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Sunulan calismada elipsometre esasli, mikroakigskan sistemleri kullanan array
platformlarinin geligtiriimesi daha sonra bu platformlara iki farkli protein molekalindn
yerlestirilip secici antikorlari ile etkilesiminin TIRE (Total Internal Reflection
Ellipsometry - Toplam icten Tam Yansimali Elipsometri) ydntemi ile incelenmesi
amaclanmaktadir.

Tez calismasi (ic ana grupta toplanmistir. ilk bélimde, éncelikle polimerizasyon
suresinin, kullanilmasi amaglanan polimer tirlerinin, ¢apraz baglayici oranlarinin
optimizasyonlari gerceklestiriimistir. Sentezlenen c¢apraz bagh polimerlerin temas
acilan olgulmas, sisme dereceleri belirlenmis, ylzey analizleri FT-IR-ATR teknigi ile
gerceklestiriimis, en uygun polimer tirl olarak 1:1 oraninda ¢apraz baglayici iceren
Glisidil Metakrilat polimeri secilmistir. Daha sonra fotolitografik yéntemler kullanilarak
silikon elastomer (Polidimetil Siloksan) ile mikrokanal fabrikasyonu gerceklestiriimis,
bir diger ydontem olan temash sivi fotolitografik polimerizasyon (Contact Liquid
Photolithographic Polymerisation, CLiPP) ydntemi ile de GMA polimeri kullanilarak
farkli boyutlarda mikrokanallar hazirlanmigtir. ki yontemle de alinan sonuglar
degerlendirildiginde optimum sonugclari veren fabrikasyon ydntemi, “Fotolitografik
Yontemler Kullanilarak Silikon Elastomer (Polidimetil Siloksan, PDMS) ile Mikrokanal
Fabrikasyonu” olarak belirlenmigtir. Optimum kanal boyutu ise 200 pum olarak
secilmistir. PDMS ile hazirlanan polimerik mikrokanallarin Gzerleri GMA filmi ile kapli
cam slaytlar yardimi ile kapatiimigtir.

Galismanin ikinci bélimdnde hazirlanan mikro akis kanallarinin duvarlarinin GMA
polimerinden olugsan yUzeylerine, array platformunu olusturmak Gzere, prob
molekdllerin  immobilizasyonu  gergeklestiriimistir.  Hazirlanmig  olan  array
platformunun kanallarina, 5-500 nM derisim araliginda Albumin (Human Serum
Albumin, HSA) ve 10-500 nM derisim arahginda Protein A prob molekilleri



yerlegtirilmistir. Bu modifikasyonlar TIRE yodntemi ile izlenmig, epoksi — protein

etkilesimi gbzlemlenmistir.

Uglinci bélim kapsaminda, bu problarin spesifik antikorlari olan anti — Albumin
antikoru 5-500 nM derigsim araliginda ve IgG antikoru 10-500 nM derisim araliginda
kanallara gdnderilerek etkilesimler TIRE ydntemi ile es zamanh olarak incelenmis,
hazirlanan platformlarin performanslari ve tayin sinirlar belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Mikroakiskan Sistemler, Biyosensér, Fotopolimerizasyon,
Fotolitografi, Protein Array Platformlari, Elipsometri, icten tam yansimali elipsometri
(TIRE)

Danigman . Prof. Dr. Erhan Bigkin, Hacettepe Universitesi, Kimya
Muhendisligi Bélima



PREPARATION OF ELLIPSOMETER BASED PROTEIN ARRAY PLATFORMS
USING MICROFLUIDIC SYSTEMS

BURCU OTMAN

ABSTRACT

The purpose of the thesis is to construct ellipsometer based array platforms that are
involving microfluidic systems and moreover to immobilize two model probes into the
microchannels of the platforms and to observe the interactions of this probe
molecules with their specific antibodies, using Total Internal Reflection Ellipsometry
(TIRE) technique.

It can be said that the whole work is consisting of three main parts. In the first part,
firstly, optimization of the polymerisation time length, polymer type, crosslinker ratios
were done. Contact angles of the synthesized crosslinked polymers were measured,
swelling ratios were determined, surface analyses were performed using FT-IR-ATR
technique and consequently Glycidyl Methacrylate polymer containing a crosslinker
ratio of 1:1 was selected as the appropriate polymer type. Later, microchannels were
fabricated with silicone elastomer (Polydimethyl Siloxane, PDMS) using
photolithographic techniques along with Contact Liquid Photolithographic
Polymerisation (CLiPP) method using GMA polymer. Both methods were compared
and the optimum fabrication method was selected as fabrication with silicone
elastomer (Polydimethyl Siloxane, PDMS) using photolithographic techniques and
the optimum channel size was determined to be 200 um. The PDMS microchannels

were covered using a GMA film coated microscope slide.

In the second part of the work, in order to construct array platforms, immobilisation of
the probe molecules onto the GMA wall of the microchannels was performed. Probe
molecule solutions of Albumin (Human Serum Albumin, HSA) having a concentration
range of 5-500 nM and Protein A with a 10-500 nM concentration range were
immobilized into the pre-fabricated channels. The modifications were observed with
TIRE and the epoxy — protein interactions were monitored.



At last, in the third part, solutions of specific antibodies of these probes (anti —
Albumin and IgG antibodies) were injected into the channels having concentration
ranges of 5-500 nM and 10-500 nM respectively and the real time interactions were
observed with TIRE technique. The performances and detection limits of the
fabricated platforms were determined.

Keywords : Microfluidic Systems, Biosensor, Photopolymerisation,
Photolithography, Protein Array Platforms, Ellipsometry, Total Internal Reflection
Ellipsometry (TIRE)

Advisor . Prof. Dr. Erhan Bigkin, Hacettepe University, Department of

Chemical Engineering
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1. GiRiS

Tarih boyunca pek ¢ok salgin hastalik yasami tehdit etmis ve bunun sonucu olarak
hastalik tanisi yasam bilimleri alaninda faaliyet gOsteren aragtirmacilarin en gok
ilgilendigi konulardan biri haline gelmistir. Eger tani dodru ve zamaninda yapilamaz
ise tedavi sonugsuz kalir. Ne yazik ki canli organizmalarda gerekli tim bilgileri
tasiyan DNA, RNA ve proteinler gibi biyolojik molekulller olduk¢a karmagik molekuller
olmakla beraber canl ortamlarda c¢ok distk derisimlerde bulunduklarindan
arastirilmalari ve taninmalari olduk¢a zahmetlidir. Godu hastaligin tedavisinde ise
erken tani oldukg¢a kritik bir rol oynamaktadir. Bu amagla ginimize kadar
geligtirilmis, hdcre Kkalthrleri, hicre sayim sistemleri, immunolojik testler, cesitli
goruntileme teknikleri, DNA dizileri (arrayleri), spektrometreler gibi tani sistemleri
genellikle uzun sdreli ve pahali teknikler olmakla beraber, kimi zaman anlamli sonug
alinabilmesi icin hastaligin belli bir asamaya yani biyolojik molekdllerin belli bir
derigsime ulasmis olmasi gerekmektedir.

Yenilenen teknoloji ile beraber hastalik tani sistemlerinde de cesitli ilerlemeler
gerceklesmistir. Ornegin cesitli biyosensérler ve tani kitleri gelistirilmistir. Tani kitleri
genel anlamda hastalidin varligi veya yoklugu ile ilgili bilgi verirken biyosensorlerin
yardimi ile ne derecede oldugu diger bir deyisle miktari da algilanabilmektedir. Bu
sistemlerde temel olarak taniyici bir eleman, bir sinyal gevirici ve sinyal okuyucu
bulunmaktadir. Calisma prensibi 6zetle su sekildedir; taniyici eleman ile biyolojik
numune arasinda meydana gelen kimyasal etkilesim sonucu isl, renk, iletkenlik vb.
gibi sinyaller olusur, cevirici yardimi ile bu sinyaller, etkilesimler ile orantili bir elektrik

sinyaline cevrilir ve okuyucu tarafindan algilanarak sonug belirlenir.

Biyosensorlerin gelistiriimesi ile, saglik bilimleri, gcevre bilimleri, gida, hayvancilik gibi
insan yasamini dogrudan etkileyen pek cok alanda olumsuzluklarin molekdiler
dizeyde gb6zlemlenmesi ve giderilmesi olanakh kilinmigtir. TUom bu alanlarda
biyomolekdllerin tanisinda bu molekdlleri spesifik olarak taniyan cesitli biyolojik
molekuller, biyosensérlerin  taniyici  ajanlan  olarak kullanilirlar.  Antikorlar,

oligontkeotidler, oligopeptidler taniyici ajan olarak kullanilan biyomolekuillerden



bazilandir. Biyosensodr sistemlerinde taniyici molekillere “prob”, bu molekuller
yardimi ile taninan molekdllere ise “hedef molekil” adi verilir.

Biyosensoér cesitlerinden olan optik esasl biyosensérlerde herhangi bir isaretleme
ybntemine ihtiyag duyulmamasi bu teknikleri dncelikli kilmaktadir. Yizey Plazmon
Rezonans (Surface Plasmon Resonance, SPR) ve Elipsometri gibi optik ézellikleri
kullanan sensérler pek ¢ok alanda kullaniimaktadir. Elipsometrik sensérler ile sensér
ylzeylerinde bircok etkilesimin (antikor — antijen etkilesimleri, enzimatik reaksiyonlar,
vs.) gercek zamanli izlenmesi ve hem nitel hem de nicel tani yapiimasi mimkuin

olmaktadir.

Hedef moleklllerin sayica olduk¢a fazla olmasi gunimuiz arastirma konularini
biyosensoérlerden, ayni anda c¢ok sayida hedef molekdlin taninmasina ve
miktarlarinin  belirlenmesine olanak saglayan sistemlere dogdru yoénlendirmistir.
Bdylelikle son yillarda, ayni anda ¢ok sayida hedef molekilin taninmasina imkan
saglayan “Array Teknolojileri” gindeme gelmistir ve hizla gelismeye devam
etmektedir. Ozellikle “insan Genom Projesi” array teknolojilerindeki en ®&nemli
adimdir. Affymetrix firmasi igbirligi ile ilk DNA mikroarray sistemi gelistirilmis ve proje
beklenenden ¢ok daha kisa bir sitrede tamamlanmigtir. Bu ilk énemli adimin
ardindan cesitli DNA array platformlar ve protein array platformlari geligtiriimeye
devam etmigstir. Kisaca, array teknolojilerinde, platform Uzerinde ¢ok sayida taniyici
molekdl bulunmaktadir ve ayni anda birden fazla hedef molekllin taninmasi
muamkandur. Array teknolojilerindeki en 6nemli basamak prob molekdllerin platform

Uzerine yerlestirilmesi yani immobilize edilmesidir.

Array teknolojilerinin gelismesini takiben minyatir laboratuar olarak da bilinen “gip igi
laboratuar” (lab on a chip) terimi giindeme gelmis, arastirmacilarin ilgisini hizla
cekmistir. Cip ici laboratuarlar birka¢ santimetrekare boyutundaki platformlar Gzerinde
bir ya da birden fazla laboratuar gérevinin gerceklestiriimesi i¢in tasarlanan ciplerdir.
Bu tip c¢ipler, son yillarda oldukga ilgi ¢ceken “Mikro Elekiro-Mekanik Sistemler”
(MEMS) ya da bir diger degdisle “Mikro Toplam Analiz Sistemleri” (uTAS) gibi

konularin alt basliklari olarak siniflandirilabilirler.

MEMS ve uTAS molekuler dizeyde arastirmaya olanak saglayan sistemlerdir ve bu

ybnleri ile ilag tasinimi, genomik arastirmalar, protein analizi, tani gibi pek ¢ok alanda



kullaniimaktadir. Bu sistemlerin arastiriimasi ile beraber minyatirizasyon teknikleri
gindeme gelmis, bu alanlarda pek ¢ok arastirma yapilmistir. Fotolitografi, AFM
litografisi, dip-pen litografi, x-1sini litografisi, soft litografi gibi ¢esitli litografi teknikleri,
kaliplama, dékim, asindirma, biriktirme gibi cok sayida teknik minyatirizasyon

islemlerinde kullaniimaktadir.

Mikroakigkan sistemler, MEMS, uTAS ve cip ici laboratuar sistemlerinde siklikla
kullanilan mikron boyutlu kanallardaki kapiler etki ile akisi inceler ve kullanir. Ornegin
yakin zamanda IBM firmasi tarafindan tanitilan kilcal damar hareketini yani kapiler
etkiyi kullanarak, tek asamal bir ara¢ olarak kullanilabilecek ve ileride birgok
hastalidin ve virstn tanisinda kullanilabilecek yeni gelistirilen bir ¢ip ici laboratuar
sisteminde, ¢ok klguUk bir kan damlasi ile, kisa slUrede teshis saglanabilmektedir.
(Juncker ve Delamarche, 2002). Bu yulzyil icinde klasik laboratuar ortamlarinin
yerlerini mikroakigkan sistemlerle bitlnlesmis, GUretimi kolay, ucuz, tek kullanimhk
mikro laboratuarlara birakacagi dustunulmektedir. Mikroakiskan sistemlerinde akis
kapiler etki ile saglanabilmektedir ve Reynold sayisi oldukga dusuktir, bdylelikle
kanal icinde akis daima laminer olmaktadir. Mikroakigkan sistemlerinin, dasik érnek
hacmi gerektirmeleri, kisa sUrede cevap alinmasi, paralel 6lgim yapilabilmesi,
kontrol edilebilirlik gibi 6nemli avantajlar vardir. Bu tip sistemlerde kullanilan
malzemelerin mutlaka biyolojik olarak uyumlu olmalari gerekmektedir. Bu amagla son
yillarda mikroakiskan sistemlerin Gretiminde kullanilabilecek cesitli malzemeler

geligtirilmigtir.

Tez kapsaminda elipsometre esasli, mikroakigkan sistemleri kullanan array
platformlar gelistirilmistir. Hazirlanan mikroakigkan kanalli platformlara model protein
prob molekilleri (Protein A ve anti-Albumin antikoru) yerlestirilmis, bu platformlarin
HIgG ve Albumin tanisinda 6rnek array sistemleri olarak kullanilabilirlikleri

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tani ve Molekiiler Tani Sistemi

Biyotip, Molekuler Biyoloji, Genetik, Biyoteknoloji vb. gibi bilim ve teknolojiler, temel
bilimlerin ve mulhendislik bilimlerinin yasam bilimlerindeki uygulamalarn ile
ilgilenmektedir. GUniimizde birgcok gelismis ve gelismekte olan Ulkede oldugu gibi
ulkemizde de oncelikli konular arasinda yer alan bu bilim ve teknoloji dallarinda
oldukgca hizli bir ilerleme sdz konusudur. Ozellikle son on yilda ivme kazanan
nanoteknoloji (nanotip, nanobiyoteknoloji vb.) alanindaki arastirmalarin yardimlari ile

ise molekdler diizeye dogru bir ydnelime gecilmistir. (Igbal, 2000)

Tip, cevre, gida, hayvancilik, tarim vb. gibi akla gelebilecek birgok alanda “tani”
oldukga kritik bir faaliyet olarak giindeme gelmektedir. Ornegin tip alaninda tani
yapilmadan 6nce tedavi uygulanamaz ancak hastalik tanisi yapildiktan sonra
uygulanabilir. Gida uUrlnleri ve cevre Kirliliginin (6rnedin mikrobiyal kirlilik) tanisi
insanin ve gevrenin sagligr agisindan oldukga kritik bir 6neme sahiptir.

GUnimUz teknolojisinde tani da artik molekdiler diuzeydedir ancak bu durum taniyi
¢ok daha zor ve oldukca pahal hale getirmektedir. Genel olarak bir tani sisteminde
istenilen hedef molekill segici olarak taniyan bir molekul kullanihr ve bu taniyici
molekule tani sistemlerinde “prob” adi verilir. Prob molekdl bir tagiyici ylzey Uzerine
cesitli yontemler kullanilarak yerlestirilir. Ozet olarak prob ile hedef molekil
arasindaki etkilesme sonucu meydana gelen gesitli degisimler bir ¢evirici yardimi ile
sinyale dénlstirtldr ve bu sinyalin 6lgtlmesi ile de tani gergeklestirilir. GlUnimuizde
biyolojik esasli tani sistemlerinde “prob” olarak tek sarmal oligonUkleotidler,
oligopeptidler, proteinler (antikorlar, enzimler vb.) yaygin olarak kullanilan molekdller
olarak sdylenilebilir (Espina, 2004).

Yiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi ve kitle
spektroskopisi gibi geleneksel tani teknikleri, pahali ekipmanlar gerektiren, yalnizca
iyi donanimh laboratuarlarda kullanilabilecek zahmetli tekniklerdir. Hicre kaltari ve
mikroskobik izleme gibi temel mikrobiyolojik teknikler ise olduk¢a uzun sdreli
yontemlerdir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain Reaction”, PCR) gibi



diger bazi ydntemler de cesitli patojenlerin tayininde kullaniimaktadirlar. Fakat, PCR
icin 6nceden 6rnek hazirlanmasi gerekir, reaktifleri ucuz degildir ve c¢oklu analiz
oldukga zordur. Kisaca geleneksel laboratuar tani yéntemleri, genellikle tek seferde
sadece tek bir taniyr gergeklestirebilecek sekilde tasarlanmig, oldukg¢a pahal

ekipmanlar kullanan, zahmetli ve uzun stireli testlerdir (Garipcan, 2008).

2.2. Array Teknolojileri

Array (¢coklu analiz dizisi) teknolojileri birden fazla 6rnegin ya da molekulin ayni anda
degerlendirilebildigi, genellikle ¢cok kisa slrede cevap veren ve bunlardan ¢ok daha
6nemlisi ¢oklu taninin mdmkdn oldugu yeni bir teknoloji dahdir. Array teknolojilerinde;
cok sayida taniyici molekdlin, 6nceden hazirlanan array platformlarina belli
ybntemler ile yerlestirilerek ayni anda ¢ok sayida hedef molekllin taninmasi esas
amactir. Array platformu GOzerindeki taniyici molekldl - hedef molekil etkilesmesi,
cogunlukla hedef molekllin optikce aktif olan bir floresan boya kullanilarak
isaretlenmesi (“etiketlenmesi”) ve meydana gelen etkilesimler sonucunda floresans
(floresan 1s1k) siddetindeki degisimin c¢esitli optik cihazlar yardimi ile élgima
sonucunda gerceklestirilir (Estrela, 2008)

Etiket kullanimi pahal bir yéntem olmakla birlikte uygulamasi zor ve olduk¢a zaman
alicidir. Ayrica bu yéntem biyolojik hedef moleklle de zarar verebilmektedir. Son
yillarda isaretlenmeye gerek duyulmadan élcim yapilabilecek kitle degisim esasl
(QCM vb.) ve optik (SPR, elipsometre, vb.) cihazlarin array teknolojilerine

uygulanmasi Gzerinde yodun arastirmalar yapilmaktadir (Boozer, 2006).

2.3. Biyosensorler

Biyosensérler bir diger deyisle biyoalgilayicilar, kisaca blnyelerinde biyolojik bir
taniyict eleman bulunduran ve bir fizikokimyasal cevirici ile birlestiriimis analiz
cihazlari olarak tanimlanmaktadirlar. Bir biyosensérin amaci, bir veya bir grup
analitin (analiz edilecek madde) miktari ile orantili olarak sirekli sayisal elektrik

sinyali Gretmektir.



Bir biyosensoérde ilk olarak bir takim temel 6zellikler (hassasiyet, kalibrasyon, tayin
siniri, segicilik, 6zgullik, tekrarlanabilirlik, tekrar kullanilabilirlik, kisa cevap suresi vb.)
aranir. Hassasiyeti ylksek olan bir biyosensér c¢ok kigik degisiklikleri
algilayabilmelidir (Cahn, 1993). ideal bir biyosensérde kalibrasyon, geleneksel
¢Ozeltiler veya bilinen analit derisimleri kullanilarak kolayca yapilabilmelidir. Yapilan
kalibrasyon sonucunda elde edilen veriler tayin limitini belirleyecek kadar olmalidir
(Diamond, 1998). Ozgll bir biyosensdr istenen tek bir analiti taniyabilmelidir ve bu
durum gerceklesemediginde ise seciciligi ylksek olmalidir. Bir biyosensérin
tekrarlanabilirligi ayni 6rnekten ayni sonucun elde edilip edilemediginin Olgusudar
(Cahn, 1993). lyi bir biyosensdrde cevap slresinin kisa olmasi istenir ki bu da secilen

biyolojik ajan veya cgevirici cinsine gore farkllik gdsterebilir.

