin Kirlilik miktari belirli (bir baska
deyigle Uzerinde tek tabaka molekul immobilize edilmis) substratlar
kullaniimistir.Bu yaklasim, kalinlik ortalamalarinda yuksek standart sapma
degerlerine neden olmussa da (tek tabaka olusumundan 6nce tim ylGzeylerin ayni
yontemle ilk temizliginden dolayi), secim sirasinda istatistiksel olarak anlamli
sonugclar vermistir. Deneysel hatanin miktarini belirleyecek referans temizlikte bir
malzeme bulmak mumkin olmadigindan bir karsilastirma yapilamamis ve relatif
temizlik degerlendirilmigtir. Uygulama esnasindaki kolaylik ta g6z onlne alinarak

bu bolumde, kuru yontemlerin temizlik agisindan uygun olduguna karar verilmistir.

Bolum 3.3 ve Bolum 3.4’te, bir yonga Uzerinde birden fazla molekulin tayininin
saglanmasi i¢in en uygun yontem, taban malzemede mikrodesenlenmis algilama
bolgeleri olusturmaktir. Bu sayede mikro akigkan kanal yaklagimindan
uzaklagilarak, akistan kaynaklanan sorunlarin en aza indirilmesi dusunulmaustur.

Kullanilan cihazlarin (AKM hari¢) dizlemsel (x-y) ¢ozinurlUkleri mikro-seviyede
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oldugundan, desenlemenin mikro Olcekte yapilmasi uygun gorulmustur. Bolum
3.3’te Ink-Jet litografi calismalari yapiimis ve teorik olarak 4 ym ¢ozunurluge sahip
sistemde uygulanabilir desen buyukluga 30 uym olarak belirlenmigtir. Sinirlardaki
sapmalar, bazi durumlarda £ 10 um’ye ulasabilmektedir. Tek tabaka molekil
immobilizasyon hizi, baskilama hizina esit olan bu sistemle fabrikasyon kolayhgi
olmasina ragmen, analiz bolgesine girebilecek desen sayisinin artiriimasi
amaglandigindan mikrodesenleme yontemi olarak fotolitografi ile de galisiimistir.
Fotolitografi calismalari, farkh desen ve boyutlardaki desenlerin, substrat
yuzeyinde fotolitografik olarak olusturulmasi ile gergeklestiriimistir (Bolum 3.4).
Sinirlan belirli ve immobilizayona uygun mikrodesen boyutu 50 ym (desen) x 50
pm (aralik) olarak belirlenmistir. Her iki sitem de (gerek Ink-Jet litografi, gerekse

fotolitografi) el yapimi dnitelerdir.

Tezin bir sonraki basamaginda, fotolitografi ile elde edilen desenlerden alinan
SPR sinyali, mikrodesen buyuklugu ile karsilastirimistir (Bélum 3.5). Teoride,
mikrodesende alinan sinyalin degismemesi beklenirken, Uretimden kaynaklanan
sorunlar ve zorluklar nedeniyle, 20 ym desenli ylzeylerde alinmasi gereken
sinyalin yaklagik % 20’si oraninda sinyal elde edilmistir. Mevcut sistemde en

uygun mikrodesen boyutu olarak 100 pm tercih edilmistir.

Bolum 3.6’da temel substratlardan birisi olan ve kimyasal yapisi ucuz bir substrat
olan cama benzeyen ancak yuzey kalitesi mikemmel bir substrat olan Si(001)
yuzeyde, kendiliginden diizenlenen tek tabakalarin (SAM) olusumu incelenmigtir.
Amin sonlandinimis tek tabakalarin olusturuldugu bu bolimde N(3-
trimetoksipropil) dietilen amin (TPDA) kullaniimis ve tek tabaka icin uygun
immobilizasyon derisimi ve slresi sirasiyla 2 saat ve hacimce %2,0’lik etanol
¢cozeltisi olarak bulunmustur. Sdricu glcun ve alikonma siresinin artirilmasi ile
yuzeyde yigin olusumu gergeklestigi, ¢oOzeltide olusan oligomerlerin yuzeye
adsorplanarak ¢oklu ve uniform olmayan tabaka olusturdugu gézlenmistir. Ayrica,
yuzeyde ylUksek enerji deformasyonlarinin oldugu noktalarda baslayan bu c¢oklu
tabaka birikiminin, adaciklar halinde gercgeklestigi ve derigsim artigi ve alikonma

