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OZET

Melanom Tespiti icin MEMS Tabanh Biyosensér Tasarimi ve Analizi

Pelin AKCALI
Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah
Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Sevil OZER
ARALIK 2022, 53 sayfa

Bu ¢alisma kapsaminda melanom biyobelirteci olan MITF ve D5 antikoru arasindaki
spesifik etkilesim dinamiklerinden ve molekiiller arasi baglanma yeteneginden
faydalanilarak bir Atomik Kuvvet Mikroskobu konsolunun fonksiyonal hale
getirilerek MEMS tipi bir mikro konsol biyosensor tasarlamasi yapilmistir. Mikro
konsolun yiizeyi, MITF antijenine 6zgii oldugu bilinen D5 monoklonal antikorlar
(anti-MITF) ile kaplanmistir. MITF antijeni eklendiginde, MITF antijeni ile D5
antikoru arasinda birbirlerine olan affiniteleri nedeniyle biyokimyasal reaksiyonlar
meydana gelir ve bir antijen-antikor kompleksi olusur. Bu kompleks konsol tizerinde
stres ve gerilim olusturur. MITF-DS5 arasindaki etkilesimler sonucu gerceklesecek
gerilim veya stres, konsolun rezonans frekansindaki sapma degerinden tespit
edilmistir. Konsol tipi mikro biyosensdrlerin yiizeyinin fonksiyonlastirilmasi Sonlu
elemanlar analizi (FAE) kullanilarak yapilmistir. Simiilasyon sonuglari niimerik
hesaplamalar ve AKM sonuglar1 ile desteklenmistir. Elde edilen simiilasyon
sonuglarinda mikrokonsol lizerine tanimlanan D5 ve MITF antijenlerinin birlesimi
sonucu ortaya ¢ikan sapma degeri V tip mikrokonsol i¢in, rezonans frekansi 155.91
kHz , Dikdortgen tip mikrokonsol i¢in ise rezonans frekansi 14.910 kHz olarak
hesaplanmistir. Yapilan Teorik ve simiilasyon sonuglarinda % 0.6436 ve %17.46

degerinde hata payina rastlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Melanoma, MITF,D5,Antijen-Antikor etkilesimleri, AKM

Konsolu, Konsol tipi Biyosensor



ABSTRACT
MEMS-Based Biosensor Design and Analysis for Melanoma
Pelin AKCALI
Istanbul Yeni Yiizyl University, Science and Engineering Institute
Master Thesis, Biomedical Engineering Department
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Sevil OZER
December 2022, 53 pages

Within the scope of this study, a MEMS type microcantilever biosensor was designed
by functionalizing an Atomic Force Microscope (AFM) console by taking advantage
of the specific interaction dynamics and intermolecular binding ability between MITF
and D5 antibody, which are melanoma type cancer biomarkers. The surface of the
microcantilever is coated with D5 monoclonal antibodies (anti-MITF) which is known
to be specific to the MITF antigen. When the MITF antigen is added, biochemical
reactions occur between the MITF antigen and the D5 antibody due to their affinity
for each other, and an antigen-antibody complex is formed. This complex creates stress
and tension on the cantilever. The stress that will occur as a result of the interactions
between the MITF-D5 has been determined from the deviation in the resonant
frequency of the cantilever. Surface functionalization of cantilever microbiosensors
was performed by using Finite Element Analysis (FAE). The simulation results were
supported by numerical calculations and AFM results. Simulation outputs shows the
resonance frequency value resulting from the combination of D5 and MITF antigens
on the microconsole is 155.91 kHz for V type microconsole, and resonance frequency

14.910 kHz for rectangular type microconsole.

Keywords: Melanoma, MITF ,D5, Antigen-,Antibody Interaction, AFM Cantilever,

Cantilever based biosensor
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1. GIRIS

Mikro ve nano-elektro-mekanik sistemler (MEMS ve NEMS) olarak minyatiir ve entegre
cihazlarin {iiretimi, mekanik fenomenleri igeren doniistliriiciilere dayalt yenilik¢i bir
biyokimyasal sensor ailesinin gelistirilmesini saglamistir. Mikro konsollara dayali
biyosensorler, dzellikle bir optik okuma semasi uygulandiginda, biyomolekiiler etkilesimleri
bliylik bir dogrulukla dogrudan tespit etmek i¢in umut verici bir ara¢ haline gelmistir. Bu
sensorlerin uygulamalarinin sayisi, genomik, proteomik, ¢evresel veya gida kalitesi kontrolii
gibi cesitli alanlarda hizli bir bliyiime gostermistir ve su anda kullanilan biyosensor tekniklerine

umut verici bir alternatiftir (1).

Mikro mekanik konsollar en umut verici biyosensorlerden biridir. Konsol tabanli algilama,
indiiklenmis ylizey baskisi, ilave kiitle veya 1s1 transferi nedeniyle konsol kiriginin énemli bir

sapmasina dayanir (2).

P
NIRE

Sekil 1. 1. Antijen-Antikor ¢iftleri konsolun bir yiizeyine se¢ici olarak baglandigindan,

olusturulan yiizey gerilimi nedeniyle konsol yapisi sapar (3)

Mikro konsol kirigler, cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik uygulamalarda kullanilan bir tiir
MEMS cihazidir (4) . MEMS, gesitli biyolojik islemlerde mikro 6lgekli bir biyosensor olarak
kullanilmigtir. Mikro konsol tabanli biyosensorler, duyarliliklar1 ve kararliliklar1 nedeniyle
hastaliklarin teshisinde énemli bir rol oynamaktadir. Boylari, 1 ile 100 pm arasinda degisen
konsol tabanli sensorler, geleneksel biyolojik sensorlere kiyasla daha ekonomik iiretim
olanaklarina sahiptir, boyut olarak tasinabilir ve hafif olarak dizayn edilir, ayrica yiiksek
hassasiyeti, kolay kullanimi, diisiik analit gereksinimi (ul olarak) ve hizli yanit vermesi

avantajlar1 olarak degerlendirilmektedir (5).



MEMS mikro konsollar, bir ucu sabit, digeri yer degistirme i¢in serbest olan biyosensorlerdir.
Yer degistirme, konsolun hassas ylizeyinde antijen ve antikorun etkilesiminin neden oldugu
stresten kaynaklanir. Konsol kirig, antijen ile etkilesime girmek i¢in konsol kirigin {ist
ylizeyinde spesifik antikoru hareketsiz hale getirdikten sonra sapar. Kirigin iist yiizeyine
spesifik antikorlar baglayarak, konsol yiizeyi hassas hale gelir (Sekil 1.1). Konsol mikro
boyutlardaki yapisi nedeniyle, molekiiler seviyede degisimlere hassasiyetleri ve biyo-
molekiiler elementleri tespit etmedeki performanslari yiiksektir. Bir mikro konsolda, molekiiler
tanimalarin neden oldugu ylizey gerilimi nano-mikro mekanik tepkilere gevrilir. Bu nano-mikro
mekanik reaksiyonlar, mikro konsol malzemesinin kapasitansinda, piezo direncinde veya
rezonans frekansinda bir degisiklige neden olur. Ligand baglanmasinin neden oldugu bu
mekanik biikiilme, mikro konsol ylizeyinin bir tarafinda hareketsizlestirilmis reseptor
molekiillerinin tek tabakasi tarafindan tespit edilir. Biyoreseptor ve antijen birbiriyle etkilesime
girdiginde, konsol yiizeyindeki agirlik artar ve mikro konsolun serbest ucunda biikiilme
meydana gelir. Mikro konsol yiizeyinde meydana gelen molekiiler isbirlikleri, mikro konsolu
biikiilmeye zorlayarak yiizey gerilimini arttirir. Mikro konsol {izerinde meydana gelen serbest
enerji degisiklikleri, o belirli molekiil c¢iftine (6rnegin antikor-antijen) oOzgiidiir. Konsol
kirisinin sapmasi, piezoelektrik, piezodirencli, kapasitif veya optik yontemler kullanilarak

tespit edilebilir.

Cilt kanserinin en agresif ve en 6liimciil formunu temsil eden melanom, cilt kanserine bagl
oliimlerin yaklasik %75'inden sorumludur (6) ve yiiksek direnci nedeniyle prevalansi %80'dir.
Uzun siireli sagkalim i¢in erken tan1 ve etkili tedavinin kritik oldugu bilinmektedir. Erken evre
malign cilt kanserleri i¢in bes yillik sagkalim orani1 %99'dur ve metastaz sonrasi hayatta kalma
orani %15 kadar diisiiktiir (7). Melanomun erken teshisi, erken sag kalim oranini artirmak igin
¢ok onemlidir. Melanom tanisinda kullanilan ELISA ve PCR gibi serolojik yontemler ve tibbi
goriintiileme yontemleri, cok miktarda numuneye ihtiya¢ duyulmasi, uzun tespit siireci, yiiksek
maliyet, kalifiye personel ve pahali laboratuvar ekipmani ihtiyaci gibi sinirlamalara sahiptir.
Mikro-elektro-mekanik sistem (MEMS) teknolojisi kullanilarak, farkli hastalik tiirlerinin
analizi, teshisi ve tedavisine yonelik calismalar son yillarda bir¢ok arastirmanin konusu
olmustur (8). Melanom teshisi ve evrelemesindeki zor kosullar g6z Oniline alindiginda,
melanom teshisi i¢in alternatif, daha basit ve daha az maliyetli tekniklerin gelistirilmesine acil
bir ihtiyag¢ vardir. Melanom, hayat: tehdit edebilen kotii huylu bir deri kanseridir. Melanosit
olarak adlandirilan tespiti olduk¢a zaman alan melanomun tedavisine yonelik atilmasi gereken

ilk adimlardan biri dogru ve etkin taninin konmasidir. Literatiir incelendiginde melanom



biyobelirtegleri arasinda yiiksek hassasiyet ve 6zgiillik sagladig: bilinen MITF ve MITF nin
insan monoklonal antikoru olan D5 antikoru arasindaki etkilesimin sadece
immunohistokimyasal yontemler ile tespit edildigi gorlmiistir. Oysa antijen-antikor
arasindaki spesifik baglanma kuvvetlerinin dlgiimii ve analizi, tiimdr belirteglerinin biyolojik
islevlerini daha iyi anlamak, hastalik teshisinde ve tedavisinde uygulanacak yoOntemlerin
gelistirilmesi, dogru ve hizli tani, hastaliklarin tedavisine yonelik ilag ve as1 tasarimi amaciyla
olduk¢a 6nemlidir. Melanomun histolojik tanisinda %100’e kadar bir 6zgiinliigli ve hassasiyeti
oldugu bilinen MITF antijeni ve D5 antikoru arasindaki etkilesim kuvvetinin ve varliginin
belirlenmesi, hastaligin tan1 ve tedavisine yonelik ¢alismalarda arastirmacilara farkli bir bakis

acis1 kazandiracaktir.