Biyosensor sistemleri ¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bunlar,

— Biyolojik tani elemani (segici tanima mekanizmasina sahip
“biyomolekl, biyoajan”)

— Algilayici (biyoajanin incelenen madde ile etkilesimi sonucu olusan
fiziko-kimyasal sinyalleri elektronik sinyaller dénusturdlebilen “cevirici”)

— Sinyal Uretici (“elektronik” bdlim)

Bu bilegenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeye kargl son derece sec¢imli olan
ve tersinir bir sekilde etkilesime giren, duyarl biyolojik elemandir. Temel olarak bir
biyosensori olugturan elemanlar Sekil 2.1.’de goésterilmistir (Vo-Dinh ve Cullum,
2000; Vo-Dinh, 2001; Thévenot, 2001).

Sinyal

* Analit
Sekfl 2.1. Temel Biyosensoér Elemanlari
Tayin edilecek molekdller (analitler); proteinler, nikleik asitler, bakteriler, organeller,

toksinler, metal iyonlari, hlicreler veya kimyasallar olabilir. Biyolojik tani elemanlari

ise enzimler, mikroorganizmalar, proteinler, dokular, kemoreseptérler, hucreler,



antikorlar veya nikleik asitler olabilmektedir. Genel olarak kullanilan fiziksel geviriciler
ise su sekildedir: transistor, termistor, kristaller, resistorler, optik fiberler, kuvarz
kristaller vb. Biyosensdrler, biyolojik molekull segiciligine, ¢evirici tirline veya bunlarin
birlesimine gére siniflandirilabilir.

Biyolojik seciciligine gére olan biyosensoér siniflari asagidaki gibidir:

(i) Antikor/antijen bazli: Antijen ile o antijene spesifik olan antikor arasindaki
etkilesimlere dayanan biyosensorlerdir.

(ii) Enzim bazli: Enzim aktivitesini kullanan bu tip sensérlerde reseptér olarak
cesitli enzimler kullanilmaktadir (Alcala, 2002).

(iii)  Ndkleik asit bazli (DNA, cDNA, RNA): Bu tip DNA sensérlerinde insan, vir(s,
bakteri gibi canli DNA'lari taninmaktadir (Kwakye ve Baeumner, 2003).

(iv) Hicresel etkilesim bazli: Genetik olarak modifiye edilmis bakteriler
kullanilarak bu tip biyosensorler elde edilir (Kitova, 2002; Kéhler, 2000;
Degrassi, 2002; Mitchell ve Gu, 2003).

(v) Biyomimetik yapi1 bazli (Sentetik reseptérler) : Aptamerlerin yani
aminoasitler, ilaglar, proteinler gibi ¢esitli molekullere afinite gbsteren sentetik
nukleik asit ligandlarinin veya DNA analog-peptid nikleik asit gibi molekullerin

kullanildigi tipte sensdérlerdir.

Ceuvirici tlriine gbre olan biyosensoér siniflari ise su sekildedir (Vo-Dinh ve Cullum,

2000; Koéhler, 2001):

(i) Elektrokimyasal biyosensérler: Elekiriksel verileri Olgerek isleyen
biyosensorlerdir. Amperometrik, potansiyometrik ve konduktometrik olarak Gce
ayrilirlar (Garipcan, 2008)

(i) Kiitleye duyarli biyosensérler: Ylizey akustik dalga, mikrobalans, rezonans
esasli sensérler bu siniftadir. Kitledeki herhangi bir degisimi 6lgen bu tipteki
biyosensoérler, ylzey Uzerine baglanan cesitli molekilleri ¢ok kigulk
miktarlarda Olgebilen biyosensorlerdir. En yaygin O6rnegi olarak piezoelektrik
kristal kullanan sensorler verilebilir.

(iii) Termal biyosensérler: Meydana gelen reaksiyon sicakligini élgerler.

(iv)  Optik biyosensérler : Bu tip sensérlerde sinyal isik yansimasi, sacilimi ya da
yayimi sonucu meydana gelir. Optik esasli sensérler temelde absorbsiyon,
fluoresans, biyoliminesans gibi temel ilkeler ¢cergevesinde islev gorarler.



2.3.1. Optik Biyosensorler

Biyolojik tanida eskiden beri en sik kullanilan yéntemler optik yontemlerdir (Gizeli ve
Lowe, 1996; Robinson, 1991). Temel olarak optik bir biyosensér bir i1sik kaynagi,
Isiga 6zgun bir karakter kazandiran bir takim optik bilegsenler, bir sensér kafasi ve
fotodedektdrden olugsmaktadir. Optik sensérlerde analit direk olarak optik 6zellikleri
etkilemektedir. Ortamdaki optik degisimler c¢esitli harici spektofotometreler ile
algilanmaktadir. Optik sensoérler cesitlerine gbére Iiminesans, adsorpsiyon,
polarizasyon, floresans gibi pek ¢ok teknigi kullanarak genlik, enerji, polarizasyon,
bozunma zamani ve/veya faz gibi ¢ok cesitli degisikligi kaydetmektedirler. Bu
parametreler arasinda bazi sistemlerde genlik, derisimle dogrudan iligkili oldugu icin
en cok Olcllen parametre olarak gindeme gelmektedir. Polarizasyon degisimine
bakilarak ylzeye yerlesen molekulllerin tayini gerceklestirilebilir. Floresans
Ozelliklerdeki degisimler ise ¢esitli molekuler etkilesimlerin tayininde kullaniimaktadir.

2.3.2. Yiuzey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance, SPR)

SPR, sensér ylzeyindeki bir takim molekiler etkilesimler sonucunda kirma
indisindeki degisimleri izleyerek olduk¢ca hassas olarak 6lgim yapan bir analitik
cihazidir (Jordan, 1994; Liedberg, 1983; Liedberg, 1993; Melendez, 1997; Namira,
1995). SPR sisteminin en gbdze carpan 6zelligi herhangi bir isaretleme metoduna
gerek duymadigi icin analiz sirasinda c¢alisilan molekil veya biyomoleklle zarar
vermemesidir. Bu nedenle SPR ginimizde siklikla kimyasal ve/veya biyolojik
etkilesimlerin incelenmesinde kullanilan etiketsiz bir karakterizasyon ve tayin yontemi

olarak kullanilir.

Yizey plazmonu, biri metal yani iletken ve digeri de dielektrik yani yalitkan olan iki
ortamin ara ylzeyince dizlem boyunca ilerleyen yik yogunlugudur. Ylzey plazmonu
yaratmak icin uygun metaller gimus, altin, bakir, aliminyum, platin vb. olarak
siralanabilir. Gimus, keskin bir SPR egrisi vermekte ancak biyolojik uygulamalarda
oksidasyona yatkin oldugu icin tercih edilmemekte, altin ise biyolojik uygulamalarda
daha kararli oldugu icin tercih edilmektedir. (De Brujin, 1992). Ylzey plazmonunun
uyariimasi igin Otto (1968) ve Kretschmann (1971) tarafindan iki farkll dizenek
gelistirilmistir. Ancak, Kretschmann tarafindan gelistirilen azaltiimig tam yansima



(“attenuated total reflection”, ATR) dizeni, genellikle kullanilan dizenektir. Sekil
2.2.’de Kretschmann diizenegi sematik olarak gdsterilmistir.

®
p-Polarize 1s1k Isik dedektori
Altin film
Prizma
\ > ! | [\[\l—=—— Plazmon dalgasi
Ksp > \/ V \'AJ

Sekil 2.2. Kretschmann dizenegi
SPR'’ de, p-polarize 1sik sagdlayan bir 1sik kaynag! kullanilir ve optik olarak gegirgen
iki ortamin ara yuzeyi ince olan bir metal film ile kaplidir. Tam yansima sonucu elde

edilen sénumli dalganin dalga vektort Esitlik 2.1.” de verilmistir (Matsubara, 1988):

(2.1)

w
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C

Bu esitlikte, K, dalga vektort, @, gelen isigin frekansi, ¢ bosluktaki i1sik hizi, n

8
yogun ortamin kirma indisi, 8 1s19in gelis acisidir. Bu degerler Sekil 2.3."de sematik
olarak goérulmektedir. Ylzey plazmonunun dalga vektéri Esitlik 2.2. ile ifade edilir
(Matsubara, 1988):

(2.2)

Burada ise , K, yluzey plazmon dalgasinin dalga vektort, @, gelen isigin frekansi, ¢

bosluktaki 11k hizi, 7, dielekirik ortamin kirma indisi, &, metal filmin dielektrik

sabitidir. Gelen 1s13in sénUmlG dalgasi, metal filmdeki serbest salinim yapan
elektronlar bir diger deyisle plazmonlar ile belirli bir gelis agisinda rezonansa girer ve
bdylece ylzey plazmonu uyariimis olur. Bu durum isik siddetinde bir azalma olarak
gbzlenir. Isik siddetindeki degisimler algilayicilar ile belirlenebilir.



2.3.3. Elipsometri

Elipsometri nanometre - mikrometre skalasinda kalinliklara sahip olan transparan
ince filmlerin kompleks kirinim indisi veya dielektrik fonksiyonu gibi ¢esitli dielektrik
Ozelliklerinin incelenmesini saglayan ¢ok yonli ve gugli bir teknik olarak giindeme
gelmektedir (Azzam, 1977). Yariiletken fiziginden mikroelektronige, biyolojiden
metalurjiye pek cok farkli alanda uygulama alani bulmaktadir. En énemli avantajlari
zarar vermeyen, kesin sonu¢ elde edilebilen, temassiz ve optik bir analitik teknik
olmasidir. Kendiliginden dizenlenen tek tabakalarin, cok g¢esitli substratlarin,
polimerlerin, ince filmlerin karakterizasyonunda fiziksel 6zelliklerini degistirmeden
kullaniimaktadir. Ayrica yansiyan isidin dalga boyundan daha ince tabakalar igin

6lcim yapilabilmektedir.

Elipsometri yansiyan 1s1§in polarizasyonundaki degisim sonucunda bir takim veriler
elde eder. Bu veriler kompleks kirinim indisi ve dielektrik fonksiyonu tensérudir ki
bunlarin yardimi ile morfoloji, kristalinite, kimyasal kompozisyon, film kalinhgi, elektrik
iletkenligi gibi gesitli fiziksel parametrelere ulagilabilir. ince film kalinhgr élgimiinde
en ¢ok kullanilan teknik elipsometridir.

Temel olarak bir elipsometrenin ¢alisma prensibi su basamaklardan olusur:
Isik bir 1sik kaynagindan yayilmaya baslar.

Isik bir polarizérden gegirilerek lineer polarize 1sik haline déntstaralr.

Ardindan bir kompansatérden gecen isik eliptik polarize 1s1k haline gecer.

0D~

Daha sonra 6rnek ylUzeyine gelen i1sik yansima yapar (bu sirada yine lineer

polarize isiktir.)

5. Yansiyan i1sigin bir analizér yardimi ile polarizasyonundaki degisim analiz
edilir.

6. Bir dedektdr yardimi ile proses verileri bilgisayara aktarilir.

7. Toplanan veriler optik modelleme yardimi ile film kalinhdi ve refraktif indeks

hakkinda bilgi aliminda kullanilr.
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Bir elipsometrenin sahip olmasi gereken bilesenler temel olarak bir 1s1k kaynagi, bir
polarizér, bir kompansator, bir analizér ve bir dedektérdir. Bu bilesenler ve ¢alisma
prensibi sematik olarak Sekil 2.3.de gdsterilmistir.

Normal

Polarize olmayan 11k
/ °

Lineer Pplarize Isik

Kompensatér

Eliptik polarize istk /LL. )
Ornek

Sekil 2.3. Temel Elipsometre Bilegenleri

/'

Isik kaynag

Dedektor

Lineer Polarizoér

Analizér

Isik kaynaklari farkli dalga boylarinda segilebilirler, 6rnegin UV, gérinlr 1sik veya IR
secilebilecek 1s1k kaynaklarindan bazilari olabilir. Polarizér cikigsinda 6zel bir
polarizasyon durumu saglanmis 1sik Uretir. Kompansatdr ise gelen 1s1gin  bir
bileseninde faz kaymasi yaratmak igin kullanihr. 45%ye ayarlandiginda lineer
polarizasyon eksenine gore lineer polarize 15131 eliptik polarize i1s1da ¢evirir. Analizor
yansiyan lineer polarize 15191 saptayan ikinci polarizér olarak dagstntlir. Dedektér ise

Olcllen polarizasyon degisimini bilgisayara veri olarak iletmektedir.

Isigin polarizasyon durumu s ve p bilesenleri olarak ikiye ayrilir. Ornek yiizeyine
paralel olan ve gelen isik dizlemine dik salinim yapan bilesen p bileseni, gelen 1sik
dizlemine paralel salinim yapan bilesen ise s bileseni olarak isimlendirilir. Bir diger
deyisle paralel polarize i1sik p-polarize, bu dogrultuya dik 151k ise s-polarize isik olarak
adlandirilir.
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Elipsometre ile kompleks yansima orani (rp/rs) Olculir. Bu oran yansiyan isigin
polarizasyonunun gelen 1sigin  polarizasyonuna orani olarak sdéylenebilir.
Polarizasyon degisimini hesaplamada Esitlik 2.3. kullanilir;

p= ? = tan(‘l’jeiﬂ (2.3)

Esitlik 2.3’te tanW ile gbsterilen deger yansima bazl genlik orani, A degeri ise faz
kaymasidir. Sekil 2.4.’de rp, rs,'¥ degerlerine nasil ulasildigr gosterilmektedir.

rIr

El.p

- =

Sekil 2.4. r, rs,'¥Y degerlerinin sematik gosterimi

Araylizey

Normal

Sekil 2.5. Gelen 1s1gin araylzeyden yansimasi ve kiriimasi
Sekil 2.5.'de PO 1sik 1sini ny ve n, degerlerinde kirma indislerine sahip iki farkl

ortamin arayizeyindeki O noktasina gelir. Bu i1sinin bir kismi OQ olarak yansirken bir

kismi ise OS olarak kirilir.
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Yansima katsayilari belirtilen acilar ve kirma indisleri kullanilarak Maxwell
denkliklerinden c¢ikariimis olan Fresnel denklikleri (Esitlik 2.4. ve Esitlik 2.5.)
kullanilarak hesaplanir.

S-polarize 1sik igin;

2 9 Ik nt o 2]
B [sin(ﬂf, - {li)} " [micos(6;) —n» cos(ﬂf,)} c [”1 cos(f;) — ”*?Vl - (Esm 0’*') “ (2.4)
sin(6; + 0;) ny cos(f;) + ng cos(f;) [Th cos(0) 1 ngv’}l ~ (ﬁsin ﬂ-x‘)EJ
P-polarize 1sik igin:
_ [tan(0, — G.i)} 2  [ny cos(6,) — n, cos(ﬂx-)r B [nlvl - (%sin g‘*')_ — T2 COSW-:-)] (2.5)
P |tan(0; + 6;) nycos(f;) + ny cos(f;) lnl‘vjl ~ (ﬁsin ﬂx)? s cos(ﬂi)J

Transmisyon katsayilari ise her bir durum icin Esitlik 2.6 ve Esitlik 2.7°de g6rildigu

sekilde hesaplanir;

S-polarize i1sik igin;

Ts=1-Rs (2.6)
P-polarize 1gik igin:

Tp=1-Rp (2.7)

Belirli bir acida Rp degeri sifira yaklasir ve p-polarize isik 1sin1 tam olarak kirilir. Bu
acl degerine Brewster Acisi adi verilir. Literatire gbre Brewster acgisi en genel

substrat olan cam igin 56° civarindadir.

Daha yogun bir ortamdan daha az yogun bir ortama gegiste yani ny > n, durumunda,
belli bir aginin Gzerinde gelen 1s1gin tamami yansir. Bu agiya kritik agi adi
verilmektedir. Bu fenomen igten Tam Yansima (Total Internal Reflection, TIR) olarak
bilinir (Marsh, 2002). Cam igin literattirde kritik agi degeri 41° olarak verilmektedir.

Yalniz tam yansimanin oldugu durumlarda gelen isigin elektrik alan bileseninin bir

kismi kargi ortama nifuz eder ve bu alana s6nUmld alan adi verilir. Bu sénimla alan

ve elipsometre beraberce bir takim parametrelerin belirlenmesinde kullaniimaktadir.
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Bu tip sistemlere ise icten Tam Yansimali Elipsometre adi verilmistir. (Total Internal
Reflection Ellipsometry, TIRE) (Poksinski, 2000; Westphal, 2002; Arwin, 2003).

Elipsometrik sensoérler ylzeylerdeki etkilesimleri isaretlemeye gerek duymadan
inceleyebilmeleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Literatirde bu tip sensoérlerin kullanildigi
cok sayida calisma yer almaktadir. Temel olarak bu sensérler biyolojik spesifiklige
dayanmaktadir. Yuzeyler Gzerinde belirlenmis bolgelerde bulunan spesifik biyolojik
molekdller bulunabilmektedir ve bu ylUzeyler spesifik testlerde kullanilarak cesgitli
tanilara olanak saglamaktadir. Ozellikle antijen — antikor etkilesimlerini inceleyen
calismalarda yUzey Uzerinde belirli bolgelere segilmis antijjen veya antikorlar
immobilize edilir. Bu bélgelerin sayisi binlere kadar artabilir. Béylelikle ¢cok sayida
etkilesimin incelenmesi s6z konusu olur. Bu etkilesimler elipsometrik sensérlerde

etkilesim sonucunda degisen parametrelerin incelenmesi ile gdézlemlenebilir.

2.4. Kendiliginden Diizenlenen Tek Tabakalar

Kuguk molekullerin bir araya gelerek buyik molekilleri meydana getirmesi aynen
dogal bir sire¢ olan protein sentezi esnasinda RNA molekdllerinin bir araya
gelmesinde oldugu gibi kendiliginden dlizenlenme sdrecidir. Yani kendiliginden
dizenlenme tim canlilarda dogal olarak var olan bir islemdir. Cesitli molekullerin tek
molekil kalinliga sahip filmler olusturmasi da cansiz sistemlerdeki kendiliginden
dizenlenme 06rnegidir. Bu tip filmlere verilebilecek en iyi iki érnek Langmuir —
Blodgett filmleri ve kendiliginden dizenlenen tek tabakalardir. Langmuir - Blodgett
(LB) filmleri kisaca su-hava ara yuzeyindeki organik molekullerin kati bir ylzeye

transfer edilmesiyle, olusan ince filmlerdir (Zasadzinski, 1994).

Kendiliginden dizenlenen tek tabakalar ise bir ucunda herhangi bir substrata 6zel
afiniteye sahip bir grup bulunduran amfifilik molekullerden olusan organize tabakalar
olarak tanimlanabilir. Bu molekiller ayni zamanda diger uclarinda baska bir
fonksiyonel grup tagimaktadirlar. Bu grup molekullerin yerlestigi ylzeylerin adesif ve
hidrofobik karakterini ve aktifligini etkiledigi icin énem tasimaktadir (Wilber, 1999).
Sekil 2.6.” da kendiliginden diizenlenme 6rnekleri verilmistir.
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Sekil 2.6. Kendiliginen Diizenlenme Ornekleri (a) Altin yiizey (zerine alkiltiyol
molekullerinin kendiliginden dizenlenmesi (b) Silikon oksit ylzey lzerine alkilsilan

molekdllerinin kendiliginden dizenlenmesi (Gonsalves, 2008).

Kendiliginden diizenlenme statik ve dinamik olarak kendi iginde ikiye ayrilabilir. Statik
kendiliginden dizenlenmede sistemi denge konumuna yaklastirarak serbest
enerjisini dugtren dUzenli bir durum s6z konusudur. Dinamik kendiliginden
dizenlenme ise 6nceden ortamda bulunan bilesenlerin bazi spesifik lokal etkilesimler
ile en uygun desenleri olusturmasi olarak tanimlanabilir ki buna bazi disiplinlerde
kendiliginden dlUzenlenme yerine kendiliginden organizasyon da denilmektedir
(Whitesides, 2002).