suresinin artiriimasi ile gapinin ve yuksekliginin arttigi gorulmustar.
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Molekdllerin  birbirini tanimasini saglayan kuvvetler, ¢ozucu tipine bagli
oldugundan; ornegdin hidrojen baglari ile olugan ve bir arada tutulan tek tabakalar
su ve alkol gibi hidrojen bagi yapan c¢oézuculerde kararli olamaz. Bu nedenle
¢alismanin bu basamaginda, dielektrik sabiti 20 ila 2 arasinda degisen
(hidrofilikten hidrofobige) farkli ¢éziculerde tek tabaka olusumu da incelenmistir.
TPDA-Si cifti igcin etanol, aseton gibi 20 ve Uzerinde dielektrik sabitine sahip
¢ozuculerde tek tabaka olusumu gozlenmistir. Benzen gibi hidrofobik ¢ozuculerde
ise, oligomer olusumu gerceklesmis ve tek tabakanin yaklasik 15 kati kalinhiginda

molekuler yigihm tespit edilmistir.

Bolum 3.7°'de, ¢ok basamakli ve tabaka Ustu tabaka yerlestirme yaklagimi ile
yuzey fonksiyonellestirme c¢alismasi gerceklestirilmistir. 1gG’nin  dizensiz
immobilizasyonu ile spesifik antijene baglanmayi saglayan Fab bdlgelerinin
engellenmesi s6z konusudur. Calismanin bu boéluminde Protein A kullanilarak
IgG’nin yonlendirilmis sekilde ylzeye immobilize edilmesine calisiimistir. Bu
amagla Si substrata sirasiyla 3-glisidoksipropil trimetoksisilan (GPTS) tek tabakasi
immobilize edilmis ardindan 2-2’-(etilendioksi) dietilamin (EDA) kullanilarak yluzeye
Protein A immobilize edilmigtir. En son basamakta ise floresanh 1gG
immobilizasyonu ile yonlendirmenin gergeklestirilip gerceklestiriimedigi kontrol
edilmistir. Coklu tabakada, ¢6zlcu tipi, immobilizasyon suresi gibi degiskenler her
bir basamak igin ayri ayri optimize edilmistir. Bu ¢alismada ayrica atomik kuvvet
mikroskobu ile goruntuler alinmis ve EDA immobilizasyonu sirasinda dusuk

derisimlerde bile oligomerlesme igin ¢gekirdeklenmenin olustugu gézlenmisgtir.

Caligsmanin bir sonraki basamaginda, alternatif sensor sistemi olan elipsometre
kullanilarak, Bolim 3.7°de elde edilen bilgi birikimi dahilinde fonksiyonellestirilen
yuzeye oligonukleotid prob immobilize edilerek DNA tani sensoru yapilmistir.
Bolum 3.8'de, 3-merkaptopropil trimetoksisilan (MPTS) ve 5’ucunda tiyol
fonksiyonel grubu ve uzatma molekulu olarak 15 Timin bazi igeren oligonukleotid
prob kullanilarak, tabaka Ustl tabaka immobilizasyon ydntemi ile calismalar
gerceklestiriimisti. MPTS ve ODN prob immobilizasyon suresi, ¢ozucu tipi, vb.
degiskenler optimize edilerek yuzeyde duzenli tabaka olusumu gerceklestiriimigtir.
Calismanin bu bdlimunde, ¢ozuclu etkisinin tek tabaka olusumu Uzerine etkisi
oldugu bilindiginden, dielektrik sabiti 33 ila 2,3 arasinda degisen 7 tip ¢bzlcu
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denenmigtir. Hidrofilitesi yuksek ¢ézlcu gruplari ile MPTS’nin hidrofilik ug grubu
¢ozunup, uygun etkilesimle tek tabaka olusumu saglarken; hidrofobik ¢ozuculer ile
agregat ve ¢oklu tabaka olusumu gozlenmistir. 50 nM ODN hibridizasyonu sonucu
0,3 “’lik bir sensor sinyalinin elde edildigi bu ¢calismada, kalibrasyon egrisi 0 uM —
2,5 uM ODN derisiminde 0,96 regresyon katsayisi ile dogrusal ¢ikmistir.
Hibridizasyonun es zamanli olarak incelenmesi ile alinan sinyalin dengeye gelmesi

(bir bagka deyisle analizin tamamlanmasi) 20 dakikada gergeklesmigtir.