Bu calismada da, melanom tespiti i¢in hizli ve dogru bir yontem sunan bir MEMS mikro konsol
sensOrii tasarlanmig ve simiile edilmistir. Calismada hem V tipi hem de Dikdortgen tipi mikro
konsol yapilar1 incelenmistir (Sekil 1.2). Baslangi¢ olarak sirasiyla uzunluk, genislik ve kalinlik
icin boyutlar1 (80 pm x 60 um X% 0.2 um) olan V tipi ve (210 um % 20 pm % 0.2 pm) dikddrtgen
Silikon Microcantilever kullanilmis olup konsolun iist kisminda, analitlerin tutturulmasi igin
Gold katmani tanimlanmistir. Mikro konsolun yiizeyi, MITF antijenine 6zgii oldugu bilinen D5
monoklonal antikorlar1 (anti-MITF) ile kaplanmistir. D5 monoklonal antikorlar1 tizerine MITF
antijeni igeren bir serum (6rnegin melanomlu hastadan alinan bir kan 6rnegi olabilir) ilave
edildiginde MITF antijeni ile D5 antikoru arasinda birbirlerine duyduklar affinite nedeniyle
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelerek antijen-antikor kompleksi olusur. Bu ¢alismada,
AKM mikro konsollar1 iizerinde, bu antijen-antikor kompleksi modellenmistir.  Olusan
kompleks sonucunda, konsol {izerinde bir stres ve gerilim meydana gelmektedir. Bu ¢alismada,
antijen-antikor kompleksi modellenerek, konsol iizerinde stres ve gerilim olusturulmustur.
MITF-D5 arasindaki etkilesimler sonucu gergeklesecek gerilim veya stres, konsolun rezonans
frekansindaki sapma degeri ve rezonans frekansindaki kaymadan tespit edilmistir. Konsol tipi
mikro biyosensorlerin yiizeyinin fonksiyonlastirilmasi Modelleme i¢in, sonlu elemanlar analizi
(FAE) kullanilmistir. Simiilasyon sonuclari, niimerik hesaplamalar ve AKM sonuglart ile

desteklenmistir.



D5 Monoklonal Antibody, Au/Cr SizNy
Hedef molekiiller MITF

% Sabit Geometr:

Sekil 1. 2. Tasarlanan V tipi Mikro konsol ve Dikdortgen mikro konsolun gosterimi

Tezin ikinci boliimiinde ilk olarak konsol tipi biyosensorlerin yapilari, ¢calisma hassasiyetleri,
cesitleri ve ylizeylerinin islevsellestirilmesi konularina deginilerek, konsol tipi biyosensorler
ile ilgili yapilan modelleme c¢alismalarindan bahsedilmistir, Tezin method ve yoOntemler
boéliimiinde melanom biyobelirteci olan MITF ve D5 antikoru arasindaki spesifik etkilesimin
varligini tespit amaciyla tasarimi yapilan V tipi ve dikdortgen tipi AKM konsol biyosensoriiniin
simiilasyon parametreleri verilmis, simiilasyon sonuglari tezin dordiincii béliimiinde, niimerik

analiz degerlendirilmeleri ve AKM sonuglari ile birlikte degerlendirilmistir.



2. KONSOL TiPi BiYOSENSORLER

Konsol Biyosensorler, nano ve mikro elektromekanik sistemlerin yiiksek derecede hassas
biyosensorlerde doniistiiriiciilerde  uygulanmasidir. “Nanomekanik biyosensorler” olarak
adlandirilan bu cihazlarda biyomolekiiler bir etkilesim, doniistiirliciiniin mekanik davraniginda
(nanometre Slgeginde bir hareket) gercek zamanli olarak dlgiilebilen ve analiz edilebilen bir
degisiklik tretir. Mikro konsollar, biyomolekiillerin molekiiler taninmasini, genellikle bir
optik okuma sistemine baglanan nanomekanik bir harekete dontstiiriir (9). Bir ucunda
sikistirtlmig dikdortgen bir kiris (Sekil 2.1), mikrometre Olgeginde kolayca toplu olarak
uretilebilen en basit mekanik yapi oldugu igin en ¢ok kullanilan doniistiiriictidiir (10).
Nanomekanik sensorler, analitleri pikomolar hassasiyetle algilayabilir veya DNA dizilerindeki
tek bazli varyasyonlar1 ayirt etme yetenegine sahiptir. Son zamanlarda, mikro konsol tabanli
biyosensorler, son derece diisiik kuvvetleri ve kiitleleri dogrudan 6lgmek i¢in rekabet¢i bir

biyosensor alternatifi olarak ortaya ¢ikmistir. Nano 6lgekte iiretildiginde ( nanocantilevers ),

hassasiyet artar ve beklenen algilama limitleri femtomole-attomole araliginda olur, ve bu
durumda ger¢ek zamanli olarak tek molekiil seviyesinde algilama olasiligi vardir (11). Tezin
bu boliimiinde, mikro konsol sensorlerinin fizigine iliskin ana hususlar agiklanacak, konsol
ylizeyinin biyolojik olarak islevsellestirilmesi ve hastalik tespitinde mikro konsol tabanli

biyosensor uygulamalarina deginilecektir.

2.1. Calisma Prensibi

Nanomekanik-mikromekanik sensoérler; AFM kullanilan mikrofabrike konsollardan tiretilir
ve Ornegin yiizeylerinden birinde bir biyomolekiiler etkilesim meydana geldiginde konsolda
indiiklenen biikiilme veya rezonans degisikligine dayanir. Konsol yaniti, esas olarak yay sabiti
ve rezonans frekansi ile belirlenen mekanik 6zelliklerine bagli olacaktir. Her iki parametre de
konsol malzemesine ve geometrisine baghdir. Bir ucunda kenetlenmis basit bir dikdortgen
konsol yapisi igin yay sabiti, k ve rezonans frekansi, fo Denklem 2.1 ve Denklem 2.2 de
verilmektedir (10).

Denklem 2.1

1 [k
fo= g\/% Denklem 2.2


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molecular-recognition
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/nanocantilevers
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/atomic-force-microscopy

burada E Young modiiliidiir , m konsolun etkin kiitlesidir, w genisliktir , h kalinliktir, ve L ise
uzunluktur. Molekiillerin konsol yiizeylerinden biriyle etkilesimi veya baglanmasi, konsolun
biikiilmesine veya rezonans frekansinda bir kaymaya neden olabilir. Bu yanitlarin tespiti
genellikle sirasiyla statik ve dinamik ¢alisma modlar1 olarak adlandirilir. Ancak mekanik
tepki, sicaklik, 1s1, elektromanyetik alan gibi farkli faktorlere de duyarlidir. Konsol biikiilme
acist ve rezonans frekansindaki degisim, molekiil etkilesimi sonucu olusan stres ve kiitle
degisimine baglidir. Bu doniistiiriictiler, biyoalgilamanin yani sira ¢esitli uygulamalar igin
kullanilabilir. Sekil 2.1, konsol tipi biyosensorlerin hem doniistiiriicii yontemlerini hem de

olgtilebilen ozelliklerle iligkisini gosteren bir diyagrami gostermektedir.

Rezonans Degisimi Konsol Biikiilmesi

AP

Elektrik veya
& Manyetik Alan
Modulasyonu

Termal Etkiler

Sekil 2. 1. Iki nanomekanik tepki yonteminin semasi: statik ve dinamik; ve her biri ile

Olciilebilen ozellikler.

Statik modda ¢aligsan sensorlerde , egilme, konsol yiizeylerinden sadece birinde meydana gelen
herhangi bir molekiiler reaksiyonun neden oldugu bir yiizey stresi degisikliginin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikar. Indiiklenen yiizey gerilimi degisimi, olusturulan yiizey deformasyonuna
bagli olarak pozitif veya negatif olabilir (12). Konsollarin deformasyonu biyolojik reaksiyon
stirecinde yer alan kuvvetlere baglidir ve dogrudan reseptor-ligand baglanma enerjisi ile ilgili

degildir. Bu kuvvetler, reseptér ve yiizey arasindaki bag kuvvetinden ve molekiiller arasi
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etkilesimlerden kaynaklanabilir. Bu degisimden sorumlu faktorler heniiz tam olarak
anlagilmamis olsa da, elektrostatik, van der Waalls etkilesimlerinden gelen kuvvetler,
yiizey hidrofobisitesindeki degisimler veya adsorbe edilen molekiillerin konformasyonel
degisiklikleri 6nemli bir rol oynayabilir (13). Konsollarda iiretilen yiizey gerilimini incelemek
icin en kolay ve en kapsamli model, Stoney'nin (14) (1909) ¢alismasina dayanmaktadir . Bu
model, iist ve alt taraflar arasindaki toplam yiizey gerilimi degisimini (4o 1— 4o 2); konsol
serbest u¢ yer degistirmesi 4z, Young modili, E, Poisson katsayisivve konsol
uzunlugu L ile iliskilendirir. Denklem 2.3 de yer alan h, konsol kalinligin1 temsil etmektedir
(10).

Eh?

= mAZ Denklem 2.3

A0'1 - AUZ

Statik modda biyomolekiiler etkilesimleri algilamak i¢in , mikro konsolun yalnizca bir yiizeyi
onceden biyo fonksiyonellestirilmelidir.

Statik durumun aksine, dinamik mod, rezonans frekansi her iki tarafta adsorbe edilen toplam
kiitleye bagli oldugundan, yalnizca bir konsol ylizeyinin islevsellestirilmesini gerektirmez. Bu
kiitle, ayn1 zamanda, konsol yay sabitinde nihai rezonans frekans kaymasini etkileyen bir
degisiklik tiretebilir (15). Bu modda, kuvars kristali mikro terazisi (QCM) gibi diger benzer
kiitle dedektorlerinden daha iistiin olan (attogram araliginda) ¢ok yiiksek hassasiyetler elde
edilebilir (16) . Mikro konsol rezonatér ayrica enerji kaybini 6lgen ve titresim dongiisii basina
biriken mekanik enerji ile dagilan mekanik enerji arasindaki oran olarak tanimlanan kalite
faktorii ( Q ) ile de karakterize edilir. Enerji tiiketen mekanizmalar hem dahili hem de harici
olabilir; hava veya sivilarda ¢alisirken dis soniimleme baskin faktordiir. Kalite faktorii ( Q ),
sistemin frekans ¢oziliniirliigiinii belirler, Denklem 2.4’de goriildiigii izere resonans frekansi ve

frekans kaymasindan Q faktoriine erisilir (17) :
Af = \/5% Denklem 2.4

Sivi ortamda yapilan ¢alismalarda, rezonans frekansi ve kalite faktorii, viskoz g¢evrenin
sonlimleme etkisinden dolay1 havaya gore ¢ok daha diisiik degerlere kayar. Sivilardaki kalite
faktorii, havadakinden 100 kata kadar daha diisiik olabilir ve bu da frekans ¢oziiniirliiglinii
azaltir. Bu smirlamanin iistesinden gelmenin farkli yollar1 vardir. Bu yollar, (a); daha yiiksek

rezonans frekansi ve kalite faktorlerine sahip konsollar iireterek, (b); kontrollii nem altinda
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havada rezonans frekansini biyokimyasal tanimadan once ve sonra dlgerek, (c); daha yiiksek

dereceli titresim modlartyla ¢alisaraktir.