Kendiliginden dizenlenmis tek tabakalar tibbi teshis, molekiler tanima, ylzey
modifikasyonlari, mikro elektromekanik sistemler, biyoteknoloji v.b. gibi bircok
uygulama alanina sahiptirler. Kendiliginden dizenlenme, kati ylzey ile adsorbe olan
molekil arasindaki kimyasal etkilesimlerle meydana gelir. Molekll — ylzey arasi
etkilesimin kuvveti ve tipi dizenlenmeyi etkileyen temel faktdrlerdendir. Fiziksel
etkilesim kuvveti kimyasal baglanma kuvvetinden dusuktir. Kimyasal baglanma
dolayisi ile fiziksel etkilesimlerden daha kararlidir (Smith, 2004). Farkli molekdller ile
olusan yiizeylerin davranislari ve diizenlenmesi farklilik gdstermektedir. Ornegin altin
yuzeyler Uzerinde kendiliginden dizenlenen tek tabakalar stlfir igeren (tiyol, silfit ve
disulfitler gibi) maddeler kullanilarak hazirlanirken, SiO, yuzeyler (izerine organosilan
molekdllerinin dizenlenmesi ile olusan tek tabakalar organize yapilarin Gretiminde
énemli rol oynar (Smith, 2004; Major, 2001; Klaus, 1997; Zhu, 1999).
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2.5. Desenleme Teknikleri

Son yillarda array teknolojilerindeki hizli ve olumlu gelismeler sonucu nanoarray
teknolojisinin gindeme gelmesi ile birlikte tek bir molekll dizeyindeki goriintilemeye
dogru yeni kapilar agmistir. Bu alanda array platformlarinin hazirlanmasi kritik bir
baslk olarak gindeme gelmekte ve bu konularda oldukga yodun arastirmalar
yapilmaktadir (Henshaw, 2003). Protein veya DNA arraylerinin hazirlanmasindaki en
o6nemli basamaklardan biri platform yizeylerinin gesitli tekniklerle desenlenmesidir.
Yuzeylerin desenlenmesi istenilen 6zellik ve boyutta tasarimlari elde etmek igin ¢ok
cesitli  yontemler icerir. Yariiletken entegre devrelerin, nano veya mikro
elektromekanik sistemlerin veya c¢ip ici laboratuar (lab-on-chip) denilen spesifik
uygulamalarin fabrikasyonlari esnasinda nano veya mikro mertebede desenlemenin
yapilabilmesi icin 6zel litografi teknikleri kullanilmaktadir. Bu teknikler soft litografi,
fotolitografi, Dip-pen litografi, iletken AFM litografisi, nano-tiraglama ve nano-agilama
vb. gibi siralanabilmektedir (Gu, 2004; Kramer, 2003)

2.5.1. Soft Litografi

Soft litografi teknigi 6zet olarak, Uzerinde dnceden istenilen sekilde desenlenmis
yapilari bulunduran elastomerik bir kalip veya damga kullanilarak bu desenlerin array
platformu olarak kullaniimasi digUnUlen substrat ylzey Gzerine aktariimasidir. Bu
yontem kullanilarak kendiliginden dizenlenen tek tabakalarin istenilen desenlerde
yluzeye aktarilmasi mumkin olmaktadir. Bu teknik dahilinde kullanilan yéntemler,
mikro temas baskilama, replika dokiim, mikro transfer dokim, ¢6zlcu destekli mikro
dékim olarak siralanabilir. Mikrotemas baskilama (LCP) en sik kullanilan soft litografi

yontemi olarak dusinulmektedir (Quist, 2005).

Genel olarak mikro temas baskilama yéntemindeki basamaklar su sekildedir;
(i) uygun bir kalibin hazirlanmasi,
(i) kalip Gzerine elastomerik baskiyl olusturacak karigimin dokilmesi ve
baskinin elde edilmesi,
(iii) baski Gzerine istenen ¢ozeltideki molekullerin aktariimasi,

(iv) baski ile array platformuna desenleme igin gereken baskinin yapilmasi.
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S6z0 gegcen bu basamaklar soft litografinin  temel adimlari olarak da
disunulebilmektedir. Soft litografi teknigi array platformlar UGzerine yapilacak
desenlemeler icin pek ¢ok avantaji beraberinde getirmektedir. Bu avantajlardan
bazilari, yéntemin kolay ve ucuz olmasi, kontrol edilebilirligi, farkli érneklerin es
zamanh olarak desenlenmede uygulanabilmesi, foto-reaktif ylzeylere ihtiyag
duymamasidir. Bu avantajlarin yani sira kullanilan elastomerik yapilardan
kaynaklanan sinirlamalar, baskilamadaki tekrarlanabilirlik kisitlamalari, yUzeylerin
sebep oldugu sinirlamalar ve baski sirasindaki temas basincinin sebep oldugu bir
takim kisitlamalar da s6z konusudur. Yine de literatlirde ydntem Uzerine yapiimis ¢ok
sayida arastirma mevcuttur (Rozhok, 2005; Rowan, 2002; Morhard, 2000).

2.5.2. Fotolitografi

Fotolitografi kelimesi yunanca stk anlamina gelen @wro (photo), tas anlamina gelen
AiBog (lithos) ve yazmak anlamina gelen ypdaew (grapho) kelimelerinin birlesiminden
olusmustur ve tas Uzerine isikla yazmak gibi bir anlama gelmektedir. Fotolitografi de
ginumuzde en ¢ok kullanilan litografi tekniklerinden biridir. Fotolitografinin temel farki
temassiz bir desenleme teknigi olmasidir. Bir diger yandan da daha tekrarlanabilir
sonuglarin elde edildigi, daha yuksek verimli ve kontaminasyona sinirlamalar getiren
bir tekniktir. Bu teknikte, 1s1ga duyarli veya dayanikli bir takim malzemelerin yardimi
ile istenilen sekilde tasarlanan bir foto maske kullanilarak desenleme elde edilir.
Yontem vyari iletken teknolojisinde ve biyosensérler icin array platformlarinin
hazirlanmasinda siklikla kullaniimaktadir. Ginimuzdeki en basarili mikrofabrikasyon

yéntemlerinden biridir.
Fotolitografinin genel basamaklari asagidaki gibi siralanir:

i) Substrat ylizeyinin temizlenmesi
ii) Isiga duyarli malzemenin uygulanmasi

i) Yumusak pisirme

) Develope etme

(
(
(
(iv)  Isiga maruz birakma
(
(vi)  Uzaklastirma

(

vii)  Sert pigirme
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Sekil 2.7.’de fotolitografi ile desenleme ydntemi sematik olarak gdOsterilmigtir
(Gonsalves, 2008).

Isiga Duyarli Malzeme

510,
UV Isik Kaynagt ——p
m Silikon Substrat

(Y

Pozitif Isiga
Duyarli Malzeme /

4— Foto Maske

Negatif Isiga Duyarli
Malzeme

Sekil 2.7. Fotolitografi teknigi ile desenleme ydnteminin sematik gésterimi

(i) Substrat yiizeyinin temizlenmesi

Substrat hazirlanirken istenilen desenlemenin olusturulacagi ytizey herhangi bir
kontaminasyonun uzaklastinimasi amaciyla temizlenir. Bu asamada ylzeyde

herhangi bir partikll veya safsizlik kalmamalidir. Temizleme asamasindan sonra

substrat genelde etlvde olmak Gzere tim sudan kurtulmak amaci ile kurutulur.

18



(i) Isiga duyarli malzemenin uygulanmasi

Isiga duyarli malzemeler pozitif malzeme ve negatif malzeme olmak tzere iki tiptedir.
Pozitif 1s1ga duyarli malzeme ultraviyole (UV) 1s1g1 gérdigunde ¢dzinlr hale gelir.
Yani fotolitografi icin, pozitif bir fotoduyarli malzeme Gzerine bir fotomaske yerlestirilir
ve UV 1s1da maruz birakilirsa, maske tarafindan i1sigin gegcmesi engellenmis bdlgeler
bozunmadan kalacak, 1s1g1 gOren bolgeler ise uygun g¢o6zlcUler kullanilarak
uzaklastinlabileceklerdir. Bdylelikle istenilen bicimde tasarlanarak 6zel maskeler

Uzerine basiimis desen ylzey Uzerinde elde edilmis olacaktir.

Negatif 1s1ga duyarli malzeme ise bunun tam tersi bir prosedur ile ¢calismaktadir. Bu
tip malzemeler, UV 15131 gordiklerinde polimerlesirler, genelde polimerlesme ¢apraz
baglanma ile olur, bu da malzemeyi i1s1ga maruz kaldiktan sonra ¢ézinmez hale
getirir. Fotolitografik uygulamalarda negatif 1s1ga duyarli malzeme ile kaplanmis
yuzey Uzerine foto maske yerlestirilerek UV 1s1ga maruz birakildiginda, i1s1d1 gegiren
bélgeler polimerlesecek, karanlik bdlgeler ise ¢bzinur halde kalacaktir. Karanlikta
kalan kisimlar ¢dzlculer ile uzaklastirilarak maskedeki desenlemenin negatifi ylzey
Uzerinde elde edilecektir. Mikroelektronik alaninda kullanilan 1s1da duyarl
malzemeler ¢gogunlukla etilen glikol, monoetil eter propilen glikol ve metil eter asetat

gibi malzemelerdir.

Kisaca bu basamakta hedeflenen desenlemeye yoénelik olarak pozitif veya negatif
Isiga duyarli bir malzeme ile temizlenmis substrat ylzeyi kaplanir. Kaplama icin
daldirmali kaplama (dip coating) veya dondUrmeli kaplama (spin coating) gibi cesitli

yéntemler kullanilabilir.

(iii) Yumusak Pigirme

Yumusak pisirmenin amaci 1g1ga duyarli malzemenin uygulanmasi ardindan kalan
¢ozuculerin uzaklastirlmasidir. Bu agsama ayni zamanda malzeme duyarlligini da

artirmaktadir.
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(iv) Isiga maruz birakma

Bu asamada hazirlanan foto maske 1sigda duyarli malzeme ile kaplanmis ylzey
Uzerine yerlestirilir ve ardindan malzemenin tirtiine gére belirlenen bir siire boyunca
belirli bir dalga boyunda UV i1s1ga maruz birakilir. Maskenin ylzeye yerlestiriimesi Ug¢
farkl sekilde yapilmaktadir; kontak baski yani maskenin dogrudan malzemeye temas
ettirilmesi, yakin baski yani maske ile malzeme arasinda bir miktar aralik birakilarak
maske ylUzeye yerlestiriimesi veya projeksiyon baski yani maskenin gorintisinu
ylzeye yansitan cesitli araclarla maske dogrudan degil de gérintl olarak ylzeye

yerlestiriimesi.

Maskenin dogrudan malzeme ile temas ettigi durumda ¢6zanarlik mikron
mertebesindedir ancak bu yéntemde maske Uzerindeki herhangi bir safsizlik veya
kalinti malzeme ile temas ettiginde 1sida maruz birakma bozuk bir desenleme ile

sonuglanabilir.

Yakin baskida maske ile malzeme arasindaki dogrudan temasin getirdigi
deformasyondan veya kontaminasyondan korunmak igin maske bir miktar (10 - 12
um) aralik birakilarak maske ytzeye yerlestirilir. Bu araligin birakilmasi ¢6ztnrligu

belli bir miktar disUrebilmektedir.

Projeksiyon baskida ise maskenin goéruntlisd ylzey Uzerine aktariimaktadir. Bu
ybntem en yiksek ¢oézlndrlikte sonu¢ veren ydntemdir ancak diger yontemler ile

karsilastirildiginda pahali ekipmanlar gerektirmektedir.

(v) Develope etme

Develope etme, pozitif 1s1ga duyarli malzemenin daha ¢6zindr hale gelmesini veya
negatif 1s1ga duyarli malzemenin daha az ¢6zindr hale gelmesini saglar. Pozitif 1s1ga
duyarli malzeme kullanildiginda bir esik enerjisine ulagilana kadar enerji arttikga
malzemenin ¢6z0ndrl0gu artmaktadir. Bu esik enerjisine ulasildiginda ise tim
malzeme ¢6zUnur hale gelmektedir. Negatif 1s1ga duyarli malzemede ise enerji
arttikca malzeme daha az c¢6zinir hale gelmektedir. Yine bir esik degerine

ulasildiginda malzeme tamamen ¢6zinmez hale gelir. Develope etme basamaginin
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tamamlanmasindaki sire ve enerji 6n pisirme kosullari, 1s1ga duyarli malzeme
miktari, kullanilan kimyasal c¢O6zuculer gibi faktorlerle dogrudan iligkilidir. Bu
basamakta 1siga duyarh malzeme tirine gbére degisen uygun kimyasallar ile
malzemelere muamele edilir.

(vi) Uzaklastirma

Uygun c¢bézaculer kullanilarak 1s1da maruz kalma adimindan ve develope etme

basamagindan sonra ¢6zunur halde kalan kisimlar yizeyden uzaklastirihr.

(vii)  Sert pisirme

Fotolitografinin son basamagi olan sert pisirmede ylzeyde desen olusturan i1siga
duyarli malzeme daha sert bir hale gelir. Bir bagka deyisle substrat ile malzeme
arasindaki bag kuvvetlendirilir.

2.5.3. Robotik Baskilama

Bu ydontemde bilgisayar kontrolli olarak baskilanmasi istenen molekilleri tasiyan
6zel tasarlanmis bir ug ile ylzey Uzerine belirlenen desenleme gergeklestirilir. Ug
molekaulleri istenilen oranda birakarak desenlemeyi tamamlar. Mikro spotlama ve ink-
jet baskilama yéntemleri robotik baskilama tekniginin alt bagliklar olarak

incelenebilir.

Mikro spotlama ya da mikro noktalama tekniginde bir tagiyici igne ya da birden fazla
igne veya ug ile bilgisayar kontrolli olarak secilmis prob molekuller ylzey Gzerinde
hareket ettirilerek istenilen bdlge Gzerine getirilir. Daha sonra yukari-asagi hareket ile
yuzeye bir damla birakilip ¢ekilir. Ayni sekilde devam edilerek istenen desenleme
elde edilir. YUzeye birakilan damlacik hacmi teknigin tekrarlanabilirliginde en énemli
husustur. (Sheehan, 2003; Balazs, 2001, Gonsalves, 2008). Mikro spotlama ydntemi
ile cok sayida spot iceren gesitli sensér uygulamalari birgok arastirmaci tarafindan
incelenmistir (Balazs, 2001; Sheena, 2003; Diehl, 2001 Al-Khaldi, 2004).
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Ink-Jet baskilama teknigi ise ucuz bir baskilama yéntemidir. Masa Ustl yazicilar ile
kolayca uygulanabilirliginden dolay! tercih edilen bir teknik olarak pek c¢ok Kisi
tarafindan kullaniimaktadir. Piezoelektrik kristaller yardimi ile molekll igeren
cozeltiler, tipki bir yazicinin kagit Gzerine belli miktarda mirekkep birakmasi gibi,
istenilen sekillerdeki desenlemeyi elde edecek sekilde substrat ylzeyler Uzerine, belli
hacimlerde birakilmaktadir (Barron, 2005; Nallani, 2006; Allain, 2004).

2.5.4. AFM Litografisi

Taramali  Tinellemeli Mikroskop (Scanning Tunneling Microscobe, STM)
prensiplerinin 1siginda Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomik Force Microscobe, AFM)
geligtiriimis ve pek cok uygulamada kullaniimigtir (Hoh, 1992; Raab, 1999; Kim,
2001; Liu, 2005; van der Heijden, 2006). Atomik kuvvet mikroskobu esnek bir
kantileverin altina yerlestiriimis bir tipe sahiptir. Bu ince ya da molekuler tip érnek
yUzeyini tarar. Bu esnada lazer 15191 kantilevere ¢arpip yansir. Bdylece pozisyonu ve
kantilevere carpma derecesi dedektér yardimi ile belirlenir. Kantileverin lateral
pozisyonu ve 6rnek ile tipin arasindaki uzaklik, piezoelektrik kristaller ile kontrol edilir.
Atomik kuvvet mikroskobu ile adindan da anlasildigi gibi van der Waals kuvvetleri,
elektrostatik kuvvetler, hidrofobik kuvvetler gibi pek ¢ok kuvvetin Olgllebilmesi
mumkuin oldugu gibi, bu cihazlar desenleme araglari olarak da kullanilabilmektedir.

Dip-pen litografi tekniginde AFM tipi solvent meniskisind kullanarak molekulleri
ylzey Uzerine yerlestirir(Demers, 2002; McKendry, 2002; Noy, 2002; Agarwal, 2002;
Hampton, 2006). Dip-pen litografi teknigin basamaklari sirasiyla asagidaki gibidir;

() Substrat ylzeyin hazirlanmasi
(i) Tipin baskilanacak ¢6zelti ile kaplanmasi

(i) Tipin istenen deseni ylzey Uzerine gizmesi

iletken atomik kuvvet mikroskobu litografisi tekniginde AFM tipine bir voltaj uygulanir.
Bu sayede AFM tipi katot olarak davranmaya ve solvent meniskisu elektrolit ¢ozeltisi
olarak davranmaya baslar. AFM tipinin yakininda gugcli bir elektrik alan meydana
gelir ve bu sekilde elektrokimyasal reaksiyonlar meydana gelir (Ding, 2005).
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2.5.5. LIGA

LIGA, Almanca litografi-elekiroplakalama-kaliplama kelimelerinden tiremis bir
kisaltmadir (l/ithographie-galvanoformung-abformung). LIGA tekniginde 3 boyutlu
polmerik veya metalik mikro ve nano vyapilarin elde edilmesi muimkandir.
Radyasyona duyarli bir polimer ylizey Uzerine bir maske yerlestirilerek 0.2 — 0.6 nm
dalga boyundaki derin x-1gini1 uygulanir ve maske Uzerindeki desen substrata aktarilir
(Menz, 2001). Isinlamaya maruz kalan polimer develope etme basamaginda maruz
kalmayan mikro veya nano boyutlu polimer kisimlari ardinda birakarak ¢ézicusu ile
uzaklastinlir. Bosta kalan girintiler altin, bakir veya nikel gibi metal malzemelerle,
elektroplakalama ydntemi kullanilarak doldurulur. Yapi x-1ginina ikinci bir kez daha
maruz birakilir ancak bu kez maske kullaniimaz. Boylelikle arda kalan polimerde bir
¢6zUcu ile uzaklagabilir hale gelir. Bu adimda mikro veya nano metalik yapilar elde
edilmis olur. Bu sekilde elde edilen mikro veya nano yapilar, enjeksiyonla kaliplama,
sicak kabartma veya recine dokimu gibi sekillendirme tekniklerinde kalip olarak
kullanilabilir (Gonsalves, 2008).

2.6. Mikroakigkan Sistemler

2.6.2 Mikroakiskan Sistemler Hakkinda Genel Bilgiler

Yar iletken teknolojisinde minyatirizasyona olan ydénelmeye benzer olarak analitik
kimya ve biyoloji gibi alanlarda da bu ydnelim gézlenmeye baslamistir. Bu alandaki
en etkili arastirmalar ise boyut indirgemeye yonelik bakis agisi ile kiguk miktarlardaki
akigkanlarin davranigi, kontroli ve maniputlasyonu ile ilgilenen mikroakiskan
sistemlerde olmustur. Analitik tekniklerin mikroakigskan sistemleri kullanarak
minyatirize edilmesi; 6rnek miktarlar ve analitik enstrimanlarin boyutlarindaki
azalma, yuksek hassasiyette ayirma ve tayin olasiliklari, yiksek ¢ézundrlik ve tim
bunlarin ¢cok kisa sirede olmasi gibi pek ¢cok avantaji beraberinde getirmektedir. Ek
olarak, mikroakigkan sistemler tasinabilir bir ¢ip Gzerinde ¢ok sayida érnegin paralel
analizine de olanak vermektedir. Biyomedikal ve analitik uygulamalarda daha hizli ve
sonuglar elde edildigi icin bu tir sistemler dikkatleri cekmeye hizla devam etmektedir.
Bu sistemlerin gelismesi ile érnedin bir hekim bir hastanin teshis testini hastanin
yataginda veya bir kaza aninda kazanin oldugu yerde aninda yaparak sonuca birkag
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dakikada ulasabilecektir. Bunun yaninda minyatirizasyon laboratuar givenligine de
cesitli avantajlar saglar. Ornek olarak oldukca diisiik miktarlarda érnek kullaniimasina
bagll olarak geleneksel 6rnek hazirlama prosedirlerinde karsilasilan dékuimeler,
patlamalar ve diger olasi laboratuar kazalari, problem olmaktan c¢ikabilirler. Bu
sistemlerde daima laminer akisg vardir ve yuzey gerilimi her zaman dasuktdr, bu
sebeple de muhendislik O6zellikle kimya muahendisligi uygulamalarinda pek cok
avantaja sahiptirler (Samel, 2007; Tabeling, 2005).

Mikroakiskan sistemler cesitli kimyasal, biyolojik ve medikal uygulamalarda
kullaniimak Uzere gelistirilen minyatUrize sistemler icin bir ¢ekirdek teknoloji olarak
tanimlanabilir. Yasam bilimi arastirmalarinda hizla biytyen bir alan da mikroakigkan
sistemlerdir. YUksek hassasiyetli bu tip minyatir cihazlara olan talep son yillarda
hizla artmigtir. Bu artis 6zellikle kimyasal ve medikal cihazlar (gen cipleri, isitme
aygitlari, ilag salim sistemleri, biyosensorler, yakit hicreleri vb.) telekominikasyon
bilesenleri, optik bilesenler (minyatlr lensler ve aynalar), mekanik cihazlar (ink-jet
printer kafalari, mikro i1s1 degistiriciler vb.) gibi tasarimlarda gértlmektedir (Tabeling,
2005).