Bolum 3.9'da daha farkh bir yaklagsim denenerek, altin nanopartikillerin SPR etkisi
ile elipsometrik sensorin avantajlarinin birlestirimesi amacglanmistir. Bu bolimde,
cam substrat lGzerine adimli ylzey modifikasyon yontemi ile altin nanopartikiller
yerlestiriimis ve bu partiklllerin igten tam yansima elipsometrisinde (TIRE)
hassasiyet artisina neden olup olmadigi incelenmigtir. 3-aminopropll
trimetoksisilan (APTS) tek tabakasi olusumu igin optimizasyon yapilmig ve cam
yuzeyde vyuzey bozukluklarinin ¢ok daha sik olmasi nedeniyle, agregat
olusumunun da silikon yuzeye gore daha yuksek oldugu gozlenmistir. Altin
nanopartikuller, ayri basamakta fonksiyonellegtiriimis ve sonradan tek tabaka
immobilize edilmis ylzeye baglanmigtir. Altin nanopartikullerin immobilizasyon
suresi uzatildiginda, partikll immobilizasyonun misel formunda gercgeklestigi
g6zlenmistir. TIRE sensorinde BSA (sigir serum albimini), model biyomolekl
olarak kullanilmigtir. Au nanopartikul (AuNP) immobilize edilmis sistemde, AuNP
bulunmayan sisteme gore relatif % 450 daha duyarl bir sensér cevabi alinmigtir.
Sinyaldeki artisin gerek LPR (lokalize plazmion rezonans) olgusundan, gerekse

yuzey alaninin relatif artisindan gercgeklestigi disuniimustar.

Mikrodesenlenmis SPR ylzeylerinde M. Tuberculosis oligontkleotid sensoru
denemesi, fotolitografi ile olusturulmus 200 um’lik kuyucuklarda gercgeklestirilmistir
(Bolum 3.10). Prob immobilizasyonun ardindan, farkh derigsimlerde eslenik ile
yuksek derisimde eslenik olmayan hedef hibridizasyonu sonucu sensor tepkisi
incelenmistir. Bu bdlimde prob immobilizasyonu, SH sonlandiriimis problarin
kendiliginden dizenlenmesi yodntemi ile gergeklestiriimisti. SH sonlanmis
molekuller yuzeyde oldukga siki istiflenmis bir formasyonda dizildiginden, nispeten
uzun prob molekullerinin sterik engelleme olugsturmasini engellemek amaciyla,

disuk derisimde immobilizasyonun ardindan merkaptohekzanol ko-immobilize
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edilmigtir. Bu sayede, yuksek derisimde purin ve pirimidin bazlarindaki azotun
bosta kalan altin yuzeyi ile non-spesifik etkilesmesi de engellenmigtir. Ayrica MCH
kullanimi, nispeten rijit olan bu 6 karbonluk birimin, prob molekuline de takilmis
olmasi nedeniyle probun ylzeyde dik durmasini saglamak agisindan da 6énemlidir.
Bu bolumde, sensor kalibrasyon egrisi 0,90 regresyon katsayisina sahip bir dogru
cikmistir. Sensériin dogrusal araligi 500 nM — 2000 nM olarak belirlenmistir (R? =
0,97). Kalinlik dlgumleri ile prob igin yuzeyde toplam doluluk oraninin % 20 oldugu
bulunmustur. Eslenik olmayan ODN hedeflerin gonderilmesi ile 0,05 uM’lik eglenik
hedefte elde edilen sinyalin yaklasik 1/5’i sinyal elde edilmis ve sensorun yuksek

secicilikte caligtigr gorulmustar.

Son olarak, SPR ile gugclendiriimis TIRE sensor uygulamasi gergeklestirilmistir
(Bolum 3.11). 3,5-dikarboksil benzodiazonyum tetrafloroborat’in elektrokimyasal
olarak Au yuzeyde indirgenmesi ile olusturulan iso-(COOH),P-Au (izoftalik asit)
yiizey, sulu ¢ozeltiden diisiik derisimde Cu®* iyonu tayininde kullaniimistir. SPR
sensoOru kltlesel birikime cevap veren (bir baska deyigle birikimle gerceklesen
kirlma indisi deg@isimine) bir sensor olmasina ragmen, TIRE sensor ile
birlestirilerek 50 nM Cu?* (pH 4,5) tayin siniri elde edilmistir. Ayrica bu bélimde,
tezin diger kisimlarinda kullanilan kendiliginden dizenlenen tek tabaka yaklagimi
yerine alternatif bir yaklasim (elektrokimyasal indirgeme) kullanilarak, yuzey
immobilizasyon tekniklerinin  esnekligi de gosterilmistir. Coklu indirgeme
dongulerinde, yluzeydeki homojen olamayan noktalardan tabaka birikiminin oldugu
elipsometrik analizlerle gosterilmistir. SPRe-TIRE sensériiniin 1x10° M ila 1x10°
M arasinda regresyon katsayisi 0,98 olan bir dogrusal tepki verdigi gorulmuagtar.
Deney sonucu, Langmuir adsorpsiyon izotermine uygun sonuglar vermis olup,

kompleks olusumlu adsorpsiyon olusumunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir.