2.2. Mikro Konsollarin Hassasiyeti

Tipik olarak, konsol boyutlar1 ~10-500 mikrometre uzunlugunda, ~5-50 mikrometre
genisliginde ve ~10-500 nanometre kalinligindadir. Genel olarak silikon, silikon nitriir ,
polimerler veya piezoelektrik malzemelerden yapilirlar. Mikro konsol ozellikleri ve
hassasiyeti, konsol boyutlar1 ve malzemesi (E-Young modiilii ve v- Poisson katsayisi)
tarafindan belirlenir. Uygun ozelliklerin se¢imi, c¢alisma algilama ydntemine (statik veya
dinamik), son uygulamaya ve mevcut iiretim teknolojisine baglidir. Genel olarak, daha kiigiik
yay sabitleri daha yumusak konsollar verirken ,biikiilmeye daha duyarlidir ve genellikle sivi
icerisinde kullanima uygundur. Daha ince ve daha uzun konsollar yapmak hassasiyeti
artirabilir, ancak bunlar ayni zamanda daha kirillgan yapida olup daha hassas uygulama
gerektirir. Ayrica termomekanik giiriiltii, daha uzun yapilarda yiizey alaninin genislemesinden
dolay artar, bu da 6lgiim hassasiyetini diisiirmektedir. Yiiksek uzunluk:kalinlik oranina sahip
olmasalar bile SU-8 gibi polimerler, silikondan daha diisiik Young modiiliine sahiptir ve statik
sapma Olglimleri i¢in daha hassastirlar; imalat siiregleri de nispeten daha ucuz, hizli ve

giivenilirdir (19).
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Sekil 2. 1. (a): Mikrofabrikasyon teknolojisi ile iiretilen Silikon (SOI) konsollar (18).

(b): SU-8 ¢ipinin tamaminin optik goriintiisii. Konsollar mikro kanalda bulunmaktalardir
(19).
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2.3. Mikro konsol AFM problari

Genellikle, tahribatsiz, yiiksek hizli, yiiksek ¢oziiniirliiklii topografik goériintiileme gerektiren
biyolojik arastirmalar (hiicre membrani, morfolojisi veya hiicresel 6rneklerin nanomekanik
karakterizasyonlar1 vb.) i¢in serbest ucunda keskin uglu polimer bazli V seklinde bir konsol
iceren ¢cok yumusak bir AFM probu kullanilmaktadir. AFM problari silikon bazli ve polimer

bazli olmak iizere ikiye ayrilir.
2.3.1. Silikon bazh konsol probu

Si tabanli ve Si3N4 tabanli konsol problari, giiniimiizde agirlikli olarak hiicre alt1 ve hiicresel
numunelerin AFM sistemi i¢in kullanilmaktadir (20) (21). Bununla birlikte, silikon bazli konsol
probu, Si'nin elastik modiilii canli hiicrelere oranla daha biiyiik oldugundan (22) (23), topografi
ve canli hiicrelerin mekanik 6zelliklerinin Olgiilmesi sirasinda  canli hiicrelere zarar
verebilmektedir. Hiicre zarindaki deformasyonu/bozulmay1 en aza indirmek igin ¢ok diisiik bir
tarama hiz1 (~ 0.1 Hz) ile ylizey morfolojinin incelenmesi ve goriintii alinmas1 gerekmektedir.
Bu da goriintii ¢ergevesi bagina 512 satir i¢in 1,5 saatlik bir goriintiileme siiresi anlamina gelir
ki, fizyolojik ortamlarda canli hiicrelerle ¢aligsilmasi i¢in olduk¢a uzun bir siire anlamina gelir.
Ayni durum, canli memeli hiicrelerinin nanomekanik Ol¢iimlerinde (E- Elastik modiil
Olctimleri) gecerlidir, ve diisiik bir kuvvet yiik hizinda (< 10 Hz) bu deneylerin gerceklesmesi
gerekmektedir. Indentasyon deneyleri sirasinda, Si tabanli problarla, tekrarlayan bir ayn1 yer
girintisi (indentasyon), hiicre zarinin hasar gérmesine ve pargalanmasina neden olabilir. Ayni
tasarim ve boyutlar gbz Oniine alindiginda, polimer bazli konsol prob, polimerlerin elastik
modiilii Si'ninkinden daha diisiik oldugundan , Si bazli olana oranla ¢ok daha yumusak

olacaktir.

(a) (b)

Sekil 2. 2. (a): Bruker MLCT tipi AKM problari, (b): Hiicre uygulamarinda, Kolloidal AKM
problar1 genis kullanima sahiptir (24).



2.3.2. Polimer bazh konsol probu

Bir polimerik boncuk veya kolloid, kismen polimer bazli bir AFM probu elde etmek igin ugsuz
Si bazli bir konsola manuel olarak eklenmektedir (Sekil 2.3b). Bu boncuk/kolloidin yarigap1
genel olarak > 1 pm civarinda olup Si bazli bir ucunkinden > 100 kat daha biiytiktiir. Kolloid

yap1 hiicreyi mekanik uyaranlara karsi koruma egilimindedir.

2.4. Mikro Konsol Yiizeyinin islevsellestirmesi

Konsol yiizeyinde biyoreseptorlerin  immobilizasyonu, gerceklestirilecek biyoanalizin
kalitesini giiclii bir sekilde etkiler. Biyomolekiil baglanmasinin etkinligi, hedeflerine
erisilebilirligi ve spesifik olmayan baglanma derecesi dikkate almmalidir. Iimmobilizasyon
islemi sirasinda biyolojik 6zelliklerde herhangi bir degisiklik olmamasina dikkat edilmelidir.
Kontrollii kimyasal islevsellik, kendinden montajli tek katmanlar (SAM'ler) kullanilarak
gerceklestirilebilir. Altin ve diger soy metaller i¢in kiikiirt bilesiklerinin (tiyoller, tiyoeterler ve
disiilfidler) giiglii afinitesi oldugundan dolayr nanomekanik biyoalgilama uygulamalarinda
oldukga genis kullanim alanina sahiptir (25) . AKM problarinin konsol yiizeyini genellikle lazer
1siinin yansimasini artirmak iginde ince bir altin tabakasi (20—100 nm) ile kaplanmaktadir.
Boylece, Tiyol-SAM'ler kullanilarak altin yiizeyler tizerinde hem DNA'nin hem de proteinlerin

immobilizasyonu saglanabilmektedir.
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Sekil 2. 3. Organik ¢ok tabakalar kullanarak kovalent immobilizasyon semasi (26) (27)
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2.5. Dikdortgen Bimorf yapida Mikro Konsolun Rezonans Frekansi

Bir yer degistirme islevi, herhangi bir geometrik kisitlamay1 ihlal etmiyorsa ve sistemin yer
degistirmis bi¢imini herhangi bir siireksizlik olmadan temsil edebiliyorsa kabul edilebilir. Sekil
2.5, uzunluk L, geniglik W, yogunluk p1 ve p2, kalinlik H1 ve Ha, kesit alan1 atalet momenti Iy
ve |2 ve Young'in modiilii E1 ve Ez olan bimorf piezoelektrik dikdortgen bir konsolun yapisini

gostermektedir.

Z

A

A~

JF Ll |

H, 3 : — S—
H 1 —
i, -4 — - X

4 l i

Sekil 2. 4. Dikdortgen bir konsol kirisin sematik ¢izimi (28).

Dikdortgen Bimorf mikro konsolun rezonans frekansina (frect) Denklem 2.5’den ulasilir (28).

3 3 3
mms By 2B BHEY oy

11ml? p1H; + 2p,H,

Denklem 2.5

frect =

2.6. Bimorf ii¢gen V-sekilli konsollarin rezonans frekansi

Sekil 2.6 (a), tipik bir bimorf tiggen V-sekilli konsolun, sirasiyla Lo ve L1 uzunluklarina ve Wo
ve W1 genisliklerine sahip iki bimorf liggen konsol arasindaki fark olarak ele alinabilecegini
gostermektedir. Bimorf tiggen V-sekilli konsolun ayna simetrisinden dolayi, Sekil 2.6 (b)'de
gosterildigi gibi dortgen bir konsol olan sadece yarisini analiz etmemiz gerektigi (28) ile

kolayca dogrulanabilir.
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Sekil 2. 5. (a) bimorf V-sekilli konsolun (b) bimorf V-sekilli konsolun yaris1 (¢) tiggen konik
konsolun sekli ve boyutu (28)

Denklem 2.6’da hesaplama kolaylig1 olmasi amaciyla iki bimorf konik konsolun genislik
oranini U ve uzunluk oranini vV tanimlanmaktadir;

Wo Lo

Wl,v = L Denklem 2.6

u =

Bimorf iicgen V-sekilli konsolun rezonans frekansi1 Denklem 2.7’den elde edilmektedir.

o B | 2BHy B s
FW(x) = 210 1712 3 2 2 ) Denklem 2.7
Ly’ p1Hy + 2p,H,

Burada g = (u, v), Rezonans frekansi ile u ve v oranlari arasindaki iliskiyi temsil etmek i¢in

bir karakteristik fonksiyon olarak tanimlanmustir;

3 — 6uv + 4uv? — uvs
g(u' U) = 5 6 7
49 — 84uv> + 40uv® — S5uv

u € [0,1],v € [0,1] Denklem 2.8
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g = (u,v) maksimum degeri olan 0.2474’ye (2 ~ 0.2474) v=0veyav =1veyau = 1

oldugunda ulagsir (28). Bu, bimorf V-sekilli konsolun yalnizca Lo=0 veya Lo=L: veya Wo=0

oldugunda maksimum rezonans frekansina ulastig1 anlamina gelir.

Tezin dordiincli boliimiinde, bu ¢alismada tasarlanan V tipi ve Dikdortgen mikro konsol

biyosensorlerin simiilasyon sonuglari Denklem 2.5 ve Denklem 2.7 ile karsilagtirilmistir.

2.7. Hastalik Tespitinde Mikro konsol tabanh Biyosensor Uygulamalari

Mikrokonsollar, hizli sonug verdiginden dolay1 ¢esitli hastalik teshislerinde kullanilmasi
amaciyla calismalar yiiriitiilmiistiir (29) (30) (31). Ornegin, Sowmya Selvaraj ve ark.
tarafindan, HIV antijenlerinin tespiti i¢in nano 6l¢ekli bir konsol dizisinin sensor olarak
modellemesi gerceklestirilmistir. Calisma, malzemeleri ve konsolun geometrik o6l¢iisiinii
optimize ederek p24 antijen bazli HIV tespiti i¢in konsol dizi sensdriiniin optimum
performansini elde etmek igin sonlu eleman yontemini kullanmistir. Bu g¢alismada, sabit
uzunluklart 150 pm, genisligi 10 um ve kalinlig1 1000 nm olan dort kiristen olusan bir konsol
dizisi tasarlanmistir (Sekil 2.7.a) . Konsollarin yiizeyinin p24 antikoruyla islevsellestirilmesi
icin, giris olarak 10 molekiil p24 antikor agirhigina esdeger bir basing (3.146167743 x 10712 Pa)
degeri tamimlanmis, ve konsolda z ekseninde sapma gozlenmistir. Calismada, antijenlerin,
konsolun tiim antikorlariyla etkilesime girdigi varsayilarak, konsollarin yiizeyine, 10 antijen
molekiiliiniin ve 10 antikor molekiiliinlin agirligina esdeger bir toplam basing (5.749892771 x
1012 Pa) degeri daha uygulanmistir. Konsol yiizeyinde basingtan dolay1 olusan stress ve yer
degistirme Sekil 2.7. b de goriilmektedir. SiO2 konsol dizisinin antikorlarin immobilizasyonu
iizerine bu yer degistirmesi, 10 antijen ve 10 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapma
miktaridir. Tasarlanmis bu nano konsol dizisi sensoriiniin, geleneksel laboratuvar p24 antijen

testinden yaklagik 109 kat daha yiiksek hassasiyete sahip oldugu raporlanmustir. (32)
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Sekil 2. 6. (a) MEMS konsol dizi sensoriiniin yapist, (b) SiO2 konsol dizisinin antikorlarin

immobilizasyonu tizerine yer degistirmesi (32).