Mikroakiskan sistemlerin ana bilesenleri; érnegin yiklendigi kisim (bazi durumlarda
6rnegin hazirlandigi kisim), akigkanlarin mikron boyutlu kanallarca sevkiyatinin
saglandigi kisim, vanalar, akigkanlarin karistirildigr kisimlar, sicaklik kontrol Gniteleri
vb. gibi bilesenlerdir. Mikro-pompalar, mikro-vanalar, mikro-karistiricilar, mikro-akis
Olcerler gibi pek cok mikroakigkan sistem bileseni gelistiriimis ve basar ile
uygulanmistir (Manz, 1992; Harrison, 1993; Jacobson, 1994; Harrison, 1991; Weig|,
1998; Evans, 1997; Bohm, 2001; Knight, 1998; Bertsch, 2001; Chaudhari, 1998;
Northrup, 1998; Daniel, 1998; Kopp, 1998; Renaud, 2002; Fu, 1998).

Bu tip mikrosistemlerin  yapimindaki ¢dzUlmesi gereken baslica sorun
mikrofabrikasyondur. Bu cihazlarin ¢ogu genellikle kristal silikon (Si) malzemeler
lizerinde kurulur ve gelistirilir. Uretim icin bu malzemelerin segilme nedeni, son kirk
yilda mikroelektronik endurstrisi icin silikon bazli mikrofabrikasyon metotlarinin
oldukga hizli gelismis olmasidir. Ozellikle fotolitografi, islak veya kuru asindirma gibi
yontemler dogrudan yar iletken endustrisindeki mikrofabrikasyon ydntemlerinden
kopyalanarak uygulanmaktadir. Bununla birlikte basta biyomedikal alani olmak Uzere
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pek ¢ok alanda bu malzemeler igin geligtirilen Gretim metotlari ya ¢ok pahalidir ya da
en uygun berraklikta, carpma dayaniminda veya biyouyumlulukta Gretilememeleridir.
Ayrica bu malzemeler Uzerine yapilacak mikroislemelerde kullanilan yéntemler temiz
oda, glove-box gibi pahali ekipmanlar gerektirmektedir. Silikon yapilar bunlarin yani
sira UV 1s1ga karsi opak oldugu icin optik tani sistemlerinde kullanilamaz (Li, 2005).
Cam malzemeler ise optik olarak gecgirgen olmasi, solventler ile uyumu, ylzey
kararllligi, fabrikasyon ydntemlerinin gelismis olmasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir.
Yine de mikroakigkan bir sistemde gerekli olan bilesimlerin fabrikasyonunda cam

malzemelerin kullanilmasi ¢ok da avantajli olmamaktadir (Li, 2005, Tabeling, 2005).

Hali hazirda minyatur cihazlarin fabrikasyonunda silikon bazli olmayan malzemelere,
Ozellikle de cok genis fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan polimerlere yénelinmigtir.
Ayrica dusuk maliyetli olmalari, islenebilirliklerinin iyi olmasi, geri donistimli olmalari
vb. gibi pek ¢ok avantaja da sahiptirler. Ancak polimer mikrofabrikasyon teknikleri de
hala gelistirime asamasindadir. Ornegin polidimetil siloksan (PDMS) substratlar cam
ve silikon yilzeylerden sonra minyatirize uygulamalarda ginimizde en ¢ok tercih
edilen malzemelerdir ancak yeni materyallerin kullanilabilirligi hali hazirda
arastinimakta ve gelistiriimektedir. Ornegin son yillarda akrilat ve metakrilat bazli

polimerlerin kullanilabilirligi Gzerine ¢aligsmalar séz konusudur (Tabeling, 2005).

Polimer bazli mikro bilesenler yidin ve ylzey igleme teknikleri ile geleneksel imalat
metotlarinin  (dékim, enjeksiyonlu kaliplama, sicak kabartma vb.) birlesimi ile
uretilmektedir. Yine de bu teknikler tam olarak analiz edilebilmis degildir ve deneme-
yanilma ile halen gelistiriimektedirler. Sonug olarak yeni metotlarin ortaya cikariimasi
ve var olan ybéntemlerin geligtiriimesi gerekmektedir. Avrupa ve Japonya’da bu
alanda pek cok arastirma yiritilmektedir (Danimarka Teknik Universitesi, Mikro ve
Nano Teknoloji Bo6limi, Danimarka; Max Planck Enstitist, Mikroakiskanlar
Laboratuari, Almanya; vb.). ABD’de de &zellikle Universitelerin arastirma
laboratuarlarinda bu konuyla ilgili galismalar mevcuttur (Stanford Microfluidics
Laboratory, ABD; UCSB Microfluidics Laboratory, ABD; Posner Research Group of
Arizona State University, ABD, vb.).

Arastirmacilar ve bilim adamlari ¢ok sayida c¢esitli calismayr ayni anda
gerceklestirebilecek bir cihaz Uretmek Uzerine yogun bir sekilde calismaktadir.
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Hepsinin ortak amaci batin bir laboratuar tek bir ¢ip Uzerine indirgeyebilmektir. Cip
Uzerinde laboratuar (lab-on-chip) denilen bu tlr bir cihaz sayesinde 6rnegin bir
hastalik teshisi ¢ok kisa slUrede yapilabilecek, hatta hastalar hastaneye gitmeden
evlerinde hastalik teshisi yapabileceklerdir. Bununla birlikte kimyasal tani sistemi
olarak da bu tip cihazlar ile 6zellikle savunma sanayinde gelismeler saglanabilecektir
(Lai, 2003). Sekil 2.8."de bazi mikroakigkan sistem goérlntileri verilmistir (Minteer,
2006; Tabeling, 2005)

Sekil 2.8. Bazi mikroakigkan sistemlerin SEM gértintileri

2.6.2 Mikroakigkan Sistemlerin Kullanim Alanlari

Mikroakigkan sistemler beraberinde getirdikleri pek ¢ok avantaj sayesinde ¢ok
spesifik uygulama alanlarinda yer bulmaktadirlar. Mikron boyutlu dolgulu kanallar
kullanilarak kati fazda ekstraksiyondan (Reyes, 2002) biyoseperasyona kadar pek
cok uygulamalar bulunmaktadir (Tabeling, 2005). immunoassay uygulamalarinda
mikroakigkan sistemlerin kullaniimasi son birkag yilda oldukga populer hale gelmistir
(Gervais, Delamarche, 2009; Xiang, 2006). Minyatirize sistemler polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) uygulamalarinda (Yung, 2009) , DNA amplifikasyonunda (Zhang,
2009) mikroakiskanli sistemlerin kullanilmaya basladigi gdzlemlenmektedir (atif).
DNA arraylerinde de mikroakigkan sistemlerin kullanilmasi ginimuiz arastirma
konularindan biridir (Cheng, 2009). Biyoyakit hlcresi sistemlerinde de mikroakigkan
kanallarin kullaniimasi diger bir uygulama alanidir (Togo, 2007). Sinir bilim,
kardiyoloji gibi pek c¢ok medikal branglarinda da mikroakiskan kanal kullanimi
gindemdedir (Wang, 2009; Gropler, 2008). Cesitli hlicre kiltlirli uygulamalarinda da
yer edinen mikrokanallar kromatografik uygulamalarda (gaz kromatografisi, kapiler
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elekiroforez, kapiler elektro kromatografi vb.), doku muhendisligi uygulamalarinda
Ozellikle doku iskelelerinde, diagnostik tani kiti uygulamalarinda (DNA cipleri,
hamilelik testleri vb.), ila¢ etkilesimlerinin gézlemlenmesinde, protein arastirmalarinda
oldugu gibi ayni zamanda mikro elekiro mekanik sistemler (MEMS), mikro toplam
analiz sistemleri (UTAS) veya diger bir deyisle cip Uzerinde laboratuar (lab-on-chip)
uygulamalarinda kullanilmakta ve kullanimlari gelistirimeye devam edilmektedir
(Andersson, 2004; Zhang, 2009; Wang, 2002; Weigl, 2008; Kang, 2008).

2.6.3. Mikroakiskan Sistemlerin Geleneksel Mikrofabrikasyonu

Mikroakigkan sistemlerin fabrikasyonun da geleneksel olarak U¢ ana bashk
mevcuttur. Bunlar sert, plastik ve yumusak mikroteknolojiler olarak bilinmektedirler.
GUnumuizde siklikla kullanilan bu teknolojiler ve kullanilan teknolojiyle elde edilen
sistemlerin boyutlari Sekil 2.9.da belirtilmistir (Tabeling, 2005).

Sert Teknolojiler

_

Kritik boyut Asindirma/Litografi/Biriktirme Kaliplama
Optik bilesenler MEMS Mikroakigkanlar Baglantilar
0.2 um 1um 100um 1mm

s .

Yumusak Teknolojiler

Sekil 2.9. Ginumuzde kullanilan mikroteknolojiler ve boyut araliklar

Asindirma/Litografi/Biriktirme temelli teknolojiler 0.2 — 500 um boyut arahginda
uygulanabilmektedir. Bu teknolojilere sert teknolojiler denilmektedir ¢clinkli cam veya
silikon gibi sert malzemeler kullanilir. Asindirma, litografi ve biriktirme iglemlerinin

birlesimi ile kompleks mikroakigkan aygitlarin yapilmasi mimkudn olmaktadir.

Yumusak teknolojiler ile ise 0.5 — 500 um aralikta mikrofabrikasyona ulasilabilir.

PDMS, polimetil metakrilat (PMMA) gibi elastomerik malzemelerin kullaniimasindan
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dolayr yumusak teknolojiler adini almiglardir. Kullanilan malzemeye gore
mikrofabrikasyonda lazerli teknikler veya replika kaliplama gibi teknikler segilebilir.
Onceden tasarlanan kaliplarin kullanilarak elastomerlerin sekillendirimesi en yaygin
yéntemlerden biridir.

Silikon teknolojileri diger bir deyisle sert teknolojiler uzun yillardir problemsiz olarak
kullanildiklari i¢in uygulanabilirlikleri oturtulmus ydntemlerdir ancak plastik ve
polimerler son yillarda gelismeye baslamig ve hala yodun bir sekilde
arastirilmaktadirlar (Harraldsson, 2006). Plastik teknolojiler maliyet acisindan ¢ekici
konumdadirlar ¢ink( ganimuz plastikleri silikondan yaklagik 100 kat daha ucuzdur.
Yumusak teknolojiler hizli prototiplendirme olanaklarindan 6tari  de ilgi
cekmektedirler. Silikon teknolojilerinde bir mikroakiskan aygitin tretimi bir hafta kadar
surlyorsa, plastik teknolojisinde bu aygitin tretimi birka¢ saat strer. Pek ¢ok avantaj
sebebiyle son yillarda silikon yerine ¢esitli polimerlerin mikrofabrikasyonuna dogru bir

egilim s6z konusudur.
a. Sert Teknolojiler (Silikon Teknolojileri)

Sert veya silikon teknolojileri; asindirma, litografi ve biriktirme tekniklerini
icermektedir. Bu teknikler temiz oda veya glove box gibi oldukg¢a temiz, safsizliklarda
arindirllmig ortamlarda uygulanmalidir. Bu ortamlar ise fabrikasyon maliyetini olduk¢a
arttirmaktadir. Silikon icin mikrofabrikasyon prosesleri iyi oturmustur ve ¢ok sayidadir.
Bu proseslerde uygulanan teknikler mikrometre skalasinda yiksek hassasiyette
sonuglar vermektedir. Silikonun yapisi kristalografik agidan bakildiginda kiibik kristal
seklindedir. Fizikokimyasal karakteristikleri diger pek c¢ok proses ile uyumlu bir
malzeme oldugunu gdstermektedir (Tabeling, 2005). Silikon bunlar gibi pek c¢ok
Ozelliginden o6tart tercih edilmis ve cesitli fabrikasyonlarda bagka materyallerin

harcanmasi s6z konusu olsa da siklikla kullaniimigtir.
Islak Asindirma

Islak asindirma belli bélgeleri koruyucu bir maske ile kaplanmis silikon veya cam
malzemeyi sivi fazda kimyasal ataga maruz birakma ile gergeklestirilen bir
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fabrikasyon yontemidir. Kendi icinde izotropik ve anizotropik asindirma olarak ikiye
ayrilmaktadir.

izotropik 1slak asindirmada genellikle hidroflorik asit (HF), nitrik asit (HNOj) gibi
asitler kullanilir. Genelde cam malzeme icin HF kullanilirken, silikon igin
HF/HNO3/CH3;COOH  karnigimi kullaniimaktadir  (Tabeling, 2005). Asinma

gerceklesirken meydana gelen kimyasal reaksiyon su sekildedir;
Si + HNO3 + 6HF — H2SiF6 + HNO2 + H20 + H2 (gaz) (2.8)

Anizotropik 1slak asindirmada ise litre basina birkag mol olacak sekilde ylksek
konsantrasyonlardaki alkan ¢ézeltileri kullaniimaktadir. izotropik asindirmanin tersine
anizotropik asindirmada kullanilan sivi faz bazik karakterlidir. Bu tip asindirma
gunimuzde izotropik asindirmanin oldugu kadar iyi anlagilabilmis degildir.

Kuru Asindirma

Kuru agindirma bir substratin gaz veya plazma fazi igerisinde iyonik ataga maruz
birakilmasi ile gerceklestirilir. Bu teknikle geometrisi oldukga diizglin fabrikasyonlara
ulagilabilir. Ornegin kristal bir yapida kdseli mikrokanallarin eldesi bu teknik ile
gerceklestirilebilir (Tabeling, 2005). Kuru asindirmada temel olarak dort ayri teknik

sOz konusudur;

e Fiziksel agindirma
e Kimyasal asindirma
e Fizikokimyasal agindirma

e inhibitér varliginda fizikokimyasal agindirma

Fiziksel asindirma bir elekirik alan icerisinde hedef ylzey Uzerine ivmelendirmis
iyonlarin bombardimani ile gerceklestirilir. Gelen iyon akisina bagh olarak ytizeyde
fiziksel bir agsinma s6z konusudur. Bu tip asindirma cok secici degildir. Kimyasal
asindirmada ise elektrik alan icerisinde kimyasal tlrler hedefe dogru gbé¢ ederler ve
hedef ylzeyde bir kimyasal reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyon sonucunda ugucu

thrler olusur ve ylzeyde delikler meydana gelir. Fizikokimyasal asindirmada fiziksel
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ve kimyasal asindirma birlestiriimis, hem iyonlarin akisindan 6tirt fiziksel bir agsinma
hem de meydana gelen kimyasal reaksiyondan 6tlr0 bir asinma olusur. Kuru
asindirma ile mikrofabrikasyonda en g¢ok bu yéntem kullaniimaktadir. inhibit6r
varliginda gercgeklestirilen fizikokimyasal asindirma ise yine fiziksel ve kimyasal
ataklarin s6z konusu oldugu ancak koruyucu bir tabakanin asinmasi istenmeyen
bélgeler Uzerine yerlestirildigi oldukg¢a 6zel bir ydntemdir. Bu sekilde en/boy orani

oldukg¢a duzgin geometriler elde edilir ancak yontem zahmetlidir (Tabeling, 2005).

Biriktirme

Bririktirme yéntemleri temel olarak ikiye ayriimaktadir:

e Fiziksel Buhar Birikim (Physical Vapor Deposition, PVD)
e Kimyasal Buhar Birikim (Chemical Vapor Deposition, CVD)

PVD tekniginde, cam veya silikon malzeme vakum ortaminda yUksek enerji ile
iyonlastirilmis plazma fazi ile kaplanmaktadir. ince film kaplamalarinda oldukga etkin
olarak kullanilan bir ydntem olan PVD mikroelektronik, tip gibi alanlarda kullaniimakta

gundmuzde mikrofabrikasyonda da 6nemli 6lgtide yer bulmaktadir.

Teknik kendi iginde iki yonteme aynilir; termal evaporasyon ve puskdrtme. Termal
evaporasyonda, kaplanacak substrat ve kaplama malzemesi vakum ortamina
yerlestirilir. Ani 1sitma ile kaplama malzemesi sublimlestirilerek substrat ylzeyine
istenilen kalinhkta kaplama yapilir. Plskdrtme yénteminde ise soguk plazma yaratma
gerekKliligi vardir. Elektrokimyasal olarak kaplama malzemesi ayristirilir ve substrat
yuzeyine molekuiler seviyede kaplama yapilir.

CVD tekniginde ise hedef ylizey ile temas eden kaplama malzemesi arasinda
kimyasal etkilesimler sonucu ylUzey Uzerine kimyasal olarak baglanmis bilesenler
olusur. Bu durumda iki olasilik vardir, reaksiyon gaz fazinda meydana gelerek
hedefin ylizeyine adsorplanir veya reaksiyon hedef ylizeyde meydana gelir. CVD
Uzerine literattirde ayrintili gcalismalar mevcuttur (Tabeling, 2005).
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Fotolitografi

Fotolitografi daha éncede bahsedildigi gibi bir fotomaskeden gecen isik ile ylzey
Uzerine kaplanmis 1sida duyarli malzemenin kimyasal 6zelliklerinde bir degisimin
meydana getiriimesi ve daha sonra uygun ydntemler ile ylzeyden uzaklastirilarak
istenen fabrikasyona ulasilmasi teknigidir. Cam ve silkon malzemelerin

mikrofabrikasyonunda ana tekniklerden biri fotolitografidir.

Isiga duyarhh malzemeler daldirmali kaplama (dip coating) veya déndirmeli kaplama
(spin coating) yontemleri ile ylzeye yerlestirilirler. Daldirmal kaplama ydénteminde
ylzey basitce 1s1ga duyarli malzeme icine daldirihr ve c¢ekilir. Dondirmeli kaplama
ydnteminde ise belli bir hizda dénen ylzey Uzerine substrat yerlestirilir, 1S1ga duyarh
malzeme ylzey Uzerine dokualir ve belli kalinliklarda kaplama saglanabilir.
Déndurmeli  kaplama yoénteminde daldirmali kaplama ydntemine gére daha
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmektedir. Kaplama igleminden sonra ¢6zUcu
buharlastirmak igin 70 - 100 °C sicaklik araliginda kisa bir pisirme basamagi s6z

konusudur.

Fotolitografi maskeleri genellikle GUzerine istenilen desenin krom kaplama ile
olusturuldugu kuvars bir plakadir. Ancak yuksek ¢6zunuUrlikte baskilarin alinabildigi
sistemler sayesinde film kagitlari Gzerine de maskeler basilabilir. Bu maskeler
Uzerinden 1s1ga maruz birakma islemi gerceklestirilir. Isik kaynaklari 300 — 450 nm
dalga boyu araliginda 1sik sacan lambalar olabilmektedir. Fotolitografi islemlerinde
maskenin ylzeye olan yUksekligi 6nemlidir. Bu yUkseklik maske ayarlayici sistemler

ile istenilen sekilde ayarlanabilmektedir (Tabeling, 2005).

Fotolitografi de bir takim kisitlamalari olan bir ydontemdir. Bu kisitlamalar arasinda en
¢cok gbze carpanlarindan biri yari 1sik etkisi denilen kisitlamadir. Sekil 2.10.’da daha
detayh gérllebilecedi gibi 1s1ga maruz kalmayan karanlk bdélgeler ve 1s1ga maruz
kalan aydinhk bdlgeler haricinde bir takim optik kurallardan kaynakli olarak bazi
bélgeler orta siddette 151ga maruz kalmaktadirlar ve bu istenilen yapiyi elde ederken
sorunlara yol agabilmektedir. Bu durum kullanilan 1s1gin dalga boyuna da bagh olarak
maske Uzerindeki desenin tam olarak aktariimasinda da kisitlamalara sebep
olmaktadir (Tabeling, 2005).
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Isik Kaynag1 Opak Cisim

g )

Golge /

Yar golge

Sekil 2.10. Yari 1sik etkisinin sematik gdésterimi

Isiga duyarli kaplama malzemelerinin belli 6zelliklere sahip olmalari gerekir. Bu
Ozellikler agagidaki gibi siralanabilir:
e Isigda maruz kalan ve kalmayan bdlgeler arasindaki ¢6zinurlik farkinin
belirgin olmasi gerekir.
e Yiksek fotoduyarlilikta olmalari gerekir.

e Bazi kimyasallara karsi yUksek direng gostermeleri gerekir (6rnegin HF).

Silikon ylzeylerde mikrokanal olusturulmasi birkag basamaktan olusur. Bu

basamaklar;

i) Silikon yizeyin termal olarak oksitlendiriimesi
i) Isiga duyarli malzeme ile ylizeyin kaplanmasi
i)  Foto maske kullanilarak isida maruz birakma

V) Oksit tabakanin asindiriimasi

vi)  Isida duyarl malzemenin kaldiriimasi

(
(
(
(iv)  Develope etme
(
(
(vii)  Silikonun asindiriimasi ve mikrokanalin eldesi
(

viii)  Oksit tabakanin temizlenmesi
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Cam yuzeyler lzerine mikrofabrikasyonda da silikon mikrofabrikasyonuna benzer
olarak ince film birirkimi, fotolitografi, agindirma basamaklari yer almaktadir (Li,
2005). Bu basamaklar ise su sekildedir:

i) Cam ylzeyin krom/altin film ve 1s1da duyarli malzeme ile kaplanmasi
i) Isiga maruz birakma

i)  Develope etme

(
(
(
(iv)  Krom/Altin filmin agindiriimasi
(V) Camin asindiriimasi

(vi)  Isiga duyarli malzeme ve Krom/Altin filmin kaldiriimasi

(vii) ikinci bir cam ylzeyin kanal olusturacak sekilde kapatiimasi ve

mikrokanal eldesi
b. Yumusak Teknolojiler (Plastik Teknolojileri)

Replikasyon islemi t¢ ayri ana yontem dahilinde gerceklestirilir. Bu yéntemler;
e Kaliplama
e DOkim

e Mikro-enjeksiyon ile kaliplamadir.