SPRe-TIRE uygulamasi dielektrik sabitindeki degisimlere duyarli oldugundan, bu
yontemin yuzeyde elektron mobilitesinin degistigi herhangi bir fizikokimyasal
surecin izlenebilmesinde kullanilabilecegi gortlmustar. Tez ¢calismasinin sonunda:
1) ylzey immobilizasyon teknikleri ile taban malzeme sec¢imi ve uygulamasindaki
esneklik; 2) tabaka olusumlarinin kontroli ve duzenlenmesindeki esneklik; 3)
mikrodesenleme konularindaki esneklik ile 4) optik sistemlerin

kombinasyonlarindaki avantajlar nedeniyle, SPR (ylzey plazmon rezonansi), LPR-
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TIRE (lokalize plazmon rezonans ile gu¢lendiriimis icten tam yansimali elipsometri;
tez kapsaminda yeni yaklagim), TIRE (icten tam yansimali elipsometri), SPRe-
TIRE (yUzey plazmon rezonans ile guglendirilmis igten tam yansimali elipsometri;
tez kapsaminda nispeten yeni ve gelistiriimis yaklasim) esasli optik sensorlerin
uygulamada basarili oldugu ve uygulama konularinin olduk¢a esnek oldugu
gorulmistir.  Ozellikle SPRe-TIRE uygulama alanlarina, yilizeyde enzim
aktivitesinin es zamanl kontroll, destek materyalindeki katalizorlerin etkinliginin
kontroli ve yukseltgenme/indirgenme reaksiyonlarinin es zamanl olarak yuzeyde

incelenebilmesinin eklenebilecegi 6ngoralmustar.
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EK

SPR EGRILERININ ELDE EDILMESI iGiN KULLANILAN MATLAB RUTINi

clc;

% Fresnel yansima esitlikleri kullanilarak SPR spektrumu modeli

fprintf ('3 Tabakali Kompleks Fresnel SPR Benzestirme Programi / 290606/ Rev
1");

% Bu 0Ornekte yalnizca altin tabakasi i¢in pol-fit yapiimaktadir.
%=Au kirilma indisi verileri

%nfitau=[1.034280083650685e-018 -9.393384648062710e-015
3.559912034480375e-011 -7.095378439199873e-008 7.771566674031558e-005
-4.360627933364691e-002  9.833351788000456e+000];%Complied from Corn

%% alternatif

%kfitau=[1.501913326761430e-022 3.513179495316330e-015 -
2.342334887005757e-011 6.113864494137533e-008 -7.800397144125699e-005
5.634910683265963e-002 -1.309525881886629e+001]; %Complied from Corn

%%alternatif
%%

%lambda1=[100 103 105 107 109 111 113 115 117 119
122 124... 1640 1645 1650];%verilerin tamami verilmemigstir

%nau=[1.4400e+000 1.3900e+000 1.3800e+000 1.3600e+000 1.3500e+000
1.3400e+000 ..... 5.4530e-001  5.4850e-001  5.5180e-001  5.5510e-001
5.5850e-001 5.6180e-001 5.6520e-001 5.6870e-001 5.7220e-001 5.7570e-001
5.7930e-001 5.8290e-001 5.8660e-001]; Y%verilerin tamami verilmemigtir

%kau=[7.3000e-001 7.1000e-001 7.1000e-001 7.2000e-001 7.3000e-001
7.4000e-001 7.6000e-001.....1.1245e+001 1.1283e+001 1.1322e+001
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1.1360e+001 1.1398e+001 1.1436e+001 1.1474e+001 1.1512e+001];