Diger bir ¢alismada Sushmita Katti ve ark. (33) tarafindan, kan grubunun belirlenmesine
yonelik MEMS tabanli bir sensor tasarimi tizerine ¢alisilmistir. Konsol yapisinin tasarimi, 2,4-
Dinitrofenol kapli bir algilama katmanina sahiptir, ve kan 6rnegi bu katmanla temas ettiginde,
pihtilasmaya neden olarak konsol yiizeyinde gerilim olusturur. Bu yiizey gerilimi, ti¢lii konsol
kirislerinin ylizeyinde pihtilasmaya yol agan antijen ve antikorlarin kimyasal ve biyolojik
reaksiyonlart sonucu meydana gelmektedir. Konsol {izerindeki yiizey gerilimi, konsol
kirislerinin biikiilmesini saglar ve bu deformasyon RH faktorii ile birlikte kan grubunun

belirlenmesini saglar .

Surtace: Firsk pric ool sran (1) - surfaca:Fist prncipal train (1]

(b)

Sekil 2. 7. (a) Konsol dizayn1 3 kiris halinde, (b) A + kan grubu, (c) B + kan grubu tayini
(33)
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Baska bir calismada da, K. Beulah Sujan ve ark. (34) tarafindan, Iki konsol kirisli bir Mikro
sensor, birden fazla hastaligi tespit etmek i¢in tasarlanmistir. Mikro sensorde sag ve sol kirisler
Silikon Nitriir ile kaplanmustir. Sol kirise, kronik bobrek hastaligi numunesi ve ilgili antijeni
28 KDa basinciyla uygulanir. Kirigin kiitledeki artis nedeniyle, stres olusur ve sapma meydana
gelir. Benzer sekilde sag kirisede, mavi bebek hastaligi ornegi lizerine 57 KDa antijeni

uygulanmistir.

(a) (b)

Sekil 2. 8. Onerilen Sensoriin Geometrisi (a) Konsol kirisi (b) yer degistirme (34)

Saranya R. ve ark. (30) tarafindan yapilan bir diger biyosensor tasariminda da, verilen kan
ornegindeki Mycobacterium tuberculosis'in tanimlanmasi i¢cin MEMS mikro konsol tasarimi
yapilmistir. Bu ¢alismada, mikro konsolun yiizeyi, tiiberkiiloz (TB) antijen 85 kompleksine
ozgii TB antikorlar1 ile kaplanmustir. Uzerine tiiberkiiloz bakteri igeren kan ornegi
yerlestirildiginde, TB antijenleri ile mikro konsolun yiizeyindeki antikorlar arasinda
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelir. Boylece, tiiberkiilozun tespiti mikro konsoldaki
sapma tlizerinden gergeklestirilmektedir. Mevcut geleneksel tiiberkiiloz tespit yontemleri ile
kargilagtirildiginda, bu tip bir MEMS biyosensor, tiiberkiilozun analizini ve tespitini ¢ok kolay

ve kesin hale getirebilecegi 6ngoriilmektedir.
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Sekil 2. 9. (a) Uggensel mikrokonsol iizerinde yapilan sonuglar (b) Pi seklinde mikrokonsol

tizerinde yapilan sonuglar (30)

Kurmendra ve ark. (31) tarafindan yapilan bir diger biyosensor tasariminda , Sitma protozoan
parazitlerinin tespiti icin MEMS mikro konsol tasarimi yapilmistir. Bu calismada, Sitma
protozoan parazitlerinin tespiti i¢in Sonlu elemanlar yontemine dayali tasarlanmig bir model
sunulmustur. Calismada, mikro konsollu biyosensor i¢in E sekilli bir model, 6zellikle Sitmanin
tespiti icin COMSOL Multiphysics kullanilarak tasarlanmistir. Au (Altin), Cu (Bakir), Si
(Silikon) ve Pt (Platinyum) gibi mikro konsol malzemeleri, cihaz yapisinin uygun
optimizasyonu ile Sitma protozoanim1 algilamak ic¢in kullamilmistir. Bu protozoan
biyomolekiiller ve metal kaplamalara bagh degisen 1s1ma uzunluklar1 araciligiyla uygulanan
kuvvet nedeniyle, konsol yapilarda stres ve yer degistirme gerceklesmistir. Ayrica, tasarlanan
yapi, biyosensor i¢in mevcut olan farkli 1s1n malzemeleri i¢in analiz edilmis ve sunulan
malzemeler arasinda en iyi hassasiyet profiline sahip oldugu i¢in altinin sitma protozoan
parazitlerinin tespiti i¢in en uygun malzeme oldugu raporlanmistir. Sonuglar analitik yaklasimla

da uyumlu oldugu dogrulanmustir.
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Sekil 2. 10. (a) Modelin geometrisi (b) Mikrokonsol iizerinde olusan stres (31)

F. Loizeau ve arkadaslar1 (29) tarafindan galisilan bir baska biyosensor tasariminda da
kanserli hiicrenin sertligini ve yapisma 6zelliklerini arastirmak i¢in 2 boyutlu bir konsol prob
dizileri yapilmistir. Silikonun termal oksidasyonuna dayanan yeni bir kaliplama islemi, 3,8 um
egrilik yarigapina ve yaklasik 30 pm uzunluguna sahip kiiresel uclar olusturmalarini saglamistir
(Sekil 2.12¢). Simiilasyonlar, 2.5 pm - 6.5 um arasinda degisen yaricaplarin {iretilebilecegini
gostermistir. Ozellestirilmis konsol dizi sistemi, 13 melanom canli hiicresini (WM239) ayni
anda benekli fibronektin ile bir 1zgara konfigiirasyonunda hareketsizlestirilip konsollarin sapma

mesafesinden algilanabildigini gostermistir (29).

ﬂ'\ﬂ\\ﬁ}\\é&

Sekil 2. 11. 2D Prob dizi sistemi ve asamalar1 (a) kiiresel uglu 3x8 konsol ve kdselerde daha
yiiksek piramidal uclu 4 hizalama konsolu igeren bir ¢ip, (b) hizalama konsollarindan birinin
yaninda oluklu iki prob ve (c) kiiresel bir yakin gériiniimiin SEM gozlemleri. Olgiilen yarigap

ise 3,8 um'dir (29).
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3. MELANOM TESPiTI ICIN MEMS TABANLI BiYOSENSOR
TASARIMI VE ANALIZI

Bu calismamizda AKM mikrokonsol yapilari, melanom biyobelirtegi olan MITF proteinin
tespitinin saglanmasi amaciyla, ylizeyi Anti-MITF (D5) antikoruyla islevsellestirilerek,
konsolda gergeklesen kiitle degisiminden ve konsolun rezonans frekansinda gerceklestirdigi
kayma miktarindan hesaplanmasi amaglanmistir. Bu boliimde, tasarimi yapilan V tipi ve
dikdortgen tipi AKM konsol biyosensdriiniin simulasyon parametrelerinden bahsetmeden 6nce

Melonom hakkinda genel bilgi verilecektir.

3.1 Melanom Hakkinda Genel Bilgi

Cilt kanserinin ortaya ciktiklar1 hiicreye ve klinik davranisina gore Bazal Hiicreli Karsinom,
Skuamdéz Hiicreli Karsinom ve Melanom olmak iizere 3 tiirli bulunmaktadir. Dolayisiyla cilt
kanserlerini melanom ve non-melanom olmak tizere iki kategoride incelememiz miimkiindiir.
Her y1l diinya ¢apinda ortalama 2 ila 3 milyon bireyde non-melanom cilt kanseri ve 132.000
bireyde melanom cilt kanseri meydana gelmektedir. Melanomlar genellikle kutanoz
melanositlerden kaynaklansa da genital ve gastrointestinal mukoza, agiz boslugu ve goz gibi
mukozal yiizeylerden de kaynaklanabilir (35). Kutanoz ve ekstrakiitan6z malign melanom, en
oliimciil cilt kanserlerinden biridir ve cilt kanserine bagli 6liimlerin yaklasik %75’ini olusturur
(36) (37). Ileri evre melanomda genel sag kalim orani, halihazirda mevcut olan terapétik
yontemlere ragmen hala son derece diisiiktiir. Erken tan1 ve etkili tedavi, daha iyi sonug ve uzun
vadeli sag kalim i¢in kritik 6neme sahiptir. Bes yillik sag kalim oraninin lokalize erken evre
malign cilt kanserleri i¢cin %99 oldugu ancak metastaz sonrasi sag kalim oraninin %15’ e kadar
distiigiinii gostermektedir.

Cilt kanserlerinin ¢ogunun hastanin kendisi ya da bir yakimi tarafindan fark edildigi
bilinmektedir (38). ABCDE (Asimetri- Border (sinir)- Color (renk)- Diametre (¢ap)- Evolving
(gelisim)) skalasi ile hastalar cilt lizerinde meydana gelen degisiklikleri zaman igerisinde fark
eder. Ne yazik ki bu siire¢ genellikle hastaligin ileriki evrelerine (genellikle metastaz siirecine)
denk gelmektedir. Mevcut tan1 teknikleri arasinda non- invaziv bir yontem olan dermoskopi,
tliim viicut goriintiileme, X-1511 goriintilleme ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI) yer
alirken mikroskobik diizeyde ise, cilt kanseri ¢esidi ve kanser evresini 6grenmek amaciyla
biyopsi islemleri yer almaktadir (39) . Biyopsi, cildin ¢ikarilmasini ve hiicrelerin malign ya da
bening olup olmadiklarimin tespitinde siklikla kullanilan konvansiyonel bir yontemdir. Fakat

bu yontem genellikle lezyonlarin yayilmasina neden olur. Saglikli hiicrelere zarar vermesi ve
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metastazi tesvik etmesi nedeniyle tehlikeli olma egilimi gostermektedir. Makroskobik ve
mikroskobik diizeyde kanser goriintiilemede kullanilan bu yontemler radyasyon igermesi,
klostrofobik kisiler i¢in elverissiz olmasi, kontrast madde kullanimina bagli gelisen anaflaktik
reaksiyonlara sebebiyet vermesi, zaman alici, pahali ve uzmanlik gerektirmesi gibi birtakim
dezavantajlar igermektedir. Melanom hiicre tan1 yaklagimlarina ek olarak melanom

biyobelirte¢lerinin tespiti, kanser tan1 ve tedavisi yaklasimlarina yeni bir bakis kazandirmistir.

Biyobelirtecler, anormal veya normal bir siirecin veya herhangi bir hastaligin veya durumun
gostergesi olan dokularda, kanda ya da diger viicut sivilarinda (idrar, serum, beyin omurilik
stvist vb) bulunan, RNA, DNA ya da protein (antikor, tiimor baskilayici, onkojen veya hormon)
iceren biyolojik molekiilerdir (40) (41) . Bu 6zellikleri nedeniyle biyobelirtegler erken timor
teshisi, kanserin tedaviye yanitini belirleme, hastaligin ilerlemesini izleme ve dogru tedavi
oncesi evreleme i¢in ¢ok dnemlidir (42) . Melanomun histolojik tanisinda bazi primer (MITF,
S100 protein ailesi, SM5-1, CSPG4/HMW-AA) ve metastatik (Melan -A, MITF, Tirozinaz,
SM5-1) biyobelirtecler siklikla kullanilmaktadir.