Bu 0¢ replikasyon yonteminin sematik olarak gdsterimi Sekil 2.11.’de verilmistir
(Tabeling, 2005).

Replikasyon Teknikleri

Is1

R &Il -
il L

(a) (b) ()

Sekil 2.11. Replikasyon yodntemleri (a) Kaliplama (b) Doékim (c) Enjeksiyonlu
Kaliplama
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Kaliplama

Bu yontemde basitge katalizér ve polimer igeren bir karisim bir kalip Gzerine doékullp
isitilir. Retikllasyon (agsi 6rgi olusumu) sonrasi yapi kalip Gzerinden siyrilir. Siyrilan
polimer kalibin seklinin negatifini almis haldedir. Kullanilacak kaliplar daha énce de
bahsedilen mikrofabrikasyon teknikleri kullanilarak hazirlanirlar. Kalplama teknigi igin
polimer kaliplar oldukga uygundur. Mikrosistemler igin en yaygin kullanilan kaliplama
teknigi PDMS bazli kaliplamadir (Becker, 2000).

PDMS (-Si(CH3)20-) silikon yaglari iceren polimer ailesinin bir Gyesidir. Literatlirde
PDMS ile mikrosistemlerin gelistiriimesi Uzerine olduk¢a fazla sayida yayin mevcuttur
(Chuang, 2009; Zhang, 2009; Dodge, 2006). PDMS bazh polimerler retikiilasyon
ajanlarinin varhginda polimerizasyon sicakliginin Gzerine ¢ikildiginda elastomerik bir

yap!i olustururlar.

PDMS bazli kaliplama temel olarak (i¢ basamaktan olusur:

(i) Kalibin hazirlanmasi
(i) Retikilasyon
(i) Ayirma

Dékim

Dékme igleminde sekli degisebilen bir malzeme sitilarak kalip bu malzemenin
Uzerine preslenir. Sogutmadan sonra ayrilan malzeme kalibin negatif seklini almistir.
En cok kullanilan dékim malzemesi kati halde pleksiglas gibi seffaf plastik halinde
bulunan polimetil metakrilattir (PMMA). 170 °C gibi ylksek sicakliklara cikilip
yaklasik on barlik bir basing uygulandiginda malzeme sekil degistirebilmektedir. Bu
sekilde sicaklik kontrolli bir sistem ile istenen yapilarin bir PMMA kalibina
preslenerek elde edilmesi mimkiin olmaktadir. istenen yapi kalibin negatifi olacak
sekilde elde edilir. PMMA haricinde polietilen (PE), polivinil klorir (PVC) gibi
polimerik malzemeler de kullanilmaktadir (Becker, 2000). D&kim isleminde
kullanilacak kalip genellikle silikon bazli veya metalik malzemelerden retilir.
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Mikroenjeksiyon ile Kaliplama

Isitilmis bir plastigin sivi halde bir kalip icerisine enjeksiyonu daha sonra ayrilmasina
dayanan bir tekniktir. Bu teknikte de digerlerinde oldugu gibi kalibin negatif sekli

plastige aktarilir. Teknik ¢ ayri adimda incelenebilir:

(i) Sivi plastik malzeme vakum ortaminda ve sahip oldugu camsi gecis
sicakhgindan daha yiksek bir sicaklikta kalip igerisine enjekte edilir.

(i) Sistem camsi gegis sicakliginin altinda bir sicakliga kadar sogutulur.

(i)  Kahp cikarldiktan sonra kalibin negatifi bir sekle sahip olan plastik yapi

elde edilir.

Bu G¢ metot haricinde polimerik yapilar lazer ile de sekillendirilebilmektedirler. Birkag
mikronluk c¢cézunurlUklere inilebilen bu yéntemler ile olduk¢a dizgin yapilar elde

edilebilmektedir.

Fotolitografik Polimerizasyon

Son yillarda dikkat ¢ceken polimerik mikrosistemlerin fabrikasyonunda kullanilan bir
diger yontem de fotolitografik polimerizasyondur. Teknik fotopolimerizasyonu esas
aldigindan bir fotobagslatici kullanimini zorunlu kilmaktadir. Bu teknikte de klasik
fotolitografide oldugu gibi istenilen desen bir maske Uzerine aktarilir. Daha sonra
kullanilacak olan polimer yapinin sivi monomerleri, uygun capraz baglayicilar ve
fotobaslaticilar uygun oranlarda karistirilarak Gzerleri arzu edilen deseni tagiyan
maske ile kapatildiktan sonra uygun ortamlarda (hava, azot gibi ¢esitli ortamlar) belli
slrelerde UV 1s1da maruz birakilir. Sonugta maskenin altindan 15131 géren kisim
capraz baglanarak polimerlesecek, 1131 gérmeyen kisimlar polimerlesmeden
kalacaktir. Uygun c¢oéztculer kullanilarak kalan sivi monomerler uzaklastirnildiginda
istenilen desen elde edilecektir. Bu yontem literatiirde “Temash Sivi Fotolitografik
Fotopolimerizasyon” (Contact Liquid Photolithographic Photopolymerisation, CLiPP)
ybntemi olarak gecmektedir. (Haraldsson, 2006; Hutchison ve Haraldsson, 2004)

CLiPP yénteminin adimlar Sekil 2.12.’de sematik olarak gésterilmigtir.
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365-nm

(e)

Sekil 2.12. CLiPP ybénteminin basamaklari (a) ve (b) Sivi monomer karisimi ylizeye
dokalir (b) Fotomaske ylzeye yerlestirilerek 365 nm dalga boyunda UV 1sik
radyasyonuna maruz birakilir. (d) Maske yuzeyden ayrilir (e) Polimerlesmeyen

kisimlar uzaklastirilarak mikro kanallar elde edilir.

2.6.4 Mikroakigkan Sistemlerin Baglica Avantaijlari

Mikroakis kanalli sistemleri kullanmanin beraberinde getirecegi avantajlar asagidaki
gibi siralanabilir (Lai, 2003; Haraldsson, 2005):

e Kullanilan kimyasal sarfiyatinin ve atik Gretiminin kayda deger olarak
azalmasi

e Her bir analiz bagina maliyetin azalmasi

e (Cok kisa surede (saniye, dakika vs.) sonug¢ alinmasi

e Makro ¢cevrede mimkin olmayacak denemelerin gerceklestiriimesine
olanak saglamalari

e Kimyasal reaksiyon esnasinda reaksiyon kosullarinin daha hatasiz
olarak saglanabilmesi

e Tasinabilir analiz sistemleri olmalari

e Isi transfer uygulamalarinda sistemin minyattrliginden kaynaklanan
¢ok hizli 1si transferleri ve daha homojen bir sicaklik dagilimi

e Sdrekli laminer akis
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar 3 ayri bélimden olusmaktadir. Bu ¢alismalar ile
calismalardan elde edilmesi amaglanan ¢iktilar ana basliklar halinde verilmigtir.

Mikroakiskan Kanallarin Olusturulmasi: Bu kisimda éncelikle cam slaytlarin uygun
¢alisma sartlarini ve TIRE yOntemi i¢in uygun optik gecirgenligi saglayacak sekilde,
silikon ve/veya akrilat esasl polimer Ust yapi olusturmak icin monomerleri ile
kaplanmasi amaclanmistir. Polimerlerin sentez sonrasi sisme 6zellikleri, ylzey ug
gruplarinin karakterizasyonu ve yuzey hidrofilikligi (temas acilari) gibi 6zellikleri
incelenecek ve en uygun 06zelliklere sahip olanlar ilerideki agsamalarda kullaniimak
Uzere segilecektir. istenilen kalinlikta, homojen ve yeterli mekanik saglamlik ve
sertlikte film olusturmak Uzere, polimer konsantrasyonu ve polimerizasyon sulresi
optimize edilecektir. Polimerin optik-mekanik 0zelliklerine etki eden en 6nemli
degdisken olan ¢apraz baglanma miktarinin polimer filme etkileri arastirilacak/optimize
edilecektir. Silikon ylzeyler uygun prosedur ile temizlendikten sonra dénel kaplama
sistemi ile istenen kanal derinligine ulasacak kalinlikta i1sida duyarli negatif veya
pozitif malzeme (fotorezist) ile kaplanacak, kanal tasarimina gére hazirlanmig foto
maskeler ylzeylerin Gzerine yerlestirilecek ve UV ve/veya mavi i1sik radyasyonu ile
polimerik tabakanin istenilen desenlemeyi olusturacak sekilde sec¢imli capraz
baglanmasi saglanacaktir. Uygun ¢éziculler kullanilarak kalip elde edilecektir. Daha
sonra kanal yapiminda kullanilacak olan elastomer, kalip Gzerine dbékulecek ve
capraz baglandiktan sonra kaliptan ayrilarak mikroakiskan kanallar elde edilmis
olacaktir. Kanallarin Ust taraflari 6nceden hazirlanan polimer kapli cam slaytlar ile
uygun yontem ile kapatilarak sonraki adimlarda kullaniimak Uzere mikroakiskan
kanalli platformlar hazirlanacaktir. Bir diger yéntem olan CLiPP metodu ile de
mikrokanallar olusturulacaktir. Bu kisimda 6ncelikle cam slaytlar, silikon ve/veya
akrilat esasli polimerlerin sivi monomerleri ile istenilen mikrokanal derinligini
saglayacak sekilde (<200 pym) kaplanacaktir. Kanal tasarimina gére hazirlanmig foto
maskeler ylzeylerin tzerine yerlestirilecek ve UV ve/veya mavi isik radyasyonu ile
polimerik tabakanin istenilen desenlemeyi (mikrokanallari) olusturacak sekilde
secimli capraz baglanmasi saglanacaktir. Gapraz baglanmayan bélgeler uygun
¢bzuculer kullanilarak uzaklastirilacak ve kanallar elde edilecektir. Kanallarin st
taraflan kapatilarak sonraki adimlarda kullaniimak Gzere mikroakiskanh platformlar
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hazirlanacaktir. Kanallarin boyutlar ve kapiler akis, cesitli gbrintileme ydntemleri
yardimiyla belirlenecektir.

Mikroakis Kanallarina Prob immobilizasyonu: Bu kisimda akis kanallarinin
duvarlarinin uygun yltzeylerine array platformunu olusturmak Gzere prob molekullerin
immobilizasyonu  gerceklestirilecektir. Hazirlanmis olan array platformunun
kanallarina, kanal igerisinde uygun bdlgelere Albumin (Human Serum Albumin, HSA)
ve/veya Protein A prob molekulleri yerlestirilecektir. Bu modifikasyonlar elipsometre
yontemi ile izlenecek, degisimler belirlenecektir.

Mikroakiskan Kanalli Sensérlerin Performanslarinin Belirlenmesi: Elde edilen
array platformlarinin  elipsometre ve/veya icten tam yansimali elipsometre
dizenekleri kullanilarak performanslari belirlenecektir. Farkh miktarlarda anti-albumin
(anti-HSA, aHSA) ve/veya Immunoglobulin G (IgG) igeren sulu c¢ozeltilerin
mikroakigkan  kanalli arraylerden akisi saglanacak ve in-situ  élgimler
gerceklestirilecektir. Arraylerin segiciligi ve hassasiyet sinirlari belirlenerek en uygun
array platform tasarirmi  ve uygulama protokolu tanimlanarak c¢alisma
sonuglandirilacaktir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan tOm kimyasal maddeler ve elipsometrik sensér
ylzeylerinin kurutuldugu ayrica foto polimerizasyonun gerceklestirildigi ortamda
kullanilan azot gazi yiksek saflikta olup satin alma yolu ile temin edilmigtir. Azot gazi
BOS firmasindan alinmistir. Protein A (Sigma), HIgG (Sigma), Albumin (Sigma) ve
anti-Albumin antikoru (Sigma) analitik safliktadir. Polimer sentezinde kullanilan 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), glisidil metakrilat (GMA) monomerleri (Sigma), capraz
baglayici olarak kullanilan etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) monomeri (Sigma),
baslatici olarak kullanilan 2,2-dimetoksi-2-fenil-asetofenon (DMPAP) (Sigma),
fotolitografi uygulamalarinda kullanilan 1sida duyarli malzemeler (fotorezist) (Sigma),
tek tabaka olusumunda kullanilan 3-aminopropiltrietoksisilan (APTS) moleklll
(Photoresist Kit, Sigma; Positiv 20 Resist, Cramolin), silikon elastomer kiti (Sylgard
184, Dow Corning) satin alma yoluyla temin edilmis ve ilave saflastirma islemi
yapiimadan kullaniimistir. Cam slaytlarin temizliginde Sigma-Aldrich tarafindan temin
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edilen, hidrojen peroksit (H202) (% 30 v/v), hidroklorik asit (HCI) (% 37,8 v/v), nitrik
asit (HNO3) ve etil alkol-CoHsOH (% 99 v/v) kullaniimistir. Tim deneyler boyunca
tampon c¢bézelti ve yikama islemleri igin direnci 18 MQ/cm olan ylUksek saflikta
deiyonize su (DI H2O) kullaniimigtir.

Slayt ylzeyleri hazirlanirken temizleme ve oksitleme iglemi igin hava ve oksijen
plazma sistemi (Diener Electronics, ABD) kullaniimigtir. Ylzeylerin temas agisi
6lcimleri KSV CAM101 (KSV Instruments, Finlandiya) optik temas agisi 6l¢im cihazi
ile gergeklestiriimistir. Polimer ylzeylerin karakterizasyonunda Thermo Scientific
marka NicoletTM 6700 FT-IR cihazi kullaniimistir.

Hazirlanan ydzeylerin G¢ boyutlu elipsometrik gérintileri Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre cihazi (Nanofilm, EP3SW, Almanya) kullanilarak elde edilmistir. Protein
molekullerinin  immobilizasyonu ve etkilesimi ise ayni cihazin akig hicresi
kullanilarak, icten tam yansimali elipsometri ybntemi ile gerceklestiriimigtir.
Elipsometre akis hucresine istenilen hizda akis verebilmek i¢cin ISMATEC (MCP-
Process IP 65, Wirttemberg, Almanya) marka peristaltik pompa, uygun silikon ve
teflon hortumlar kullanilmistir. Galismada kullanilan elipsometre cihazi ve akis

hicresi Sekil 3.1.’de gdsterilmistir.

(a) (b)
Sekil 3.1. (a) Elipsometre cihazi (b) TIRE igin optik diizen

Olusturulan mikrokanallarin gérintiilenmesinde Hitachi TM-1000 (ingiltere) marka
mikroskop ve elipsometre cihazi tGzerindeki CCD kamera kullaniimistir. Fotolitografi
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islemlerinde UV 1sik kaynagdi (Blak-Ray® B-100 UVP, LLC, A.B.D) kullaniimistir.
Fotolitografi sistemi laboratuarda hazirlanmig olup sematik gosterimi ile yapisi Sekil
3.2.’de verilmigtir.

-
g

@

—

Sekil 3.2. Kullanilan fotolitografi sistemi

3.2. Mikroakigskan Kanallarin Olusturulmasi

Tez calismasinin bu bdliminde &ncelikle gerekli cam slaytlar uygun boyutlarda
kesilmig, uygun yéntemler ile temizlenmis ve gerekli ylzey modifikasyonlari yapilarak
hazir hale getirilmigtir. Daha sonra protein array platformlarinin hazirlanmasi
isleminde mikrokanallarda akis olabilmesi icin kapiler etki olusturmak amaciyla
elastomerler ile Uretilecek mikrokanal sisteminin Ust yapisini olugturacak ¢apraz bagl
polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Polimerler capraz bagl
olarak, sivi monomerler ve fotobaslatici kullanilarak, fotopolimerizasyon yéntemi ile
sentezlenmistir. Sentezlenen c¢apraz bagli polimerler monomer ve baslatici
kalintilarindan arindirildiktan sonra en uygun hacim ve c¢apraz baglayici oraninin
secilmesi icin sisme deneyleri ve temas agcisi dlgimleri zamana bagli olarak

gerceklestiriimis sonuglar yorumlanarak en uygun oranlar belirlenmigtir.

Bu asamanin ardindan 6ncelikle istenilen desenlerde maskeler hazirlanmig ve mikro
akis kanali fabrikasyonu icin gerekli olan kalip fotolitografik ydntemlerle
olusturulmustur. Kalip Uzerine elastomerik monomer karigimi dékdlmuis, uygun
kosullarda polimerlesme saglanmigtir. Malzeme kaliptan aynildiginda kaliptaki

desenin tersi malzeme Gzerinde olusmus, bu sekilde polimerik mikroakigkan kanallar
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elde edilmistir. Malzemenin Uzeri ylzey modifikasyonlar uygulanarak 6nceden
hazirlanmis polimer filmler ile kapatiimis ve mikroakiskanl platformlar elde edilmistir.
Mikroakis kanallarinin olusturulmasinda bir baska metod olan “Temash Sivi
Fotolitografik Polimerizasyon” (Contact Liquid Photolithographic Photopolymerisation,
CLiPP) metodu da alternatif bir ybéntem olarak kullaniimistir. Mikrokanal
fabrikasyonunda en uygun yoéntem, her iki metod ile olusturulan kanallarin
elipsometrik ve mikroskobik gértintilerinin karsilastiriimasi ile segilmistir. Optimum

kanal boyutlari da yine gérunttlerin karsilastiriimasi ile belirlenmigtir.

3.2.1. Cam Yizeylerinin Temizlenmesi ve Modifikasyonu

Biyosensér uygulamalarn gibi hassas uygulamalarda kullanilacak olan sensoér
yUzeylerinin temizligi oldukca kritik bir konudur. Bu tip sistemlerde ylzeylerin
hazirlanmasi, immobilizasyon, sinyal alma gibi basamaklarda sorun yagsamamak igin,
sensor yuzeyleri hazirlanmadan 6nce oldukga hassas bir bicimde temizlenmelidir. Bu
amagla kullanilacak olan cam slayt ylzeyleri organik ve inorganik Kirliliklerin
uzaklastirimasi amaciyla dikkatle temizlenmistir. Temizlik icin dncelikle slaytlar etil
alkol ve yuksek saflikta su ile birka¢ kez banyo edilmigtir. Daha sonra yUzeydeki
g6zle goérllemeyecek kir ve purlzleri gidermek Uzere slaytlar hacimsel olarak 1:3
oraninda H>O2 (% 30 v/v) ve H.SO4 (%70) iceren ¢ozeltiye 1 - 5 dakika boyunca
daldinimig, takiben ylzeyler tekrar etil alkol ile durulanip inert bir gaz olan azot ile
kurutulmustur. Ardindan cam slaytlar 1:3 oraninda derigik HNO3; ve H2O iceren asidik
cozeltide 30 dakika boyunca kaynama sicakligi olan 80 °C’de bekletilmistir. Bu iglem
ardindan etanol ile durulanan slaytlar yine azot puskurtilerek kurutulmustur. Yizey
Uzerinde kimyasal olarak bagli organik molekillerin uzaklastiriimasi igin slaytlar 6n
temizlemenin ardindan 30 dakika boyunca oksijen plazmaya maruz birakiimistir.

Plazmanin gict 100 W olarak ayarlanmisgtir.

Temizlemeden hemen sonra slaytlar tek tabaka olusumu icin yeterli derisim ve
strede hacimce %3’luk APTS c¢b6zeltisine daldirilmig, 2 saatlik daldirma siresinin
sonunda mutlak etanol ile durulanmig ve azot ile kurutulmustur (Caglayan ve Otman,
2009). Burada amag¢ cam yulzeyler Uzerinde APTS tektabaka olusumunu saglamak
ve amin sonlandiriimig bir ylzey elde ederek daha sonraki basamaklarda polimer
filmlerin sentezlenecedi en uygun yilzeyi hazirlamaktir. APTS molekdlld silan
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grubundan cam yuzeylere baglanirken amin grubu agikta kalacak, ¢capraz baglanma
esnasinda polimer filmlerin ylizeye baglanmasini saglayarak ylzey Uzerinden
kalkmalarini engelleyecektir.