Y%verilerin tamami verilmemigtir

%Fiziksel sabitler ve degiskenler
array_index = 0;
¢ = 3e08;

wavelength =6.32e-07;% Kullanilan lazerin dalga boyu, m olarak

%Baslangig agilari ve adim

start_angledeg = 30.00; %Girdi derece cinsinden, hesaplamalarda rad
end_angledeg = 85.00;

anglestepdeg = .01;

nof1=1.58; %(dis ortam veya SPR durumunda Kretschmann prizma)
kof1=0;

index1=nof1 - (kof1) * i;%SF10 @ 25 degree C

% agilar ve acgisal frekans hesaplanmasi
start_angle = start_angledeg *(pi / 180);
anglestep = anglestepdeg *(pi / 180);
end_angle = end_angledeg *(pi / 180);

w=2*pi*c/wavelength;

% %interpolasyonla kirilma indisi - gold layer
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%%wavenm= wavelength *(1e9);

%%n2=interp1(lambda1,nau,wavenm,'spline'); %istenildiginde devreye sokulabilir
%%k2=interp1(lambda1,kau,wavenm,'spline');

%%index2 = n2 - i*(k2);%defines refractive index of the layer

nof2=0.4578;

kof2=2.2535;

index2 = nof2 - (i*(kof2));%metal tabakanin kirilma indisi degerleri

nof3=1.33;
kof3=0;

index3 = nof3 - (i*(kof3));% analizi yapilan tabakanin kirilma indisi, kinetik

calismada zamanin fonksiyonu olarak girilebilmektedir.

% Her bir tabakadaki gelis agisinin hesaplanmasi
for theta = start_angle:anglestep:end_angle;
array_index = array_index + 1;

theta1 = theta;
theta2=asin((index1*sin(theta1))/(index2));
theta3=asin((index2*sin(theta2))/(index3));
costheta2=cos(theta2);

costheta3=cos(theta3);

betus=2*pi*(thickness2/wavelength)*index2*cos(theta2);
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% Fresnel esitligi q teriminin hesaplanmasi

subp1=(index2*cos(theta1))-(index1*cos(theta2));
subp2=(index2*cos(theta1))+(index1*cos(theta2));
subp3=(index3*cos(theta2))-(index2*cos(theta3));

subp4=(index3*cos(theta2))+(index2*cos(theta3d));

react1=(subp1)/(subp2);

react2=(subp3)/(subp4);

%%if (imag(react1) > 0)
%%react1 = react1 * neg;
%%end

%%if (imag(react2) > 0)
%%react2 = react2 * neg;

%%end%kontrol amacl kullanilabilir

% Fresnel katsayilarinin hesaplanmasi
Renum=react1+(react2*exp(-2*i*betus));
Redenum=1+(react1*react2*exp(-2*i*betus));
Rprod=abs(Renum/Redenum);

% Refraktivitenin hesaplanmasi

R=Rprod"2;
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%R=Renum/Redenum;
xaxis(array_index) = theta1;
reflection(array_index) = R;

end

[rmin,xmin] = min(reflection);%SPR Minimumunun bulunmasi

xmin = (start_angle + (xmin * anglestep)) * (180/pi);

[rmax,xmax] = max(reflection); %kritik aginin "shark fin" bulunmasi

xmax = (start_angle + (xmax * anglestep)) * (180/pi);

thetadiff = xmax-xmin;

refdiff = rmax-rmin;

xaxis = xaxis * (180/pi);

plot(xaxis,reflection);

title('Gelis agisinin fonksiyonu olarak Isik siddeti');
xlabel('Gelis agisi (derece)");

ylabel('lsik siddeti");

axis([30 85 0 1]);

%%Parametrelerin yazdiriimasi

%%ptext1 = sprintf('T1:%2.2em R1:%2.2¢e',thickness1,index1);

% %ptext2 = sprintf('T2:%2.2em R2:%2.2¢e',thickness2,index2);
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% %ptext3 = sprintf('T3:%2.2em R3:%2.2¢e',thickness3,index3);

wavelengthu= sprintf('=%2.2em’',wavelength);

mindat = sprintf('xmin:%2.5f Rmin:%2.5f' ,xmin,rmin);
maxdat = sprintf('xmax:%2.5f Rmax:%2.5f ,xmax,rmax);
%R min’ince 6gutulmus kati verilmesi

mindat

% %text(5, .85, ptext1);
%%text(5, .80, ptext2);

%%text(5, .75, ptext3);

text(5, .50, "\rm \lambda_i");
text(8,.50,wavelengthu);
text(5,.45,mindat);
text(5,.325,maxdat);

CC=[rmin,array_index];

%Matris olarak sonuglarin kaydedilmesi
A=[xaxis;reflection]’;
csvwrite ('sprdata.csv',A);

csvwrite ('sprdata3.csv',CC);
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