Melanom i¢in yaygin olarak kullanilan belirtegler (S100, Melan-A ve Pmel) bazi durumlarda
serolojik tayin yontemlerinde negatif yanit vermektedir. Bu tarz vakalarda, kritik teshis
zorluklar1 6ne c¢ikmaktadir. Caligmalarda Mikroftalmi Transkripsiyon Faktoriiniin (MITF)
yliksek hassasiyete (yaklasik %100) ve metastatik melanom i¢in 6zgiilliige sahip oldugu
goriilmektedir (43) (44). MITF embriyoda melanosit gelisimi ve dogum sonrasi bu
melanositlerin hayatta kalmasi i¢in kritik bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir, ayrica
melanosit gelisimi ve farklilagsmasinin bir diizenleyicisi olup, melanoblast farklilagsmasi igin
gerekli oldugu bilinmektedir.C5 monoklonal antikoru hem insan hem fare MITF ‘yi tanirken,
D5 monoklonal antikoru sadece insan MITF’sini tanimaktadir (42) (45). Birincil kutanoz
melanositik ve nonmelanositik neoplazilerde, MITF kaynakli kanser tespitine yonelik oldukc¢a
sinirli ¢alisma yapildigi literatiirde goriilmektedir.

Melanom tanisinda kullanilan serolojik yontemlerin, doku biyopsisi ve tibbi goriintiileme
yontemlerinin belirtilen dezavantajlar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, erken tanmi olanagi
saglayan biyobelirtec teshisi icin basit ve diisiik maliyetli, bakim noktasi tani cihazlarina ihtiyag
her gecgen giin artmaktadir

Bu calismada, melanom biyobelirte¢i olan MITF proteinin tespitinin saglanmasi i¢in bir AKM
mikro konsol yiizeyini Anti-MITF (D5) antikoruyla islevsellestirilerek, konsolda gerceklesen
kiitle degisimin, konsolun rezonans frekansinda gergeklestirdigi kayma miktarindan

hesaplanmasi amaclanmigtir. Bu amagcla ticari bir AKM konsolunun boyutlari, malzeme
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ozellikleri birebir alinarak sonlu elemanlar modellemesi yapilan bir programda yiizeyinin
islevsellestirilmesi saglanmistir (24). Sensor tasarimin tiim ayrintilart tezin 3.2 konsol

geometrisi ve yiizeyinin islevsellestirilmesi boliimiinde agiklanmustir.

3.1. Konsol Geometrisi ve Yiizeyinin Islevsellestirilmesi

Bu mevcut calisma, malzemeleri ve konsolun geometrik Ol¢iisiinii optimize ederek MITF
antijen bazli Melanom tespiti i¢in konsol dizi sensoriiniin optimum performansini elde etmek
icin sonlu eleman yontemini gostermektedir. Konsol tabanli dizi sensorleri gelistirmek icin
MEMS i¢in ticari bir sonlu elemanlar analiz araci olan COMSOL Multiphysics 5.5

kullanilmastir.

Mikro konsol, bir ucundan sikilmis basit bir mekanik yapidir. Mikro konsolun yiizeyindeki
belirli bir algilama elemaninin kaplanmasi ile sensor olarak kullanilabilir. Bu ¢alismada, mikro
konsolun yiizeyi, MITF antijenine 6zgii oldugu bilinen D5 monoklonal antikorlar1 (anti-MITF)
ile kaplanmistir. D5 monoklonal antikorlari iizerine MITF antijeni igeren bir serum (6rnegin
melanomlu hastadan alinan bir kan 6rnegi) ilave edildiginde MITF antijeni ile D5 antikoru
arasinda birbirlerine duyduklar: affinite nedeniyle biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelerek
antijen-antikor kompleksi olusur. Calismada, konsol iizerinde olusan bu antijen-antikor
kompleski modellenmistir. Olusan bu kompleks, konsol iizerinde bir stres ve gerilim meydana
getirir. Sonlu elemanlar modeli kullanilarak yiizeyin islevsellestirilmesi ve olusan stres ve

rezonans degisimin hesaplamasi ger¢eklesmistir

Mikro konsol tasariminda, 6ncelikle, sabit uzunluklar1 80 um, genisligi 60 um ve kalinlig1 0,2
um olan V tipi (Sekil 3.1a), ve uzunluklart 210 um, genisligi 20 pm ve kalinlig1 0,2 pm olan

dikdortgen (Sekil 3.1b) konsolun geometrisi tanimlanmustir.

20



0.2 um

(@) (b)

Sekil 3. 1. (a) Bimorf V tipi konsolun Sonlu elemanlar modeli yazilimi kullanilarak tasarimi.
(b) Tasarlanan dikdortgen mikro konsolun COMSOL Multiphysics yazilimi kullanilarak

Geometrik ¢izimi

Materyal tanimlamasinda, V tipi ve dikddrtgen AKM konsolunda alt tabaka olarak SisNa4
malzemesi kullanilmistir. Alt tabakanin tizerinde Anti-MITF (D5) immobilizasyonun
saglanmasi i¢cin 50 nm kalinliginda altin tabakasi tanimlanmistir. Modellemede tanimlanan
malzemelerin yogunluk (p: Density), Elastisite Modulii (E: Young Modulus), ve Poisson

oranlar1 (9:Poisson Ratio) gibi parametreleri Tablo 2’de verilmistir.

D5 Monoklonal Antibody, Aun/ Cr SisNy
Hedef molekiiller MITF

Sekil 3. 2. V tipi ve Dikdortgen mikro konsolun modellemesi
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Her konsolun yiizeyinin, 100 molekiil D5 antikoruyla islevsellestirildigi varsayilmaktadir. Girig
olarak 100 molekiil antikor agirligma esdeger bir basing (4.50512x 107! Pa) tanimlanmustir.
Daha sonra her bir antijen-antikor ¢iftine karsilik, 100 antijen molekiiliiniin ve 100 antikor
molekiiliiniin MITF+D5=>MITFDS5 agirligina esdeger bir toplam basing (9.612451 x 107! Pa)
uygulanmistir. Bu ¢alismada, MITF antijenin Molekiil agirligi=59 kDa ve D5 antijeninin
molekil agirhigi=52 kDa olarak alinmistir (46). Modellemede, antijenlerin, konsolun tim
antikorlariyla etkilesime girdigi varsayilmaktadir. Bu nedenle yer degistirme, ve rezonans
frekansinda goriilen sapma 100 antijen ve 100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu

sapma ile ayn1 olacaktir. Esdeger toplam basincin hesaplamasi agsagidaki gibi yapilmistir.
Esdeger toplam basincin hesaplamasi:

F=m*a

Mps= 52kDa*1.6605 x 102* = 8.6346 x 102 kg

Mwmite= 59kDa*1.6605 x 1024 = 9.79695 x 10%3kg

Fos= 8.6346 x 1023 kg * 9.81 = 8.4705 x 102 N
Faire= 9.79695 X 1023 kg *9.81= 9.6108 x 1022 N
P=FI/A

Model de konsol yiizey alanlari, A = 188 x 107! m? olarak alinmistir. Bu durumda, esdeger

basing;

Pps= Fps/Alan=8.4705x 10?2/ 188 x 10" = 4.5055 x 10"*3 N/m?

Pmite=  Fwmire / Alan =9.6108 x 10% /188 x 10 = 5.1121 x 10" N/m?

F ps+Fmite = 1.80813 x 10 N

P ps+Pmite= 9.6176 x 103 N/m? = | tane antikor ve antijen immiibilizasyonunun basinci

100 tane antijen ve antikor varsayimi gerceklestiginden;
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100 x 9.6176 x 10°13 N/m? =9,6176 x 10! olarak hesaplanmistir. Silikon ve altin malzemeden
yapilan V tipi ve Rektangular mikro konsola 9.6176*10'' Pa giris basinci uygulandiginda

ortaya c¢ikan yer degistirme miktarlari tezin bulgular boliimiinde Sekil 4.1 *de gdsterilmistir.

Tablo 1. V tipi ve dikdortgen mikrokonsolun fiziki dlgiileri ve uygulanan basing degerleri

Uzunluk L1: 80 um L2: 40 um L3: 210 um
Kahnhk Tkonsol: 0,2 p,m Tgold: 50 nm Tantibody: 9 nm
Genislik ve Basing | w: 20 um Pgotd: 2 X 10 7 N/m? | Pps: 4.5052 x 10 " N/m?

Pos+miTe: 9.6176 x 10 11 N/m?

Modelde, alt tabakas1 SizNs tanimli, V tipi ve dikdértgen AKM mikrokonsollarin yiizeyine 50
nm Altin tabakas1 antikorun yiizeye tutunmasi i¢in tanimlanmistir. Altin tabakasinin {istiine
PDMS tabakasi, D5 antikoru ic¢in hesaplanan basing degerine karsilik, 9 nm yiiksekliginde
antikor esdegerinde malzeme olarak tanimlanmistir. D5 antikorunun yiiksekligi 8,5 nm dir (47)
(46). Tablo 2’de sonlu elemanlar analizi, Kat1 Fizigi arayliziinde malzemeleri tanimlarken

kullanilan mekanik 6zellikler verilmektedir.

Tablo 2. Konsolda kullanilan SisNs, Altin ve PDMS malzemelerinin 6zellikleri

Si3Na Altin PDMS
Yogunluk 3100[kg/m”3] 19300[kg/m”3] 970[kg/m"3]
Elastisite Modulii 250e9[Pa] 70e9[Pa] 750[kPa]
Poisson Orani 0.23 0.44 0.49

3.2. Sonlu Elemanlar Modelinin Olusturulmasi

Mikrokonsol yiizeyinde antikor ve antijen immiibilizasyonu sonucu gerc¢eklesecek olan frekans
kaymasi ve yer degistirmeyi hesaplayabilmek igin Sekil 3.3 (a-b)’de goriildiigi lizere
konsollarin mavi ile belirtilen sinirlar1 sabitlenmistir. Mikro konsol iizerine x ve y ekseni 0’da
, z ekseni yoniinde 9.6176 x 10 "** N/m? degerinde antikor ve antijen basing agirligima sahip bir

yik uygulanmistir. Sekil 3.3 (c-d)’de yiik uygulanan yiizeyler gorilmektedir. AKM
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mikrokonsol i¢in mesh tipi olarak fizik konrollii ag ( physics controlled mesh) uygulamasi
yapilarak, ince ag (fine mesh) tanimlanmistir, Sekil 3.3 (e-f)’de konsola uygulanan ag

yogunlugu goriilmektedir.

NG
N

(@) (b)

0
02 pm

(©) (d)

0.2 pm

pm

e

(€) (f)

Sekil 3. 3. (a-b) Mavi ile belirtilen sinirlar sabitlenmistir. (c-d) Mikro konsollarin mavi ile
belirtilen Altin kapl iist yiizeyine 9.6142*10* N/m? basing uygulanmistir. (e-f)  Mikro

konsola ince ag (fine meshing) uygulamasi yapilmistir.
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Bu mikrokonsollar, Bruker Firmasinin AKM problarindan ScanAsyst-Fluid tip prob modeli
(Sekil 3.4a) ve MLCT-B tipi (Sekil 3.4b de yer alan dikdortgen prob) boyutlarindan referans
alinarak c¢izilmistir. Sekil 3.4 ‘de referans alinan AFM mikro konsollar1 gosterilmektedir (24).

(@) (b)

Sekil 3. 4. Referans alinan (a) ScanAsyst-Fluid AKM probu (48) ve (b) MLCT-B ve MLCT-
F Fluid AKM probu modeli (24).

ScanAsyst-Fluid problari, Silikon Nitriir malzemeden {iiretilmis olup, iist yiizeyinde 50 nm Altin
kaplamasi yeralmaktadir. Konsolun nominal kalinligi 0.6 pm olup, nominal uzunlugu 75 pm
ve genisligi maksimum 15 pum olarak verilir. Konsolun yay sabitinin nominal degeri 0.7 N/m

olup rezonans frekans aralig frekansi 150 kHz ve 200 kHz arasinda degismektedir.