3.2.2. Polimerlerin Sentez ve Karakterizasyonu
Oncelikle capraz bagli polimer filmler sentezlenmistir. Bu amag ile 2-Hidroksietil
Metakrilat (HEMA) monomeri ve Glisidil Metakrilat (GMA) monomeri farkh hacim

oranlarinda karistiriimis ve her bir numune Uzerine farkli hacim oranlarinda uygun
capraz baglayici olan Etilen Glikol Dimetakrilat (EGDMA) eklenmistir. (Sekil 3.3.)

0 0
RAadhas Renaas

Sekil 3.3. HEMA, GMA ve EGDMA yapisal formulleri

Bu islemi takiben farkl hacim oranlarinda monomer i¢geren her bir sivi numuneye UV
Isik radyasyonu ile foto-polimerizasyon icin gerekli fotobaglatici olan 2,2-dimetoksi-2-
fenilasetofenon (DMPAP) ilave edilmigtir. Bu hacim oranlari ve eklenen baglatici

miktarlari Cizelge 3.1.’de detayl olarak verilmigtir.
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Cizelge 3.1. Monomer, ¢apraz baglayici ve fotobaslatici oranlari

HEMA (mL) GMA (mL) EGDMA (mL) DMPAP (g)
1,00 0 0,50 0,03
1,00 0 1,00 0,04
1,00 0 1,50 0,05
1,00 0 2,00 0,06
0,50 0,50 0,50 0,03
0,50 0,50 1,00 0,04
0,50 0,50 1,50 0,05
0,50 0,50 2,00 0,06
0,25 0,75 0,50 0,03
0,25 0,75 1,00 0,04
0,25 0,75 1,50 0,05
0,25 0,75 2,00 0,06
0 1,00 0,50 0,03
0 1,00 1,00 0,04
0 1,00 1,50 0,05
0 1,00 2,00 0,06

Elde edilen her bir numuneden alinan 200 uL’lik sivi monomer karisimi édnceden
temizlenmis ve ylzeyleri APTS ile modifiye edilmis cam slaytlar Gzerine mikropipet
yardimi ile damlatilarak, Gzerleri ylzey Uzerinde homojen bir kalinlik saglayabilmek
amaciyla UV 1s1g1 geciren seffaf bir maske ile kapatilmistir. Bu maske sayesinde
monomer karisimi ylzeye yayillmig, homojen bir kaplama olusturmustur. Bu slaytlar
azot atmosferinde UV 1sik radyasyonuna maruz birakilarak ¢apraz bagli polimer
filmler sentezlenmigtir. Maruz birakilma sdresi (60 s - 360 s) optimize edilmigtir.
Sentezlenen capraz bagh polimerler, monomer ve baslatici kalintilarinin uzaklagmasi
amagci ile etanol igerisinde bir hafta stre ile bekletiimis, bu siirenin sonunda 40°C
sicaklikta ve vakum altinda 3 gin boyunca kurutulmustur. Mikrokanal
fabrikasyonunda literatirde en sik Polidimetilsiioksan (PDMS) polimerine
rastlanmaktadir. Bu polimer ucuzlugu, gérinir ve UV 1sik gegirgenligi, hidrofobikligi,
modifiye edilebilirligi, kolay fabrikasyonu ve cesitli agresif ortamlara dayanimindan
otarh  sikhikla tercih edilmektedir. Bu nedenle PDMS, mikrokanal dretiminde
kullanilacak olan polimer olarak segilmistir. Bu polimerin sentezinde silikon elastomer
kiti, Sylgard 184 (Dow Corning, ABD) kullanilmistir. Sylgard 184 kiti, PDMS
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monomeri, polimerin g¢apraz baglanarak sertlesmesini saglayacak olan capraz
baglama ajani ve c¢apraz baglama ajani ile PDMS monomerinin 1:10 oraninda
karisarak akmasini saglayan bir sistemden olusmaktadir. Kit igerisindeki sistem
kullanilarak bir miktar PDMS ve c¢apraz baglama ajani, 10:1 oraninda karistiriimis,
icerisindeki hava kabarciklari 10 dakikalik bir vakum uygulamasi ile giderilmistir.
Bunun ardindan karisim, literatlir bilgisi dogrultusunda 100 °C sicaklikta 1 saat

sureyle bekletilerek capraz baglanma islemi tamamlanmistir.

3.2.2.1. Capraz Bagh Polimerlerin Sentezinde Capraz Baglayici Miktarinin

Sisme Derecesine Etkisinin incelenmesi

Filmler tamamen kuruduktan sonra kuru agirliklari Sartorius CP 3245 marka hassas
terazi kullanilarak 6lgtilmas ve ardindan her bir numune yiksek saflikta deiyonize su
icerisine daldirilmigtir. 10 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat,
24 saat ve 1 hafta sonunda her bir numune tekrar tartilarak zamana kargl sisme
dereceleri asagida belirtildigi sekilde (Esitlik 3.1.) hesaplanmis, ylzde sisme oranlari
yine bu verilerden elde edilmistir.

Sisme Derecesi = _Olciilen Islak Agirik — Kuru Adirlik (3.1)
Kuru Agirlik

Elde edilen sisme derecesi sonuglari diger analizler ile beraber degerlendirilerek en
uygun oranlarin belirlenmesinde yol gésterici olmustur. PDMS icin ¢apraz baglama

ajani orani sabit oldugundan sisme derecesi tayini yapiimamigtir.

3.2.2.2. Capraz Bagh Polimerlerin Sentezinde Capraz Baglayici Miktarinin

Temas Acisina Etkisinin incelenmesi

Her bir capraz baglayici oraninda sentezlenen her bir metakrilat numunesi icin statik
temas agisi élcimleri yapiimistir. Her bir 6rnek Gzerine dorder yuksek saflikta su
damlasi birakilip her damlanin sag, sol ve ortalama temas agisi degerleri él¢ciimus,
her bir damla igcin bu degerlerin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen sonug¢
numune igin ortalama temas acisi degeri olarak kabul edilmigtir. Elde edilen bu

temas acisi degerleri sisme dereceleri ile beraber yorumlanarak en uygun monomer,
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capraz bagdlayici ve baslatici oranlari belirlenmistir. Bununla beraber PDMS
polimerinin de statik temas acisi belirlenmistir.

3.2.2.3. Yuzey Analizleri

Hazirlanan metakrilat polimer film tlrlerinden en uygun olani sisme dereceleri ve
temas acgilari géz 6nune alinarak belirlenmig, bu polimer icin belirtilen g¢apraz
baglayici oranlarinda filmler Bélim 3.2.2.°de belirtilen prosedire uygun olarak
hazirlanmistir. Filmler baglatici ve monomer kalintilarindan mutlak etanol icerisinde
bir hafta slresince bekletilerek arindiriimig, daha sonra 40 °C sicaklikta 2 giin
boyunca kurutulmustur. Kurutmanin hemen ardindan filmler inert ortam yaratmak
Uzere azot gazi ile supurtlmis bu stiplrmenin hemen ardindan Fourier Transform
Infrared — Attennuated Total Reflection (FT-IR-ATR) sistemi ile analiz edilmigtir. Bu
teknikte azaltilmis tam yansima (ATR) prensibi ile film ylUzeyinde bulunan fonksiyonel
gruplar belirlenebilmektedir. Bu gruplarin monomer - ¢capraz baglayici oranlarina gére
degdisimi yari-kantitatif olarak yorumlanmistir. Ayni sekilde bu gruplarin monomer
oranlari degistikce ylzey guruplarindaki nitel ve nicel degisimler de raporlanmigtir.

3.2.3. Fotomaske hazirlanmasi
istenilen mikrokanal tasarimina uygun maskeler Windows temelli CorelDraw
programi kullanilarak bilgisayar yardimi ile gizilmistir. Cizimlerin film kagidina ylksek

¢OzUnUrlUklG baskilan alinmistir. Sekil 3.4."de hazirlanan fotomaske tasarimlarindan

bazilar gbsterilmigtir.
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Sekil 3.4. Hazirlanan Fotomaske Tasarimlari

3.2.4. Fotolitografik Yontemler Kullanilarak Silikon Elastomer ile Mikrokanal
Fabrikasyonu

Silikon plaka (wafer), etil alkol, metil alkol ve aseton ile iyice temizlendikten sonra
azot gazi puskdrtilerek kurutulmus, gérilemeyen inorganik, organik Kirliliklerin
uzaklagsmasi amaci ile 200 °C’ye ayarlanmis sicak plaka Uzerinde 15 dakika
suresince bekletilmigtir. Isiga duyarlh malzemenin kaplanmasinda Delta marka
92mmx38mm model 8000 rpm doénus hizina sahip bir bilgisayar fani ile ayarli gi¢
kaynagindan (+ 0,1 V ve = 0,1 A hassasiyetle ayarlanabilen) imal edilmis el yapimi
bir dénel kaplama sistemi kullaniimistir. Oda sicakligina soguyan plaka el yapimi
donel kaplama sisteminin ilgili kismina yerlestirilmis, Uzerine 5 mL 1siga duyarli
malzeme damlatilmistir. Gig¢ kaynagi kullanilarak yaklasik olarak 500 rpm déndirme

hizina tekabll eden voltaj 5 saniye boyunca uygulanmig hemen ardindan ise 8 Volt'a
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arttinlarak 2000 rpm dénme hizina ¢ikilmig bu hizda numune 20 saniye daha
dondurdlmustdr (Minteer, 2006). Isiga duyarli malzeme silikon plaka yizeyin
kaplandiktan sonra silikon plaka 10 dakika boyunca 80 °C sicakliktaki sicak plakada
pisiriimis, ardindan 85 °C sicakliktaki etlivde 10 dakika bekletilmistir. Pigirme iglemini
takiben fotomaske, plaka Uzerine konumlandiriimis ve 20 cm uzakliktan 1 dakika
sure ile 365 nm dalga boyunda UV i1sik radyasyonuna maruz birakilmistir. Bu islemin
ardindan ylizey 1 dakika boyunca 90 °C sicaklikta tekrar pisiriimistir. Develope edici
malzeme ylzey Uzerine 40 saniye slre ile puskurtilmis ve ylzey etil alkol ile banyo
edilmistir. Azot gazi ile kurutulan ylzey Gzerinde istenilen desenleme elde edilmistir
(Minteer, 2006). Diger tarafta Sylgard 184 Kkiti icerisindeki monomer ve capraz
baglama ajani 10:1 oraninda karistirlmigtir. Karisim dikkatli bir bicimde hazirlanan
kalip Gzerine dokulmastdr. 10 dakika boyunca vakum uygulanarak hava kabarciklari
giderilmis, 100 °C sicakliktaki firinda 1 saat sire ile gapraz baglanma saglanmistir.
PDMS, kaliptan dikkatli bir sekilde ayrilmis ve istenen mikrokanallar polimer Gzerinde
olusturulmustur. Polimer 1 dakika boyunca 100 W giiciinde oksijen plazmaya maruz
birakihp ylzeyde OH- gruplarinin olugsmasi saglanmis ve hemen ardindan hacmen
%1 lik APTS ¢ozeltisine daldirilarak APTS’nin ylzeye kovalent olarak baglanmasi
saglanmistir. 1 saatlik daldirma siresinin ardindan polimer mutlak etanol ile
yikanmig, azot gazi ile kurutulmustur (Lee, 2009; Minteer, 2006; Li, 2005; Wang,
2003). Epoksi iceren metakrilat bazli polimer film Gzerine APTS ile modifiye edilmis
PDMS yerlestiriimis, oda sicakliginda 1 saat siire ile adesif ylizey baglanmasi
saglanarak mikrokanallar elde edilmistir (Lee, 2009). Onceden delinmis rezervuar
kisimlarina uygun et kalinhg ve uygun capta ve 2 cm boyutunda kesilmis silikon
borular dik konumda vyerlestirilerek o6rneklerin kanal icerisine gdnderilmesini
saglayacak kisimlar olusturulmustur. Kanallar mikroskop yardimi ile gérantalenmigtir.

Gorintaler yorumlanarak kanal boyutu optimize edilmistir.

3.2.5. CLiPP Metodu ile Mikrokanal Fabrikasyonu

CLiPP metodu mikrofabrikasyon alaninda ¢ok yeni bir ydontemdir (Haraldsson, 2006;
Hutchison ve Haraldsson, 2004). Bu ydntemde fotopolimerizasyon kullanilarak
istenilen desenleme elde edilebilmektedir. Yontem dzetle su sekildedir: Oncelikle sivi
monomerler ve ¢apraz baglayicilar istenilen oranlarda karigtiriir. Bu monomerlere

mutlak suretle uygun bir fotobaslatici eklenmelidir. Bu adimdan sonra sivi karigim
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rezervuar igerisine veya yilizey Uzerine dokilir. Istenen sekilde tasarlanan
fotomaskeler ylzey Uzerine yerlestirilir ve malzemeler UV 1sik radyasyonuna maruz
birakilir. Isigr gbéren bdlgeler capraz baglanarak polimerlesir. Maske Uzerindeki
karanhk bdélgelerden ise 151k gecmeyerek bu bolgeler polimerlesmeden kalir. Uygun
¢ozlculer ile bu kisimlar yikanarak monomer uzaklastirildiginda istenilen mikro
desenler elde edilir.

Tez c¢alismasinin bu béliminde GMA monomeri, EGDMA capraz baglayici
monomeri ile hacmen 1:1,5 oraninda karistirilarak 1 mL’lik bir karisim elde edilmis,
karisima 0.03 g DMPAP eklenmistir. Mikropipet ile alinan 200 uL karisim 6nceden
APTS ile modifiye edilmis cam ylzey Uzerine damlatiimigtir. Karisimin yuzeyi
istenilen fotomaske ile kapatiimig ve 120 saniye slresince UV isik radyasyonuna
maruz birakilmistir. Polimerlesmeyi takiben ylzeyler etil alkol ile yikanip azot gazi ile
kurutulmus ve istenen mikrokanallar elde edilmistir. Mikrokanallar mikroskop yardimi

ile géruntilenmistir.

3.3. Polimerik Sensor Ylizeylerinin Hazirlanmasi

CGalismanin  bu béliminde elipsometre esasli polimerik sensér yuzeyleri
hazirlanmistir. Mikroakis kanallarina Albumin (Human Serum, HSA) ve Protein A
molekullleri immobilize edilmis, immobilizasyon kinetigi elipsometre sistemi

kullanilarak incelenmistir.

3.3.1. Mikroakis Kanallarina Albumin Prob immobilizasyonu

Hazirlanan polimerik mikroakigskan kanalli platformlar 1 gece boyunca pH 7,4’luk
PBS tampon ¢bézeltisi icerisinde bekletilerek sisme dengesine gelmeleri saglanmistir.
Platformlar elipsometre cihazinin akis hlcresine yerlestiriimis, kapiler boru sistemi
dizenlenmistir. Kanallara 6ncelikle 10 dakika boyunca fosfat tamponu (PBS, pH 7,4)
godnderilmis, takiben PBS tamponu ile hazirlanan farkh derisimlerde (5 nM — 500 nM)
Albumin ¢ozeltisi 180 dakika sire ile gdnderilmistir. Kanal igerisinde Albumin, GMA
yuzeyine epoksi — amin etkilesimi sonucu baglanmis, baglanma kinetigi elipsometre

ile g6zlemlenmigtir. Bu veriler ile optimum Albumin konsantrasyonu belirlenmistir.
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3.3.2. Mikroakis Kanallarina Protein A Prob immobilizasyonu

Hazirlanan polimerik mikroakigskan kanalli platformlar 1 gece boyunca PBS tampon
cozelti (pH 7,4) icerisinde bekletildikten sonra akis hlicresine yerlestiriimis, kapiler
boru sistemi dizenlenmigstir. Kanallara sirasiyla 10 dakika boyunca fosfat tamponu
(PBS, pH 7,4) gdnderilmig, takiben PBS tamponu ile hazirlanan farkh derisimlerde
(10 nM — 500 nM) Protein A ¢dzeltisi 65 dakika suresince génderilmistir. Kanal
icerisinde Protein A molekili GMA ylzeyine epoksi — amin etkilesimi sonucu
baglanmis, baglanma Kkinetigi elipsometre ile gbzlemlenmig, optimum Protein A

konsantrasyonu belirlenmisgtir.

3.4. Array Platformlarinin Performanslarinin Belirlenmesi

Bu agsamada Albumin ve Protein A immobilize edilmig kanallar igerisine anti-Albumin
ve IgG c¢ozeltileri gébnderilerek hazirlanan mikroakiskan kanalli array platformlarinin

segicilik ve performanslari degerlendirilmis ve optimize edilmistir.

3.4.1. Mikroakis Kanalli Albumin Sensoérunun Performansinin Belirlenmesi

Optimum konsantrasyon ile hazirlanan Alobumin platformlari elipsometre akis
hicresine yerlestiriimis, 10 dakika boyunca PBS (pH 7,4) tamponu gdnderilmistir.
Takiben farkli derigsimlerde (5 nM — 500 nM) anti-Albumin ¢6zeltisi génderilerek
Albumin — anti-Albumin etkilesimi 125 dakika boyunca incelenmistir. Etkilesim sonucu
elipsometre ile incelenerek hazirlanan Albumin sensérindn  performansi
belirlenmistir. Sensére spesifik olmayan protein molekulleri génderilerek sensér

seciciligi kontrol edilmistir.

3.4.2. Mikroakis Kanall Protein A Sensorinin Performansinin Belirlenmesi

Optimum konsantrasyon ile hazirlanan Protein A platformlari elipsometre akis
hucresine yerlestiriimis, 10 dakika boyunca PBS tamponu (pH 7,4) gdnderilmigtir.
Takiben farkl derigsimlerde (10 nM — 500 nM) IgG ¢Ozeltisi gdnderilerek Protein A —
lgG etkilesimi 65 dakika boyunca incelenmistir. Elipsometre ile etkilesim verileri

alinmig, bu veriler incelenerek hazirlanan Protein A sensérindn tayin sinirlari
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belirlenmigtir. Sensére spesifik olmayan protein molekulleri génderilerek sensor
segciciligi teyid edilmistir.

3.4.3. Mikroakis Kanalli Albumin ve Protein A Array Platformlarinin

Performansinin Belirlenmesi
Tez kapsaminda bu bélimde belirlenen optimum sonuclar yardimi ile array

platformlar tasarlanmistir. Belirlenen optimum konsantrasyonlarda protein ¢ozeltileri

ile elipsometrik sensér cevaplari incelenmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Protein array platformlari ¢ok sayida proteinin ayni anda tayin edilebilmesine olanak
saglayan sistemlerdir. Kaldi ki bu platformlar minyattrlestiriimis sistemler ise hem
disuk maliyet, hem hizli cevap alma, hem de 6rnek hacmi ¢cok disik olsa dahi tayin
edilebilirlik gibi bir takim avantajlari beraberinde getirecegdi icin tercih edileceklerdir.
Minyatirlestirme ile birlikte pek cok konuda oldugu gibi array platformlari alaninda da
oldukca 6nemli gelismeler saglanmistir. Ornegin bir proteinin tanisi, klinik
arastirmalarda uzun sdreler aliyor ve maliyetli oluyorken, mikro boyutlu bir protein
tani kitinin kullaniimasi ile hem tani ¢ok kisa strede gerceklesebilmekte, hem maliyet
kayda deger oranda dismekte, hem de kullanilan kimyasal miktarlari 6nemli él¢lide
azalmaktadir. Mikro sistemlerin gelismesi ile birlikte mikroakis kanallarinin klinik
alanda kullanimlari da s6z konusu olmaya baslamistir. Biyogip teknolojilerindeki en
6nemli gelismelerden biri de mikroakiskan kanalli sistemlerin gelistiriimesidir.
Ozellikle son yillarda bu sistemler dikkatleri Gizerlerine cekmis, bu alanda yapilan
arastirmalarin sayisi ciddi bir artis gdstermistir. Biyouyumluluga sahip olan cesitli
malzemeler kullanilarak, birgok analiz yéntemi ile birlegtirilebilecek mikro kanallara
sahip protein cipleri dretilebilir. Bu cipler ile protein-protein, protein-DNA gibi
etkilesimleri izlemek mumkindir. En vurucu 6zellikleri ise kolay bir fabrikasyon ile
beraber paralel élcimlerin ayni anda tamamlanabilmesine olanak tanimalaridir. Bu
tip protein array platformlarinin Gretiminde &6nemli bir basamak da kullanilan
malzemelerin ylzey 0&zelliklerinin istenilen sekilde ayarlanmasidir. Bu ylzeylere
istenilen prob molekulller immobilize edilerek sensoér ylzeyleri hazirlanacagindan
yuzey Uzerinde inorganik veya organik Kirliliklerin bulunmamasi, ydzeylerin
biyouyumluluklari, ytzey GOzerindeki moleklllerin amino, epoksi veya tiyol
gruplarindan protein molekdllerinin  kovalent baglanmasini etkileyen &nemli
parametrelerdir. Bunun yani sira mikroakiskan kanallari kullanan platformlarda bir
diger 6nemli parametre, kanal ici ylzeylerin hidrofilik ya da hidrofobik olup
olmadiklaridir. YlUzeylerin suya karsi olan afiniteleri kanal icerisindeki akig profilini
etkileyecegi gibi protein etkilesimlerini de ciddi anlamda etkilemektedir (Horbett ve
Brash, 1995). icten tam yansima sistemini kullanan elipsometrik yéntem yani TIRE
(Total Internal Reflection Ellipsometry) teknigi, molekiler etkilesimlerin es zamanli
olarak incelenmesini saglayan oldukga kuvvetli bir tekniktir. Bu teknik ile
mikroakigkan sistemler birlestirilebilir ve protein sensdrleri tasarlanabilir. Tez
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calismasinin bu béliminde cgesitli polimerik malzemeler ile mikroakis kanallari
dretilmis, bu kanallar igerisine protein immobilizasyonu gézlemlenmis ve TIRE esasli,
mikro akig kanalli, array platformlari tasarlanmig/gelistirilmig, daha sonra hazirlanan
bu platformlarin performanslari, kullanilabilirlikleri ve tayin sinirlari belirlenmigtir.
Mikroakis kanallarinin Uretimi igin metakrilik polimerler olan ¢apraz bagh 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) ve Glisidil metakrilat (GMA) ile silikon bazli PDMS polimerlerinin
kullanilabilecegi 6ngoéralmuUstir. Bu polimerlerin kompozisyonlari ¢esitli dlgtimler ile
optimize edilmigtir. Uygun mikrokanal tasarimi belirlendikten sonra akis kanalli
platformlar Uretilmis, kanal igerisindeki uygun ydzeylere Albumin ve Protein A
immobilizasyonu gerceklestirilerek platformlar hazirlanmigtir. Optimum
immobilizasyon kosullari belirlenmigtir. Bu platformlar sensér ylzeyi olarak
kullaniimig, anti-Aloumin ve IgG molekdilleri ile spesifik etkilesimler TIRE ydntemi ile

gbzlemlenmisgtir.