MLCT tipi problar1 da, Silikon Nitriir malzemeden tiretilmis olup, iist ylizeyinde 50 nm Altin
kaplamasi yer almaktadir. Altin katman, antikorlarin immobilizasyonunu saglar ve Yiizey
Plazmon rezonansi ile mikro konsol kiris saptanmasina yardimer olur. Konsolun nominal
kalinligr 0.55 um olup, nominal uzunlugu B tipi dikdortgen mikrokonsol i¢in 210 um ve
genigligi maksimum 20 pm olarak verilir. B tipi dikdortgen konsolun yay sabitinin nominal
degeri 0.02 N/m olup rezonans frekans araligi frekanst 10 kHz ve 20 kHz arasinda
degismektedir. Sekil 3.3 modellemesi yapilan V tipi ve dikdortgen mikrokonsollarin sonuglari,

ScanAsyst-Fluid ve MLCT-B tipi problarin rezonans frekansi ile karsilastirilacaktir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrokonsollarin Yerdegistirme ve Frekans Kayma Degerleri

Boliim 3.2°de detayli agiklandigi tizere mikro konsol yiizeylerin islevsellestirilmesi sirasinda
D5 antikorlarinin Molar kiitlesi 52 kDa olarak , antikorlara baglanacak MITF antijeninin ise
Molar kiitlesi 59 kDa olarak tanimlanmistir. Toplam reaksiyon sonucunda bir antikor-antijen
ciftine karsilik konsol iizerinde 101 kDa bir kiitle olacaktir. Toplam 100 adet antijen-antikor
cistine karsilik esdeger basing tanimlamasi tiim konsol yiizeyine tanimlanmistir. Alt tabakasi
Silikon nitriir tanimlanan ve stii 50 nm altin kapli V tipi ve dikdortgen mikro konsola 9.61*10
11 Pa giris basinci (esdeger toplam basinc1) uygulandiginda ortaya ¢ikan yer degistirme
miktarlar1 ve olusan stress (von Misses stres-N/m?) Sekil 4.1 ’de gosterilmektedir. Yer
degistirme miktarlari, konsollarin en u¢ noktasindan referans alinarak, V tipi Mikro konsol da
gerceklesen 4 pm yer degistirme (Sekil 4.1a) ve dikdortgen Mikro konsol da gergeklesen 8 pm
yer degistirme (Sekil 4.1b) olarak hesaplanmustir.

surface: von Mises stress (Njm?) 2

1
5
am e °
3 0 a: &0 @ 7
T - ——
[ —————— ] T, .
4

(a)

(b)

Sekil 4. 1 (a) V tipi Mikro konsol da gerceklesen 4 um yer degistirme , (b) Dikdortgen Mikro
konsol da gerceklesen 8 um yer degistirme.

26



Mikrokonsolun frekans degerlerinin elde edilebilmesi i¢in, Comsol Multifizik programi ile
tasarlanmis olan V tip mikrokonsol ve Dikdortgen tip mikro konsolun tasarim kismi1 methodlar
boliimiinde detayli olarak agiklandi. Bulgular kisminda ise Antijen ve antikor baglanmasi
sonucu konsol lizerinde gerceklesecek yer degistirmeler ve rezonans frekanslarmin elde
edilebilmesi i¢in programin ¢aligma (Study) boliimiinde Frekans alaninda (Frequency Domain)
konsolun tizerine etki eden kiitle ile frekans birimi ve frekans aralig1 se¢imi yapildi. Yapilan
bu se¢imlerle frekansin kag birim aralikta sonug¢ vermesini, frekans degerinin hata olasiliginin
minimum diizeye indirgenmesi ve maximum sonug elde edilmesi saglanmistir. Elde edilen
sonuclarda konsol lizerinde artan kiitle etkisi ile gergeklesen yer degistirmeler, 6zfrekans
degerleri ve modlari, gerilimler (von Misses Stress), ve artan kiitle etkisiyle gergeklesen

(Denklem 2.1,2.2 ve 2.4) rezonans frekansindaki kayma sonuglar1 yer almaktadir.
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Sekil 4.2. Dikdortgen tipi mikro konsol {izerine uygulanan sirasiyla Altin eklenmesi (b) ,
Antikor (c) ve Antijen-Antikor (d) immiibilizasyonu sonucu rezonans frekansta gerceklesen

kayma

Sonlu Elemanlar Analizi ile simiilasyon sonuglari gosterilmistir. Dikdortgen mikrokonsolun
Rezonans frekansinda gergeklesen kayma degerleri, konsolun iizeri altin (Sekil 4.2b)
kaplandiginda elde edilen grafik, altin iizerine antikorlarin (Sekil 4.2¢) baglanmasi ile elde
edilen ve antijen-antikorlarin (Sekil 4.2d) immobilizasyonu sonucu elde edilen grafik
gosterilmistir. Tablo 3. Dikddrtgen mikrokonsolda rezonans frekansinda gergeklesen kayma
degerlerini vermektedir. Kalinligi 0.5 um olan SizsNs dikdortgen mikro konsolun rezonans
frekans degeri 18.040 kHz bulunmustur. 50 nm altin kaplandiginda, frekans 15.100 kHz
degerine kaymakta olup Tablo 5’te (24) yer alan Bruker-MLCT-B tipi referans probun belirtilen
nominal rezonans frekansi (10-20 kHz) araliginda bulunmustur. Altin iizerine MITF antijenine
0zgli oldugu bilinen D5 monoklonal antikorlar1 (anti-MITF) ile kaplanmasi amaciyla, giris
olarak 100 molekiil antikor agirhi§ina esdeger bir basing (4.50512x 10-11 Pa) tanimlanmustir.
Bu durumda frekans degeri 14.980 kHz’e kaymustir. Rezonans frekansinda goriilen bu kayma
miktar1 100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapmadan dolay1 kaynaklanmaktadir.
Daha sonra her bir antijen-antikor ¢iftine karsilik, 100 antijen molekiiliiniin ve 100 antikor
molekiiliiniin MITF+D5=>MITFD5 agirligina esdeger bir toplam basing (9.612451 x 10-11 Pa)
uygulanmigtir. Modellemede, antijenlerin, konsolun tiim antikorlariyla etkilesime girdigi
varsayillmaktadir. Bu nedenle yer degistirme, ve rezonans frekansinda goriilen sapma 100
antijen ve 100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapma ile ayn1 olacaktir. Bu durumda

hesaplanan frekans degeri 14.910 kHz bulunmustur.

Tablo 3. Dikdortgen mikrokonsolda rezonans frekansinda ger¢eklesen kayma degerleri

SiaN4 (0.5 um) SizNs+Altin (50 nm) | SisNs+Altin+D5 SizNs+Altin+D5+MITF

18.040 kHz 15.100 kHz 14.980 kHz 14.910 kHz

Ayni igslem V tipi konsol iginde yapilmis olup Sekil 4.3 de belirtilmistir. V tipi mikrokonsolun
Rezonans frekansinda gergeklesen kayma degerleri, konsolun iizeri altin (Sekil 4.3a)

kaplandiginda elde edilen grafik, altin iizerine antikorlarin (Sekil 4.3b) baglanmasi ile elde
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edilen ve antijen-antikorlarin (Sekil 4.3c) immobilizasyonu sonucu elde edilen grafik

gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. V tipi mikro konsol {izerine uygulanan sirasiyla Altin eklenmesi (a) , Antikor (b)

ve Antijen-Antikor (¢) immiibilizasyonu sonucu rezonans frekansta gergeklesen kayma

Tablo 4. V tipi mikrokonsolda rezonans frekansinda gergeklesen kayma degerlerini
vermektedir. Kalinligi 0.5 pm olan SisN4 dikdértgen mikro konsolun rezonans frekans degeri,
50 nm altin kaplandiginda 156.090 kHz bulunup, Tablo 5°te belirtilen referans probun nominal
rezonans frekansi (125-160 kHz) araliginda yeralmaktadir. Altin iizerine MITF antijenine 6zgii
oldugu bilinen D5 monoklonal antikorlar1 (anti-MITF) ile kaplanmasi amaciyla, giris olarak
100 molekiil antikor agirhigina esdeger bir basing (4.50512x 10-11 Pa) tanimlanmistir. Bu

durumda frekans degeri 155.920 kHz’e kaymistir. Rezonans frekansinda goriilen bu kayma
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miktar1 100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapmadan dolay1 kaynaklanmaktadir.
Daha sonra her bir antijen-antikor ¢iftine karsilik, 100 antijen molekiiliiniin ve 100 antikor
molekiliiniin MITF+D5=>MITFDS5 agirligina esdeger bir toplam basing (9.612451 x 10-11 Pa)
uygulanmistir. Modellemede, antijenlerin, konsolun tiim antikorlariyla etkilesime girdigi
varsayllmaktadir. Bu nedenle yer degistirme, ve rezonans frekansinda goriilen sapma 100
antijen ve 100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapma ile ayn1 olacaktir. Bu durumda

hesaplanan frekans degeri 155.910 kHz bulunmustur.

Tablo 4. V tipi mikrokonsolda rezonans frekansinda gerceklesen kayma degerleri

SizNg+Altin (50 nm) SizNs+Altin+D5 SizsNs+Altin+D5+MITF

156.090 kHz 155.920 kHz 155.910 kHz

V tipi konsol lizerinin Altin kaplanmasi ile elde edilen yer degistirme genligi (Sar1 grafik) Altin
kapli konsola antikor baglanmas1 sonucu elde edilen yer degistirme genligi (kirmiz1 grafik) ve
Antikor ve antijen immiibilizasyonu sonucu elde edilen yer degistirme genligi (mavi grafik) yer
almaktadir. 156.090 kHz pik degeri-genligi grafigin skalasinda cok kiiciik kaldigi igin

goziikmemektedir.

V SHAPE CANTLIVER COMSOL SONUCLARI

antibody+antijen Antibody

155000 155200 155400 155600 135! 0 156000 156200 156400

-5,00E+06
Freq(Hz)

Sekil 4. 4. V tip mikro konsol {izerine uygulanan sirasiyla Altin (Gold) (sar1) , Antikor
(Antibody) (kirmizi) ve Antijen-Antikor (Antigen+Antibody) (mavi) immiibilizasyonu

sonucu rezonans frekansta gerc¢eklesen kayma ve yer degistirme genlikleri.
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Ilgili antijen MITF ve D5 antikorunun immiibilizasyonu sonucu MITF+D5=>MITFD5 (ads)
meydana gelecek rezonans frekansi Denklem 2.5 ve 2.7 kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar

tezin 4.1 bolimiinde verilmistir.