4.1. Mikroakiskan Kanallarin Olusturulmasi

Bu asamada oncelikli olarak secilen polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu
gerceklestiriimigtir. Polimer filmler cam slaytlar Gzerinde sentezlenmistir. Sentez
6ncesinde cam slaytlar uygun yéntemler ile temizlenmigstir. Sentezlenen polimerlerin
sisme dereceleri ve temas agcilari belirlenmistir. Daha sonra en uygun polimer
ve/veya polimer bilesimi secilmis, mikrokanallar iki farkli fotolitografik yéntem ile elde

edilmistir.

4.1.1 Cam Yizeylerin Temizlenmesi ve Modifikasyonu

Bu asamada birkag kez etil alkol ve su ile yikanan cam yUzeyler hacimsel olarak 1:3
oraninda HxO2 (% 30 v/v) ve HxSO4 (%70) iceren cdzeltiye 1 dakika boyunca
daldirnimig, takiben tekrar etil alkol ile durulanip inert bir gaz olan azot ile
kurutulmustur. Ardindan ylzeyler 1:3 oraninda derisik HNO3; ve H>O iceren asidik
coOzeltide 30 dakika boyunca 80 °C’de bekletilmistir. Tekrar etanol ile yikanip
kurutulduktan sonra 30 dakika sure ile 100 W’lik oksijen plazma maruz birakilarak
temizlenmistir. Plazma sisteminde, fiziksel sinirlamalardan étdrd, gictin 50 W ‘dan
daha disik olmasi oldukga zor saglanan bir durumdur. Bu durumda plazma kararsiz
hale gelmektedir. 100 W (zerinde calisilmasi ise cihazin fiziksel olarak zarar
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gbérmesini saglayabilir. Bu nedenle 100 W uygun bir deger olarak alinmistir.

Temizleme o6ncesi ve sonrasinda gorlntilenen cam ylzeyler Sekil 4.1.de

gOsterilmigtir.

Sekil 4.1. Bos cam slayt ylzeylerinin 3 boyutlu elipsometrik gérintileri a)
Temizleme igleminden énce b) Nitrik asit ¢dzeltisi ile kaynatildiktan sonra c¢) Plazma

isleminden sonra

Yukaridaki sekilde de géruldagiu Uzere temizleme igleminden 6énce cam ylzey
Uzerindeki Kkirlilik ve pardzlGliok oldukga yodundur. Asidik ortamda Kirliliklerin
giderilmesi sonucu bir miktar temizlenme saglanmis ylzey pUrtzIUligiu kayda deger
bicimde giderilmistir. Ancak asit temizlemesinin yeterli olmadigi kimyasal olarak
ylzeye tutunmus kontaminasyonlarin tamamen giderilmesi plazma ile temizleme

sonucunda gerceklesmistir.

Temizlenen yizeyler plazma ile oksitleme isleminin hemen ardindan %3’l0k APTS
¢Ozeltisine 2 saat suresince daldirilmig, ardindan mutlak etanol ile durulanip azot ile

kurutulmustur. Temizligin son asamasinda mutlak etanol kullanimi zorunludur. APTS
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molekUli su varliginda polimerleserek kendiliginden dlzenlenen tek tabaka
olusumunu bozmakta, istenilen modifikasyonu engellemektedir. APTS ile modifiye
edilmig ylzeyler, modifikasyon isleminin hemen ardindan inert bir ortama
koyulmalidir. Hava ortamindaki nemden ve tozlardan &turd istenilen modifikasyon
bozulabilmektedir. APTS molekillerinin tek tabaka olusturmak Uzere kendiliginden
dizenlenmesi icin gerekli olan derisim ve daldirma siresi grubumuzca yapilan bir

galisma ile optimize edilmistir (Caglayan ve Otman, 2009; Garipcan, 2008).
4.1.2 Polimer Sentez ve Karakterizasyonu

Secilen polimerlerden olan HEMA monomeri hi¢ kullaniimamis dért adet temiz deney
tipanidn her birinin icerisine 1 mL hacimde damlatiimistir. Uzerlerine hacimleri sirasi
ile 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL ve 2,0 mL olmak Uzere ¢apraz baglayici olan EGDMA
monomeri eklenmigtir. TUplere sirasi ile 0,03 g, 0,04 g, 0,05 g ve 0,06 g agirliklarinda
fotobaslatici olan DMPAP eklenmistir. TUpler sirasi ile A, B, C ve D olarak
isimlendirilmistir. Bir diger monomer olan GMA monomeri de hi¢ kullaniimamig dért
adet temiz deney tlplnin her birinin igcerisine 1 mL hacimde damlatiimistir. Bu
tiplere de sirasi ile 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL ve 2,0 mL olmak Uzere EGDMA
monomeri eklenmigtir. TUplere sirasi ile 0,03 g, 0,04 g, 0,05 g ve 0,06 g agirliklarinda
fotobaslatici olan eklenmistir. Bu tlpler ise E, F, G ve H olarak isimlendirilmislerdir.
HEMA ve GMA karnigimlan icin ise Oncelikle 0,5 mL HEMA doért temiz tlpe
damlatiimis, her bir tipe 0,5 mL GMA eklenmigtir. Tlplere siraile 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5
mL ve 2,0 mL EGDMA monomeri ilave edilmigstir. Sirayla 0,03 g, 0,04 g, 0,05 g ve
0,06 g agirhklarinda fotobaslatici koyulmustur. Topler |, J, K, L olarak
isimlendirilmistir. Son olarak her bir tlipe 0,25 mL HEMA eklenip, 0,75 mL GMA ilave
edilen dort adet tipe 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL ve 2,0 mL EGDMA monomeri
koyulmus, 0,03 g, 0,04 g, 0,05 g ve 0,06 g agirliklarinda fotobaglatici eklenmistir. Bu
tipler ise M, N, O ve P olarak isimlendirilmistir Her bir tip baslaticinin homojen
olarak ¢O6zUnmesi icin 10 saniye ultrasonik banyo igerisine daldirilip, 5 dakika

boyunca kdéplUrmesine izin vermeden, hafifce ¢alkalanarak karigimlar elde edilmistir.
Temizlenmis ve APTS ile modifiye edilmis cam slaytlar fotolitografi Gnitesinin numune

haznesine yerlestiriimistir. Hemen ardindan A karisimindan alinan 200 plL

hacmindeki karisim ylizey (izerine damlatilmistir. Uzerine seffaf ve UV gegcirgen film
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kagidi kapatilarak karigimin ince bir film halinde tim ylzeye yayilmasi saglanmistir.
Unitenin kapag! kapatilarak azot gazi acilmis ve inert ortam olusturulmus, sicaklik
artisini engellemek Gzere kurulan sistem calistiriimistir. Monomer karigimlari UV 1sik
radyasyonuna 60 saniye boyunca, 10 cm uzakliktan maruz birakilmistir. 60 saniyenin
sonunda her bir slayt Gzerinde jelimsi bir sivi géralmuUstir. Boylelikle 60 saniyelik UV
radyasyonunun tam bir ¢apraz baglanma icin yeterli olmayacag! disintlmus sire
uzatiimistir. ikinci bir deneme, ayni sistemi 90 saniye boyunca yine 10 cm uzakliktan
UV 1s1ga maruz birakma ile yapilmistir. 90 saniyenin ardindan yuzeylerde bir dnceki
denemeye gb6re daha sert bir kati tabaka olusmustur ancak bu sidreninde
polimerizasyon ve ¢apraz baglanma icin yeterli olmadigi az miktarda jelimsi kalintinin
g6rilmesinden dolayi agik¢a bellidir. Bir sonraki polimerizasyonda UV 1s1ga maruz
birakma slresi 120 saniyeye c¢ikariimigtir. Bu slrenin sonunda cam slayt ylzeyi
Uzerinde purizsiz ve tamamen kati bir polimerik film tabakasi gézlemlenmistir. Son
olarak denenen 360 saniye deney sidresi sonucunda ise yUzeydeki polimer film
sertlesmis ancak film Gzerinde bir takim catlamalar gérulmustir. Ayni islemler tim
karisimlar icin tekrarlanmistir. Sonuglar birlikte degerlendirildiginde, her bir karigsimda
benzer bir egilim gbézlemlenmis ve bdylece UV 1sida maruz birakma slresi 120
saniye olarak optimize edilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. UV 1s1da maruz birakma suresi ile ¢apraz bagli polimer eldesinde

polimer tabakanin géranidsinin degerlendirmesi.

UV 1s1ga maruz
) Polimer tabakanin goérintsu
birakma suresi (s)
60 Her bir polimer karisgiminda tamamen jelimsi sivi
gOralmustar, polimer sertlesmesi s6z konusu degildir.
90 Her bir polimer karigiminda bir miktar jelimsi sivi bir miktar
film gbzlemlenmigtir. Polimerlesme kismen gerceklesmigtir
120 Her bir monomer polimer karisimi tamamen purlzsiz sert
film halindedir, gcaprazbagh polimer film olusturmustur
360 Polimer filmler olugmustur ancak ytzeyde bozukluklar,
partzler, catlaklar s6zkonusudur

120 saniyeden daha kisa UV isida maruz birakilan érneklerde yeterli polimerlesme

gerceklesmistir. 120 saniyenin (zerindeki sirelerde ise UV radyasyon miktarinin
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artmasi, alt tabakada bulunan APTS molekullerini etkilemis ve olusan kati polimer
filmin yOzeyden kalkmasina neden olmus olabilir. 360 saniye sUresince
polimerlestiriimis HEMA film ylzeyi Sekil 4.2.de gdsterilmistir. Burada géraldigu gibi

dizgln bir film olusmamis, bir kisim parizler ve ¢atlaklar olusmustur.

(a) (b)
Sekil 4.2. Farkh slrelerde UV 1s1ga maruz birakilmis ¢apraz bagh polimerler (a) 120
Saniye slre ile UV 1s1ga maruz birakilmis ¢apraz bagh GMA polimeri (b) 360 Saniye
sure ile UV 1s1ga maruz birakilmis ¢apraz bagli HEMA polimeri

UV 1sina maruz birakma suresinin 120 saniye olarak optimize edilmesinden sonra
polimer filmlerin sentezlenmesi iglemi optimize edilmistir. Her bir karisim azot
atmosferinde, APTS ile modifiye edilmis slaytlar Gzerinde film halinde yayilarak, 120
saniye boyunca UV isik radyasyonu ile c¢apraz baglanarak polimerlegtiriimistir.
Sentezlenen polimer filmlerin her biri uygun ¢6zlculeri olan etil alkol igerisinde 1
hafta boyunca bekletilmistir (Wang, 2005). Burada amag sentezlenen capraz bagli
polimer filmerin igerisinde kalmis olabilecek monomer ve baglatici kalintilarinin
uzaklastiriimasidir. Polimer filmler igcerisinde monomer veya baslatici kalintilarinin
olmasi sonraki asamalarda protein immobilizasyonunu ve kanal fabrikasyonunu
zorlastirmaktadir. 1 haftalik sdrenin sonunda polimerler vakum etiiviinde 2 gin
boyunca kurutularak ¢6zicl sividan arindirilmis ve nem icerikleri tamamen
giderilmigtir.

Secilen bir diger polimer olan PDMS, kit halinde satin alindigindan kitin kullaniminin
detayh anlatimina literatirden ulasilabildigi icin herhangi bir optimizasyona gerek
duyulmadan belirtilen sekilde sentezlenmistir. Kit PDMS monomeri, ¢capraz baglama
ajani ve bu karigimin 10:1 oranda birlesmesini saglayan bir aparattan olusur. Aparat
sayesinde 10:1 oraninda karigsarak akan PDMS ve capraz baglama ajani temiz bir
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plastik kap icerisinde karistiriimig, aliminyum ile kaplanmisg cam petri kabi igerisine
dékulmustir. Bu asamada icerisinde oldukga fazla miktarda hava kabarcigi mevcut
oldugundan, giderimi i¢in 10 dakika vakum ortaminda bekletilmistir. Vakum isleminin
ardindan karigim, g¢apraz baglanmanin gerceklesebilmesi icin, 100 °C sicaklikta 1
saat boyunca pisiriimigtir. Elde edilen elastomer istenilen fiziksel esneklik ve

saglamliga sahiptir.

4.1.2.1. Capraz Bagh Polimerlerin Sentezinde Capraz Baglayici Miktarinin

Sisme Derecesine Etkisinin incelenmesi

Kurutularak tamamen nemden arindirilan polimer film numuneleri etivden ¢ikarilarak
kuru olarak hassas terazi yardimi ile tartilmistir. Bu asamada calisma hava

ortaminda yapilmigtir. Polimerlere ait kuru agirlik oélcimleri Cizelge 4.2.de

belirtilmistir.
Cizelge 4.2. Sentezlenen polimerlerin hassas terazi ile élgulen kuru agirliklari
. HEMA — GMA Yuzdeleri ve Capraz Baglayici
Polimer Kuru Agirlik (g)
Oranlar (Hacmen)

A %100 HEMA , 1:0,5 EGDMA 1,3140
B %100 HEMA , 1:1,0 EGDMA 1,9952
Cc %100 HEMA , 1:1,5 EGDMA 1,2617
D %100 HEMA , 1:2,0 EGDMA 1,4175
E %100 GMA, 1:0,5 EGDMA 1,7466
F %100 GMA, 1:1,0 EGDMA 1,7411
G %100 GMA, 1:1,5 EGDMA 1,7467
H %100 GMA, 1:2,0 EGDMA 1,7392
I %50 HEMA | 1:0,5 EGDMA 1,1678
J %50 HEMA | 1:1,0 EGDMA 1,0750
K %50 HEMA , 1:1,5 EGDMA 2,2560
L %50 HEMA | 1:2,0 EGDMA 0,8510
M %25 HEMA | 1:0,5 EGDMA 1,2636
N %25 HEMA , 1:1,0 EGDMA 1,3419
o %25 HEMA | 1:1,5 EGDMA 1,1842
P %25 HEMA , 1:2,0 EGDMA 1,2873
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Tartim iglemleri gercgeklestirildikten sonra polimer filmler deiyonize su igerisine
daldimlimigtir. Daldirma isleminden 10 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 120
dakika, 240 dakika, 360 dakika, 1 gin ve 1 hafta sonra her bir numune islak olarak
tartilarak zamana karsi sisme kapasiteleri belirlenmistir. Polimerler capraz bagl
olarak sentezlendiklerinden dolayi belli bir miktar suyu mutlaka binyelerine alacaklar,
bir miktar hacim ve agirlik degisimi mutlak suretle gdzlenecektir.

Polimerlerin kuru agirliklar ve zamanla degisen islak agirliklar él¢tldikten sonra
tim bu veriler kullanilarak polimer filmlerin zamana bagli olarak sisme dereceleri
g6zlemlenmigtir. Filmlerin gravimetrik sisme dereceleri Esitlik 4.1 yardimi ile

hesaplanmisgtir.

Sisme Derecesi = Olgiilen Islak Adirlk — Kuru Adirlik (4.1)
Kuru Agirhk

Agirhk artisi ve sisme derecelerine bakildiginda anlasiimaktadir ki sentezlenen
metakrilat bazli ¢apraz bagh polimerler bir miktar suyu bunyelerine almis ve belli
oranlarda gsisme egilimi gdstermiglerdir. Bu egilimin nedeni yapinin ¢apraz bagl
olmasi, ¢capraz baglarin aralarindaki bogsluklarin su alabilir olmasidir. Bu tip hidrojel
yapilar ¢apraz baglanma miktarina gére su igerisinde siserler. Gravimetrik sisme
deneyi sonuclari géstermektedir ki capraz baglayici miktarinin artmasi ile polimerin
sisme miktari azalmaktadir. Bunun nedeni g¢apraz bag orani arttikga yapinin
icerisinde su alabilecek bogluklarin azalmasidir. Polimerlerin 6lgtlen agirliklarinin 6.
saatten sonra birbirlerine yakin seyrettigi gérulmustir. Belli bir miktar su polimer
biinyesine penetre olduktan sonra sisme dengesi yavas yavas saglanmaya baslar. ilk
birka¢ saatte sisme oldukga hizli iken bir sire sonra giderek yavaslar ve dengeye

gelir.
Farkli polimer gruplarinin sisme dereceleri zamana karsi cizilen grafikler yardimi ile

karsilastinimigtir. Sekil 4.3.‘de c¢apraz baghh HEMA monomeri igin farkl capraz
baglayici oranlarindaki sisme dereceleri zamana karsi olarak grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.3. A, B, C ve D polimerleri icin zamana karsi sisme derecesi degisimi

Sekil 4.3.de yalnizca HEMA monomeri ve g¢apraz baglayici iceren A, B, C ve D
polimerlerinin zamana karsi sisme derecelerindeki degisim egrileri gérilmektedir. Bu
grafik incelendiginde capraz baglayici miktar arttikca hidrojel yapisinin sisme
egiliminin kayda deger bir bicimde azaldigi gdrilmektedir. Ornedin 1:0,5 hacim
oraninda c¢apraz baglayici miktari dengedeki sisme derecesi yaklasik 0,30 gibi bir
deger iken 1:1,0 oraninda g¢apraz baglayici eklendiginde bu deger yaklasik 0,17’ye
dismustir. Capraz baglayici orani bir miktar daha arttirildiginda, yani hacmen 1:1,5
oraninda eklendiginde sisme derecesi yaklasik olarak 0,14’e gerilemis, monomer
hacminin iki kati oraninda ¢apraz baglayici eklendiginde ise sisme derecesi yaklasik
0,12'ye kadar dusmustir. Bu verilere bakildiginda ¢apraz bagh HEMA polimerinin
gbrece yiksek capraz baglayici oranlarinda dahi sismeye oldukc¢a egilimli oldugu
gorulmektedir. Grafik incelendiginde yalnizca HEMA monomeri ve ¢apraz baglayici

iceren polimer grubu icin sisme dengesi yaklasik olarak 4. saatte elde edilmektedir.
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Sekil 4.4.’de %50 oraninda HEMA ve %50 oraninda GMA monomeri igeren polimer
grubunun farkl ¢gapraz baglayici miktarlarinda zamana karsi sisme dereceleri grafige

gegirilmistir.
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Sekil 4.4. |, J, K ve L polimerleri icin zamana karsi sisme derecesi degisimi

Sekil 4.4.’de goérildigu Gzere yapilya GMA monomerinin girmesi dislk capraz
baglayici oranlarindaki sisme derecesinin bir miktar azalmasina sebep olmustur.
Sadece HEMA polimerinde hacmen 1:0,5 oraninda ¢apraz baglayici eklendiginde
sisme derecesi 0,30 civarinda iken HEMA ile esit oranda GMA monomeri ilave
edildiginde ayni capraz baglayici miktarinda sisme 0,20 civarina gerilemigtir. Bu
disis GMA yapisindaki farkli fonksiyonel gruplardan kaynaklanmis olabilir. Ancak
capraz baglayici miktar arttiginda ise HEMA polimerindeki sisme dereceleri ile
hemen hemen ayni sisme dereceleri gézlemlenmigtir. Yapiya 1:1,0 oraninda capraz
baglayici eklendiginde sisme derecesi 0,16 civarina ancak gerilemis, sisme oraninda
daha fazla bir digls gerceklesmemistir. Yine ayni sekilde capraz baglayici orani
1:1,5 oldugunda sisme derecesi 0,14 civarina, 1:2,0 oldugunda ise 0,12 civarina

gerilemistir. Bu durum ise su sekilde acgiklanabilir, digtk capraz baglayici oranlarinda
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yapiya su girisini GMA monomerindeki farkli fonksiyonel gruplar engellemis, ancak
¢capraz baglanma orani arttik¢a bu gruplarin sisme Uzerindeki etkileri azalmistir.