4.2. Teorik Hesaplama Sonuglar1 ve Karsilastirma

Teorik analiz ve uygulamali analiz sonuglarina dayanarak; Antijenlerin, konsolun tim
antikorlariyla etkilesime girdigi varsayilmaktadir. Bu nedenle yer degistirme, 100 antijen ve
100 antikorun basing esdegerinin neden oldugu sapma ile ayn1 olacaktir. Uygulanan bu basinca
istinaden V tipi Mikro konsolda 155.910 kHz’lik (Sekil 4.2) , dikdortgen mikro konsolda ise
14.910 kHz’lik (Sekil 4.3) rezonans frekansi gozlemlenmistir. Referans olarak aldigimiz
Bruker MLCT-F problarinin ¢iplak (Silikon nitriir-50 nm Altin kapli) rezonans frekans1 125
kHz-150 kHz araligindadir. Simiilasyon sonucumuz olan 156.090 kHz (SisN4+Altin (50 nm)),
ve Denklem 2.7 kullanarak yaptigimiz teorik hesaplamada olan 156.92 kHz ile
karsilagtirildiginda modellemenin dogrulugu belirlenmistir. Dikdortgen mikro konsolda ise
Bruker MLCT-B probu baz alinmistir. Bu prob’da ¢iplak (Silikon nitriir-50 nm Altin kapli) 10-
20 kHz araliginda bir rezonans frekansina sahiptir. Yapilan ,simiilasyon sonucunda 18.040 kHz
(SisNs+Altin (50 nm)) bulunmustur. Denklem 2.5 kullanilarak yapilan teorik hesaplamada ise
17.514 kHz rezonans frekansi bulunmustur. Elde edilen sonuglarda V tipi mikro konsol i¢in %
0.528 hata payina rastlanmigsken dikdortgen tip mikro konsol igin ise %3.003 hata payina

rastlanmastir.

Tablo 5. Simiilasyon ve Teorik sonuglarin karsilastirmasi

Konsol Sim. Frez (kHZz) | Sim. Fre; (kH2) Teorik Fre; Referans Fre;
SizNa+Altin(50 SisNg+Altin+D5+MITF
nm)
V tipi 156.090 kHz 155.91 kHz 156.92 kHz 125-160 kHz
Dikdortgen 18.040 kHz 14.910 kHz 17.514 kHz 10-20 kHz

4.3. Mikrokonsollarin Frekans Modlar1

Mikrokonsolun frekans modlarinin elde edilebilmesi, programin ¢alisma (Study) bélimiinde

ozfrekans alaninda (eigenfrequency) yapildi. Dikdortgen mikrokonsolun rezonans ve diger ilk
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bes yiiksek modlart Sekil 4.5’te yeralmaktadir. Dikdortgen mikrokonsolun ilk alt1 6zfrekans

degerleri, belirtilen boyuna ve enine modlarda (Longitudinal-L, Transverse-T): 18.171 kHz (L),
113.85 kHz (L), 319.09 kHz (L), 348.39 kHz (T), 626.01 kHz (L) ve 710.38 kHz (T)

bulunmustur.

Eigenfrequency=6.2601E5 Surface: Total displacement (m)

Exgenfrequency=1,1389ES  Surface: Total displacemant (um)

Sekil 4. 5. Dikdortgen mikrokonsolun ilk alti 6zfrekans degerleri: 18.171 kHz (L), 113.85
kHz (L), 319.09 kHz (L), 348.39 kHz (T), 626.01 kHz (L) ve 710.38 kHz (T)

V tipi mikrokonsolun rezonans ve diger ilk bes yiiksek modlar1 Sekil 4.5’te yeralmaktadir. V

tipi mikrokonsolun ilk alti 6zfrekans degerleri belirtilen boyuna ve enine modlarda
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(Longitudinal-L, Transverse-T): 155.91 kHz (L), 852.18 kHz (L), 914.4 kHz (T), 2259.1 kHz
(L), 2408.1 kHz (L-T) ve 3984.4 kHz (L-T) bulunmustur.

Eigenfrequency=1.5591E5 Hz Surface: Total displacement (um) (&) Eigenfrequency=8.5218ES5 Hz Surface: Total displacement (um)
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Sekil 4. 6. V tipi mikrokonsolun ilk alt1 6zfrekans degerleri: 155.91 kHz (L), 852.18 kHz (L),
914.4 kHz (T), 2259.1 kHz (L), 2408.1 kHz (L-T) ve 3984.4 kHz (L-T)
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4.4. Mikrokonsollarin AKM Olciimleri

Sekil 4.7a, Bruker firmasinin Dimension Edge model atomik kuvvet mikroskobunu, Sekil
4.7b’de Bruker firmasinin MLCT B(dikdortgen) C-E-F (V-tipi) mikrokonsol yapilarinin

NanodriveSoftware kamersindan alinmig goriintiisiinii vermektedir.

(a) (b)
Sekil 4.7. (a) Bruker Dimension Egde, (b) Bruker MLCT (B)-dikdortgen (C-D-E-F) V tipi
mikrokonsollar1 (24)
Dimension Edge kullanarak, MLCT-B mikrokonsolun termal ayar (thermal tune) modu (Sekil

4.8.c) ve dokunma modu ile (tapping mode) (Sekil 4.8a-b) rezonans frekans degerlerine

ulasildi.
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Sekil 4.8. Dimension Edge kullanarak, MLCT-B dikdortgen tipi (Sekil 4.8b) mikrokonsolun
termal ayar (thermal tune) modu ve dokunma modu ile (tapping mode) (Sekil 4.8a) rezonans

frekans degeri-Pik degeri 14.770 Hz gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mikrokonsol doniistiiriiciiler, yeni nesil kimyasal ve biyolojik sensorler igin umut verici bir
platform olarak kabul edilmektedir. Genel olarak, MEMS platformu, bir¢ok kimyasal ve
biyolojik tiiriin hizli analizine uygun, son derece hassas, diisik maliyetli sensdrlerin
gelistirilmesi ve seri liretimi i¢in benzersiz bir yetenek sunar. Daha geleneksel sensorlerle
karsilastirildiginda, mikrokonsol sensorler gelismis dinamik yanit, biiylik 6l¢iide kiigtiltiilmiis
boyut, yliksek hassasiyet ve artirilmis giivenilirlige sahiptir. Rezonans modunda ¢alisan AKM
mikrokonsol tabanli sensorlerin zorlayici bir 6zelligi, aynm1 anda Olgiilen dort yanit

parametresinin (rezonans frekansi kaymasi, faz degisikligi, genlik ve Q faktorii) olmasidir.

MEMS biyosensorlerin gelistirilmesinde, iki temel ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunlardan biri ultra
kiiciik boyut ve digeri ultra yiiksek hassasiyettir. Bu sayede, hastalik tanimlamasi i¢in gesitli

biyoanalitleri tespit ederek biyolojik tespit i¢in tagmabilir bir platform haline gelmektir.

Bu calisma kapsaminda melanom biyobelirteci olan MITF ve D5 antikoru arasindaki spesifik
etkilesim dinamiklerinden ve molekiiller arasi baglanma yeteneginden faydalanilarak bir
Atomik Kuvvet Mikroskobu konsolunun fonksiyonal hale getirilerek MEMS tipi bir mikro
konsol biyosensor tasarlamasi yapilmistir. Mikro konsolun yiizeyi, MITF antijenine 6zgii
oldugu bilinen D5 monoklonal antikorlar1 (anti-MITF) ile kaplanmistir. MITF antijeni
eklendiginde, MITF antijeni ile D5 antikoru arasinda birbirlerine olan affiniteleri nedeniyle
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelir ve bir antijen-antikor kompleksi olusur. Bu kompleks
konsol iizerinde stres ve gerilim olusturur. MITF-D5 arasindaki etkilesimler sonucu
gerceklesecek gerilim veya stres, konsolun rezonans frekansindaki sapma degerinden tespit
edilmistir. Konsol tipi mikro biyosensorlerin yiizeyinin fonksiyonlastirilmasi Sonlu elemanlar
analizi (FAE) kullanilarak yapilmistir. Simiilasyon sonuglar1 niimerik hesaplamalar ve AKM
sonugclar1 ile desteklenmistir.

Bu tez calismasinda MITF temelli biyosensor ile kantitatif tayini hedef alinmig MITF
melanoma biyomarkeri, melanoma etki eden bir antijendir. Literatiirde baska protein aileleri
icin bir ¢ok calisma bulunsa da MITF proteinin kantitatif analizinin yapildig1 ¢alisma sayisi
oldukca simirlidir. MITF antijeni gergek serumdaki degerini 6lgmeye dayali tasarladigimiz
biyosensor sistemi literatiirde bir ilk olmaya adaydir. Her konsolun yiizeyinin, 100 molekiil D5
antikoruyla islevsellestirildigi varsayilmaktadir. Giris olarak 100 molekiil antikor agirligina
esdeger bir basing (4.50512x 10! Pa) tanimlanmustir. Daha sonra her bir antijen-antikor ciftine

karsilik, 100 antijen molekiiliiniin ve 100 antikor molekiiliiniin MITF+D5=>MITFD5 agirligina
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esdeger bir toplam basing (9.612451 x 102! Pa) uygulanmistir. Bu ¢alismada, MITF antijenin
Molekiil agirligi=59 kDa ve D5 antijeninin molekiil agirligi=52 kDa olarak alinmistir (46).
Modellemede, antijenlerin, konsolun tiim antikorlariyla etkilesime girdigi varsayilmaktadir. Bu
nedenle yer degistirme, ve rezonans frekansinda goriilen sapma 100 antijen ve 100 antikorun
basing esdegerinin neden oldugu sapma ile ayn1 olacaktir. Esdeger toplam basincin hesaplamasi
asagidaki gibi yapilmigtir. Sabit genislikte ve kalinlikta mikro konsolun sapmasinin V tipi
mikrokonsol i¢in 8 um uzunlugunda, Dikddrtgen tip mikro konsolun sapmasinin 4 pm oldugu
gozlenmistir. Mikro konsolun stabilitesi ve hassasiyeti sadece uzunluk veya genislige veya
diger herhangi bir tek parametreye bagli degildir. Ayn1 zamanda konsolun stabilitesi ve elde
edilen sonuglarin dogrulugu konsolun malzemesine , kaplanmasi gereken polisilikon, altin vb.

gibi katmanlarin sayisina da baghdir.

Tasarimi1 yapilan mikrokonsolun elde edilen simiilasyon ve teorik sonuglar1 degerlendirilmis
olup referans olarak alinan MLCT-B ve F tipi AFM problarinin degerleriyle karsilagtiriimstir.
Ilgili firmanin verdigi bilgilere gore, 150-200 kHz ve 10-20 kHz araliginda frekans veren V
tipi mikrokonsol ve Dikdértgen tip mikrokonsol igin simiilasyon sonuglari, AKM o6l¢iimleri ve
teorik sonuglar1 olmasi gereken prob frekans araliginda oldugu tespit edilmistir. Ve bu sonuglar,
iizerinde ¢alisma yaptigimiz modellemenin dogrulugunu gostermektedir. Ornegin V tipi mikro
konsolun yiizeyi fonsiyonel hale getirilmesi amaciyla, MITF antijenine 6zgli oldugu bilinen D5
monoklonal antikorlar1 (anti-MITF) ile kaplandiginda frekans degeri 155.920 kHz’e kaymustir.
Rezonans frekansinda goriilen bu kayma miktar1 100 antikorun basing esdegerinin neden
oldugu sapmadan dolay1 kaynaklanmaktadir. Daha sonra her bir antijen-antikor ¢iftine karsilik,

100 antijen molekiiliinii eklendiginde frekans degeri 155.910 kHz bulunmustur.

Bu amagla yiizeyleri fonksiyonellestirilerek tasarlanan konsollara dayali sonderece hassas bu
yeni algilama tekniginin tip diinyasinda ve giindelik hayatta kullanimi, 6rnegin melanoma vb.
kanserde erken teshis de farkli bir olanak saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Konsol tabanli
biyosensorler, 6zellikle biyokimyasal analizler alaninda muazzam bir potansiyele sahiptir. Hizl
sonug veren , yiiksek hassasiyetli ve giivenilir olan bu sensorler; yasam bilimlerinde, biyolojik
molekiiller arasindaki etkilesimin temellerini incelenmesi, kimyasal veya biyolojik analizlerde,

ila¢ calismalarinda, ¢evresel analizlerde uygulamala alanlarinda bulmaktadir.

37



6. Kaynakc¢a

10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

Dolen M., Kaplan H..Mikro Elektro Mekanik Sistemler(Mems). 2002, Makina Tasarim
Ve Imalat Dergisi, S. 1-2.

Ahmed, A.. Design, Simulation And Analysis Of Piezoresistive Microcantilever For
Biosensing Applications. December 2016.

Nordstrom,M., Keller S.,Lillemose M.,Johansson A., Dohn S., Haefliger D.,Blagoi G.,
Havsteen-Jakobsen M.,Boisen A..Su-8 Cantilevers For Bio/Chemical Sensing;
Fabrication,Characterisation And Development Of Novel Read-Out Methods .. 2008,
Sensors 2008, 8, 1595-1612, S. 2.

Hsu, Tr. Mems & Microsystems Design And Manufacture” Mcgraw Hill
Education(India) Private Limited. 2017.

5.Elektrikde.Com.https://Www.Elektrikde.Com/Gelecegin-Teknolojisi-Nano-Elektro-
Mekanik-Sistemler-Nems/.

Jain, S., & Pise, N.Computer Aided Melanoma Skin Cancer Detection Using image
Processing. 2015, Procedia Computer Science, S. 735-740.

Chaturvedi - P. Mudgal, A.Abcd Features Extraction-Based Melanoma Detection And
Classification. 2020. International Conference On Avrtificial Intelligence.

Howard L.Kaufman, Janice M.Mehnert. Melanoma. London .2016.

Mahalikand, Np. Micromanufacturing And Nanotechnology: Nanomechanical
Cantilever For Biological Sensors. 299, Berlin : Springer, 2006.

Zinoviev K., Moreno M., Laura M. Lechuga Mar Alvarez. Cantliver Biosensor. Optical
Biosensors. Elsevier, 2008.

Lopez-Lorente A., Valcarcel M. Analytical Nanoscience And Nanotechnology.
Comprehensive Analytical Chemistry. Elsevier, 2014.

Fizik Soc. R., Shuttleworth. 63, Londra B. , 1950, Cilt 374.

Michael F. Hagan, Arun Majumdar And Arup K. Chakraborty. Nanomechanical Forces
Generated By Surface Grafted Dna. California : American Chemical Society, 2002.

Stoney, Mr. G. G. Proc. R. Soc. Londra , 1909.

Pin Lu, H. P. Lee, C. Lu, And S. J. O’shea. Surface Stress Effects On The Resonance
Properties Of Cantilever Sensors. Singapore . The American Physical Society, 2005.

Craighead, B. llica And H. G..Attogram Detection Using Nanoelectromechanical
Oscillators. New York : American Institute Of Physics, 2004.

Lavrik, N.V., Sepaniak, M.J., Datskos, P.G. Lavrik, N.V., Sepaniak, M.J., Datskos, P.G.
7, 2004, Scopus Preview, Cilt 75, S. 2229-2253.

Ozer, S. Exchange Bias Systems Studied By High Resolution Quatitative Magnetic
Force Microscopy. Doktora Tezi. 2012.

38



19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Nordstrom,M. ,Keller,S.,Lillemose,M., Johansson, A.Dohn,S.,Haefliger,D.. Su-8
Cantilevers For Bio/Chemical Sensing; Fabrication, Characterisation And Development
Of Novel Read-Out Methods. 2008, Mspi.

Dufrene, D. Miiller And Y.Atomic Force Microscopy As A Multifunctional Molecular
Toolbox in Nanobiotechnology. 2008, Nature Nanotechnology, Cilt 5, S. 261-269.

Dufrene, D. Miiller And Y. Atomic Force Microscopy: A Nanoscopic Window On The
Cell Surface. 8, 2011, Trends In Cell Biology, Vol. 21, No. 8, Pp. 461-469, 2011., Cilt
21, S. 461-469.

T. G. Kuznetsova, M. N. Starodubtseva, N. I. Yegorenkov, S. A. Chizhik, And R. I.
Zhdanov.Atomic Force Microscopy Probing Of Cell Elasticity.. 8, 2007, Micron, Cilt
38, S. 824-833.

K. Tomankova, P. Kolar, J. Malohlava, And H. Kolarova. Mechanical Characterization
Of Hela Cells Using Atomic Force Microscopy. 2012, Current Microscopy
Contributions To Advances In Science And Technology, S. 549-554.

Bruker Afm Probs (Milct). Bruker. Https://Www.Brukerafmprobes.Com/P-3444-Mlct.

Silviaferretti, S.,David A.Russel,Lkim E.Sapsford,David J.Richardson. Self-Assembled
Monolayers: A Versatile Tool For The Formulation Of Bio-Surfaces. 9, 2000, Trac
Trends In Analytical Chemistry, Cilt 19, S. 530-540.

Guanghua Wu, Ram H. Datar,Karolyn M. Hansen,Thomas Thundat,Richard J. Cote.
Bioassay Of Prostate-Specific Antigen (Psa) Using Microcantilevers. Los Angeles :
Nature Biotechnology, 2001. 19.

Purwidyantri, A.. Slideserve. Mems-For-Biomedical-Applications.July 2014,
Https://Www.Slideserve.Com/Vanna/Mems-For-Biomedical-Applications.

Hosseinia,R.Hamedib,M.. Resonant Frequency Of Bimorph Triangular V-Shaped
Piezoelectric Cantilever Energy Harvester. 65-73, 2016, Journal Of Micromechanics
And Microengineering, Cilt 1, S. 6.

F. Loizeau, F. Loizeau,T. Akiyama,S. Gautsch,A. Meister,R. Smajda,P. Vettiger,G.
Weder,N. F. De Roo0ij. 2d Cantilever Array With Spherical Tips For Parallel Force
Spectroscopy On Cancerous Cells. Switzerland : Ecole Polytechnique Fédérale De
Lausanne (Epfl). 2013 Transducers & Eurosensors Xxvii: The 17th International
Conference On Solid-State Sensors, Actuators And Microsystems (Transducers &
Eurosensors Xxvi1).

Saranya R, Saranya K, Ceemati D, Chandra Devi K, Meenakshi Sundaram N.Design Of
Mems Based Microcantilever For Tuberculosis Detection. Bangalore, 2013.
Proceedings Of The 2013 Comsol Conference.

Kurmendra, J., Kumarb R..Micro-Cantilevered Mems Biosensor For Detection Of
Malaria Protozoan Parasites. 99-107, 2019, Journal Of Computational Applied
Mechanics, Cilt 1, S. 50.

39



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

Selvaraj,S., Manoa,S.,Sugumaran,P.,Pria Jayarama J.. Multiphysics Modeling And
Simulation Of Nanoscale Cantilever Array Sensor For The Detection Of Hiv Antigens.
15-18, 2014, Journal Of Nanoscience And Nanotechnology, Cilt 1, S. 2.

Katti,S.,Naragund,P.,Saradesai,V., Vidhyashree,P.,Kaushik,M. ,Anilkumar V Nandi,
Mungurwadi,V.. 2012.Mems Based Sensor For Blood Group Investigation.

K. Beulah Sujan, T. Shanmuganantham. Bio-Mems Cantilever Sensor Design And
Analysis For Detecting Multiple Diseases2017, leee International Conference On
Circuits And Systems.

Sigi Fu, Haijing Wu,, Huiming Zhang, Christine G. Lian, Qianjin Lu. Dna
Methylation/Hydroxymethylation in Melanoma. 78163-78173, 2017, Oncotarget, Cilt
44, S. 8.

Jaina,S.,Jagtap,V.,Pise,N.. Computer Aided Melanoma Skin Cancer Detection Using
Image Processing. 736-741, 2015, Procedia Computer Science,, S. 48.

Andor,N., Graham, T., Jansen,M., Aktipis,A., Petritsch,C.,Hanlee P Ji, Maley,C.. Pan-
Cancer Analysis Of The Extent And Consequences Of Intratumor Heterogeneity. 105-
113, 2016, Nature Medicine,, Cilt 1, S. 22.

Eigentler, Claus Garbe And Thomas K..Diagnosis And Treatment Of Cutaneous
Melanoma2007, Melanoma Research, Cilt 2, S. 17.

Patel,J., Patel,P..Biosensors And Biomarkers: Promising Tools For Cancer Diagnosis.
2017, International Journal Of Biosensors & Bioelectronics, Cilt 3, S. 3.

Rusling, J. F., Bishop, G. W., Doan, N. M., &Amp Ve Papadimitrakopoulos, F.
Nanomaterials And Biomaterials in Electrochemical Arrays For Protein Detection. 12-
30, 2014, Journal Of Materials Chemistry, Cilt 1, S. 2.

Role Of. Eman M. Hassan, Maria C. Derosa. Recent Advances In Cancer Early
Detection And Diagnosis: 2020, Trac Trends In Analytical Chemistry, Cilt 115806, S.
124.

Weinstein,D., Leininger,J., Hamby,C., Safai B.. Diagnostic And Prognostic Biomarkers
In Melanoma. 13-24, 2014, The Journal Of Clinical And Aesthetic Dermatology, Cilt
6,S.7.

Bosserhoff, Anja K..Novel Biomarkers In Malignant Melanoma. 28-35, 2006, Clinica
Chimica Acta, Cilt 1-2, S. 367.

Guo,R.,Franco-Palacios, M.,Russell,M.,Goddard,L., Hassell,L.,Gillies,E.,Fung,K..
Micropthalmia Transcription Factor (Mitf) As A Diagnostic Marker For Metastatic
Melanomas Negative For Other Melanoma Markers. 1658, 2013, International Journal
Of Clinical And Experimental Pathology, Cilt 8, S. 6.

Roy King, M.D., Paul B. Googe, M.D., Katherine N. Weilbaecher,

M.D..Microphthalmia Transcription Factor Expression In Cutaneous Benign,
Malignant Melanocytic, And Nonmelanocytic Tumors.51-57, 2005, The American
Journal Of Surgical Pathology, Cilt 1, S. 25.

40



46.

471.

48.

49,

50.

51.

Microphthalmia Transcription Factor (Mitf) (C5/D5) Mouse Monoclonal Antibody.
Cell Marque. Https://Www.Cellmarque.Com/Antibodies/Cm/2024/Microphthalmia-
Transcription-Factor-Mitf_C5-D5.

Sinobiology. Mitf Protein Overview: Sequence, Structure, Function And Protein
Interaction. Sinobiological. Https://Www.Sinobiological. Com/Resource/Mitf/Proteins.

Bruker Afm Problari. Bruker. Https://Www.Brukerafmprobes.Com/P-3444-Mlct. AspX.

Nickolay V. Lavrik, Michael J. Sepaniak,Panos G. Datskos. Tennessee .Cantilever
Transducers As A Platform For Chemical And Biological Sensors. American Institute
Of Physics, 2004.

Ilara, Ralph G. Nuzzo And David L..Adsorption Of Bifunctional Organic Disulfides On
Gold Surfaces. American Chemical Society, 1983.

Nordstrom,M.,Keller,S.,Lillemose,M.,Johansson,A.,Dohn,S.,Haefliger,D.,Blagoi,G.,H
avsteen-Jakobsen,M., Boisen,V..Su-8 Cantilevers For Bio/Chemical Sensing;
Fabrication, Characterisation And Development Of Novel Read-Out Methods.

41