Sekil 4.5.’de hacmen %25 oraninda HEMA monomeri ve %75 oraninda GMA
monomeri iceren, farkli capraz baglayici miktarlarinda sentezlenmis polimer filmlerin

zamana karsi sisme dereceleri gosterilmistir.
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Sekil 4.5. M, N, O ve P polimerleri icin zamana kargl sisme derecesi degisimi

Sekil 4.5.de goéruldaga gibi bu polimer grubunda da bir énceki grup ile benzer bir
durum s6z konusudur. DUslk c¢apraz baglayici oranlarinda sisme derecesi yalniz
HEMA kullanilarak sentezlenen capraz bagli polimere nazaran bir miktar daha
disdktar. Bu disme GMA monomerinin yapisindan kaynaklanmaktadir. Ancak
¢capraz baglayici miktari arttikga disUs ilk polimer grubunda oldugu gibidir. 1:0,5
oraninda EGDMA eklenmis polimer i¢in sisme derecesi 0,21 civarindadir, yani saf
HEMA capraz bagl polimerinden daha az sigsmektedir, ancak, 1:1,0 oraninda
EGDMA eklendiginde sisme 0,15’e gerileyerek HEMA polimeri ile hemen hemen ayni
degere duser. 1:1,5 ¢capraz baglayici oraninda sisme derecesi yine HEMA grubu ile
ayni olan 0,14 civarina, 1:2,0 EGDMA oraninda yine HEMA grubuna esdeger olan

0,12 civarina gerilemigtir.
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Sekil 4.6.’da yalnizca GMA monomeri ve EGDMA c¢apraz baglayici monomeri
kullanilarak sentezlenen c¢apraz bagll polimerik filmlerin zamana kargi sisme

dereceleri grafige gegirilmistir.
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Sekil 4.6. E, F, G ve H polimerleri icin zamana karsi sisme derecesi degisimi

Yalnizca GMA monomeri ve EGDMA kullanilarak sentezlenen ¢apraz bagh polimer
grubunun zamana karsi sisme dereceleri grafigi incelendiginde sisme derecelerinin
yapisinda HEMA bulunduran diger polimer gruplarina nazaran oldukc¢a distk oldugu
g6rulmektedir. Hacmen 1:0,5 capraz baglayici eklendiginde sisme derecesi yaklasik
0,09 civarindadir ki bu yapida yalmzca HEMA bulunduran hidrojelin  sisme
derecesinin yaklagik Ugte biri kadardir. Agikga gorulmektedir ki HEMA polimeri
oldukca hidrofilik bir yapi olup su igerisinde yidksek oranlarda sismektedir. Yapiya
GMA katilmasi ile bu sisme orani bir miktar azalsa bile ylksek capraz baglayici
oranlarinda bu azalma kayda deger olmamaktadir. 1:1,0 oraninda EGDMA igeren
capraz bagh GMA polimeri yaklasik olarak 0,075 gibi bir sisme derecesi degerine
sahiptir. Artan capraz baglayici oranlari ile bu deger 1:1,5 oraninda yaklasik 0,065’e,
1:2,0 oraninda ise yaklasik olarak 0,055’e gerilemistir. Bu degerler incelendiginde
yapida HEMA bulunmasi sisme acisindan bir dezavantajdir ve istenmeyen bir
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durumdur. Sisme ile birlikte istenilen sensér cevabi net bir bicimde alinamayacak,
hatta olusturulan mikrofabrikasyonda deformasyonlar meydana gelebilecektir. Sekil
4.7de de goérdldigld gibi 1:1,5 oraninda capraz baglayici eklenmis polimer
gruplarinin sisme egilimleri karsilastinldiginda HEMA igeren polimerler yaklagik ayni
oranlarda siserken, yalnizca GMA monomeri iceren ¢apraz bagli polimerik filmler en
az hidrofilik yapilar olup en uygun sisme egilimini gdstermektedirler. Her biri hacmen
1:1,5 monomer / ¢apraz baglayici oraninda hazirlanmis %100 HEMA, %50 HEMA ve
%50 GMA, %25 HEMA ve %75 GMA ve %100 GMA iceren polimer filmlerin sisme

derecelerinin karsilastiriimasi Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Polimer filmlerin sisme derecelerinin karsilastiriimasi

Tdm polimer gruplarinda c¢apraz baglayici oraninin artmasi sisme derecelerinin
dismesine neden olmustur. 1:0,5 oraninda EGDMA eklenen yapilar en fazla
siserken, 1:2,0 oraninda EGDMA eklenen vyapilar en az sisme egisimi
go6stermiglerdir. Ancak 1:2,0 oraninda c¢apraz baglayici eklendiginde olusturulan
polimerik filmlerin ylzeylerinde zamanla bir takim catlamalar, kirilmalar meydana
gelebilmektedir. Bu da sensdr uygulamalari icin dezavantaj olacaktir. Sekil 4.8.’de bu
kirllmalardan bir 6rneg@in 2 ve 3 boyutlu elipsometrik goéranttsa verilmistir.
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a) b)
Sekil 4.8. Polimer film ylzeyinin bozulmasinin elipsometrik 2 boyutlu (a) ve bu kisma

ait 3 boyutlu (b) gérintst

PDMS polimeri, kit halinde satin alinip sentezlendigi, capraz baglayici miktari daima

sabit oldugu i¢in sisme deneyleri yapiimamistir.

4.1.2.2. Capraz Bagh Polimerlerin Sentezinde Capraz Baglayici Miktarinin

Temas Acisina Etkisinin incelenmesi

Daha 6nce de bahsedildigi gibi hacmen 1:2,0 oraninda EGDMA eklenerek
sentezlenen filmlerde bir takim fiziksel bozukluklar meydana gelebilmektedir. Bu
nedenle bu oranda sentezlenmis polimer filmlerin temas agilar 6lgilmemistir. Tez
kapsaminda bu asamada sisme dereceleri incelenmis olan polimerler etlvde 2 gln
boyunca bekletilerek tamamen kurutulmustur. Kurutulan polimerlerin her biri i¢in optik
temas agisi 6lgim sistemi kullanilarak statik temas acilarn dlgtimusttr. Bu 6lgimler
yapilirken her bir film icin 4 damla kullaniimis, her damla hacmi 1 puL olarak
belirlenmistir. Her damla i¢in sag, sol ve ortalama temas agilari 6lgilmusg, hepsinin
aritmetik ortalamalar alinarak raporlanmigtir. Her bir 6lcim 3 defa tekrarlanmistir.
Cizelge 4.3.de yalnizca HEMA iceren ¢apraz bagh polimer filmler i¢in élctlen temas
acisi degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.3. Yalnizca HEMA iceren ¢apraz bagl polimer filmler i¢in dl¢ilen temas
acisi degerleri

1. Damla |2. Damla |3. Damla |4. Damla Ortalama

Sag 50,36 52,21 52,26 51,24

A Sol 52,20 51,52 51,99 52,50 51,79
Ortalama |51,28 51,87 52,13 51,87
Sag 55,51 53,41 55,15 54,93

B Sol 54,29 54,15 53,15 54,44 54,38
Ortalama [54,90 53,78 54,15 54,67
Sag 56,21 55,41 51,15 54,06

Cc Sol 59,41 57,27 53,55 57,30 55,55
Ortalama 57,81 56,34 52,35 55,68

Cizelge 4.3.de gbruldugl Uzere ¢apraz bagli HEMA polimerinin temas agisi degeri
capraz baglayici miktari arttikca artmaktadir. Bir baska deyisle capraz baglayici
molekil yapiya hidrofobik bir etkide bulunmaktadir. Yalnizca HEMA kullanilarak
sentezlenen capraz bagli polimerik filmlerin temas acisi degerlerinin, c¢apraz

baglayici miktarina gére degisim grafigi Sekil 4.9."da gértilmektedir.
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Sekil 4.9. Yalnizca HEMA kullanilarak sentezlenen capraz bagli polimerik filmlerin

temas acisi degerlerinin, ¢capraz baglayici miktarina gére degisimi.
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Burada da gérildiagi tzere EGDMA c¢apraz baglayicisi, oldukga hidrofilik bir yapida
olan HEMA polimerine az da olsa bir miktar hidrofobiklik katmaktadir. Polimer filmin
hidrofilik olmasi nedeniyle suyu sevmesi ve sismeye karsi egilimli olmasi sensér
uygulamasi agisindan istenmeyen bir durumdur. Sekil 4.10°'da yalnizca HEMA
oraninda

kullanilarak hazirlanan polimerik filmlerden 1:1,5 capraz baglayici

sentezlenen filmin temas agisi élgimlerinde kullanilan damla gérintisa verilmistir.

%50 oraninda GMA iceren capraz bagli polimer filmin temas acisi élcim sonuglari

Gizelge 4.4.’da verilmigtir.

Cizelge 4.4. %50 oraninda GMA iceren capraz bagl polimer filmler igin 6lgtlen
temas acisi degerleri

1.Damla |2.Damla |3.Damla (4.Damla |Ortalama

Sag 58,85 61,72 60,11 61,14
Sol 59,09 62,05 59,48 62,41 60,61
Ortalama |58,97 61,885 59,795 61,78

J Sag 63,72 64,64 64,13 62,89
Sol 64,47 63,79 63,24 63,91 63,85
Ortalama |64,1 64,22 63,66 63,4

K Sag 66,62 66,64 64,28 62
Sol 66,05 66,8 65,17 65,87 65,43
Ortalama 66,34 66,72 64,73 63,94

Bu sonuclarda temas acisi degerleri yapiya GMA eklenmesi ile yUkselmistir. Bir
bagka deyisle GMA, HEMA’dan daha hidrofobik bir yapidadir. Bunun nedeni
HEMA'nin Gzerinde hidroksil grubu barindirmasi ile kazandigi hidrofilik karakterin
gicli olmasi, ayni sekilde GMA moleklll Gzerinde epoksi halkasinin ¢apraz
baglanma suresince agilmadan kalmasi olabilir. Ayrica yapiya capraz baglayici
eklendikgce yapinin temas agisi artmakta yani hidrofilik karakteri azalmaktadir. Yine
bu etki EGDMA molekilinin yapiya katiimasiyla HEMA molekalindeki —OH
grubunun hidrofilik etkisinin bastiriimasi ile aciklanabilir. Sekil 4.10."da bu degisimler
grafiksel olarak gésterilmistir.
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Sekil 4.10. %50 oraninda GMA iceren ¢apraz bagh polimerik filmlerin temas agisi

degerlerinin, capraz baglayici miktarina gére degisimi

Cizelge 4.5.de hacmen %25 oraninda HEMA igeren GMA c¢apraz bagl polimerinin
capraz baglayici miktarina gére temas agisi degerleri verilmigtir.

Cizelge 4.5. Hacmen %25 oraninda HEMA iceren GMA c¢apraz bagli polimerinin
capraz baglayici miktarina gére temas agisi degerleri

1.Damla |2.Damla |3.Damla |4.Damla |Ortalama

Sag 60,95 60,66 62,5 59,92

M Sol 61,36 60,07 61,14 59,43 60,76
Ortalama 61,16 60,36 61,82 59,68
Sag 65,13 65,54 65,83 64,04

N Sol 64,48 66,13 64,69 62,79 64,83
Ortalama 64,81 65,84 65,26 63,42
Sag 66,65 66,68 65,79 64,68

o Sol 66,04 67,02 66,46 66,02 66,17
Ortalama 66,35 66,85 66,13 65,35

Cizelge 4.5.’de goérildiglu tGzere HEMA miktarinin azalmasina orantili olarak yapinin
temas acsi degeri artmakta yani yapi bir miktar daha hidrofobik olmaktadir. Azalan —
OH gruplar buradaki en bilyiik etken olarak gdsterilebilir. Ozellikle capraz baglayici

miktarinin artisi ile diger polimer gruplarinda oldugu gibi temas agilarinda bir miktar
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artma goralmuUstir. Bu artik diger gruplar ile hemen hemen ayni orandadir, bir baska
deyisle capraz baglayici miktari bu artistaki temel parametredir. Sekil 4.11.’"de bu
artis grafiksel olarak verilmistir.

0.25 05 0.75 1 1.25 15

Monomer/Capraz Baglayici Orani (Hacmen)

Sekil 4.11. Hacmen %25 oraninda HEMA iceren GMA c¢apraz bagh polimerik
filmlerin temas agisi degerlerinin, ¢capraz baglayici miktarina gére degisimi

Burada da goéraldagu gibi EGDMA yapinin hidrofilikligini distrmus, hidrofobikligini
yUkselterek temas acisinin artmasina sebep olmustur. Yapida HEMA baskinhgi ne

kadar azalirsa, temas agisi o denli artmaktadir.

Sadece GMA kullanilarak sentezlenen c¢apraz bagli polimerlerin ¢capraz baglayici

oranina bagl temas acisi degisimleri Cizelge 4.6.’de verilmigtir.
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Cizelge 4.6. Sadece GMA kullanilarak sentezlenen ¢apraz bagl polimerlerin ¢apraz
baglayici oranina bagli temas agisi degisimleri

1. Damla |2. Damla |3. Damla |4. Damla Ortalama

Sag 65,34 64,50 64,13 66,88

E Sol 61,60 64,58 69,03 66,12 65,27
Ortalama 63,47 64,54 66,58 66,50
Sag 67,37 67,09 67,23 67,80

F Sol 67,55 66,97 67,27 67,34 67,33
Ortalama 67,46 67,03 67,25 67,57
Sag 68,35 68,95 68,03 68,19

G Sol 67,05 67,93 69,11 69,43 68,38
Ortalama 67,70 68,44 68,57 68,81

Sadece GMA kullanildiginda yapi HEMA’dan gelen —OH gruplarini icermedigi igin,
Cizelge 4.6.de de goérildigu Uzere hidrofobiklik, bir baska deyisle temas acilan
kayda deger bicimde ylUkselmigstir. GMA ile elde edilen filmlerde temas agisi
degerlerinin yaklagik olarak 67° — 68° civarinda olmasi bu polimerin sensor
uygulamalarinda kullanilabilirligini arttirmaktadir. Yine énceden oldugu gibi EGDMA
molekUlinin yapidaki miktarinin artmasi temas agisinin artmasina neden olmustur.
Bu durum Sekil 4.12.deki grafik ile de oldukga acik bir bicimde agiklanmistir. Yapinin

hidrofilikliginin nasil degistigi burada net olarak gérulmektedir.

0.25 05 0.75 1 1.25 1.5

Monomet/Capraz Baglayici Orani (Hacmen)

Sekil 4.12. Sadece GMA kullanilarak sentezlenen ¢apraz bagh polimerlerin ¢apraz

baglayici oranina bagli temas acisi degisimi
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Tum bu dlcimler birlikte dikkate alinirsa, HEMA monomeri igeren bir polimerik filmin
sensér uygulamasinda kullaniimasinin sisme nedeniyle uygun olmadigi géralir. Bu
tip bir film uygulandiginda, sensérde akis sirasinda kullanilacak tasgiyici matris
(cozeltiler) hidrofilik polimer tarafindan emilecektir. GMA ise HEMA’ya gbre daha
hidrofobik karakterde oldugu icin tercih edilebilir. Ayrica GMA molekllli Gzerinde
kendiliginden var olan reaktif epoksi fonksiyonel grubu bu moleklll protein array
platformlarinda substrat olarak kullanmaya elverisli kilar. Bu molekul ile sentezlenen
capraz bagh polimer filmin herhangi bir kimyasal modifikasyona ihtiyaci yoktur.
Proteinler ile epoksi halkasi dogrudan etkilesecedi igin bu segim cok yerinde ve
uygun olacaktir (Malik, 2004; Sun, 2009).

EGDMA capraz baglayici miktar arttikga, tim polimer gruplarinin temas agilarinda
artis gozlemlenmistir. Bu molekdlin yapinin ¢apraz bag miktarini  arttirdigini
disinursek, yapilarin hidrofilik karakterlerindeki bu degisim normaldir. Capraz bag

miktar arttikga azalan gézeneklilik yapinin igine su girigini engelleyecektir.

Tdm bu sonuglar yorumlandiginda 1:2,0 oraninda EGDMA kullaniminin sentez
sonras! kirilma ve bozulmalardan 6tari uygun olmadigi, HEMA kullanmanin sensor
uygulamalarinda hidrofiliklik/hidrofobiklik bir diger deyisle sisme 6zellikleri agisindan
uygun olmadigi gérilmastir. EGDMA kullanimi hidrofilikligi disardiginden 6turd
yUuksek miktarda capraz baglayici kullaniimasi 6ngérilmusttr. GMA kullanmanin hem
hidrofiliklik/hidrofobiklik acisindan hem de yapisinda bulundurdugu fonksiyonel
gruplar acisindan uygun olacagina karar verilmis, %100 GMA iceren capraz
baglayici olarak farkli oranlarda EGDMA eklenecek polimer bilesimi en uygun bilesim
olarak bundan sonraki tim tez c¢alismasi kapsaminca kullanilmak Gzere secilmigtir.
Bu polimer tdrandn kullanilmasi tez kapsaminda ¢ok yonli avantajlar sunacakiir.
Polimer sentezinin kolayhdi en 6nemli avantajlarindan biri iken diger bir avantaj ise
GMA polimerinin  epoksi halkasi tasimasidir. Epoksi halkasi herhangi bir
modifikasyon ya da aktivasyon (karbodiimid vb. gibi) gerektirmeden protein yapilari
ile dogrudan etkilesime girmektedir. Bu 6zelligi kullanarak sensér ylUzeyleri GMA
monomerinden Uretilebilir ve herhangi bir ylzey modifikasyonuna (kendiliginden
dlzenlenen tek tabakalar gibi) veya aktivasyonuna gerek duyulmaz.
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Sekil 4.13. GMA, EGDMA monomerlerinin yapilari ve ¢apraz bagli GMA-EGDMA

polimerinin yapisi

Sekil 4.13.’de GMA ve EGDMA monomerleri ile elde edilen polimerik yapi
gbsterilmistir. Gértldigu gibi yapi Uzerinde epoksi halkalar agik (bir bagka deyisle
engellenmemisg) bir sekilde bulunmaktadir. Bu polimer ile protein molekilleri epoksi
halkasindan dolayi rahatlikla etkilesebilmekte, gerekli immobilizasyonlar herhangi bir
ek igsleme gerek duyulmadan gerceklestirilebilmektedir.

PDMS polimerinin statik temas agisi 115,73 ° olarak 6lcllmus, bu deger literatir

degeri olan 116,6 ° ile karsilastirildiginda oldukga yakin oldugu gorilmastir (Lee,
2009).
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PDMS polimeri oldukca hidrofobik bir yapiya sahiptir. Bu 6zellidi ile gesitli biyogip
uygulamalarinda olduk¢a uygun bir ylzey olarak kullanilabilirligi gtindeme
gelmektedir. Ozellikle mikroakis kanali ve soft litografi uygulamalarinda PDMS ¢ok
sik tercih edilen bir polimerdir. Tez kapsaminda PDMS polimerinin de kullaniimasina

da bu asamada karar verilmistir.

Sekil 4.14.’de cesitli yizeyler Gzerinde su damlasi gértntdleri verilmigtir.

Sekil 4.14. Cesitli ylzeyler Uzerinde su damlasi goéruntlleri (a) Polimerik HEMA

filmlerden 1:1,5 capraz baglayici oraninda sentezlenen film (b) %50 HEMA
kullanilarak ve hacmen 1:1,5 oraninda EGDMA eklenerek sentezlenen film (c)
Hacmen % 25 HEMA, %75 GMA iceren, 1:1,5 oraninda EGDMA eklenmis capraz
bagl polimerik film (d) 1:1,5 oraninda EGDMA eklenmis GMA film.
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4.1.2.3. Yuzey Analizleri

Tez kapsaminda bu bélimde, GMA capraz bagh polimer filmlerinin FTIR- ATR
teknigi ile ylzey analizleri yapiimistir. Bu teknik ile ince filmlerin ylzeyindeki cesitli
fonksiyonel gruplarin kalitatif analizleri yapilabilmektedir. Ayni zamanda bagil olarak
kantitatif analizler de yapilabilir. Bu baglamda sirasi ile monomer / ¢apraz baglayici
oranlari hacmen 1:0,5; 1:1,0 ve 1:1,5 olarak sentezlenmis ¢apraz bagh GMA polimer
filmleri icin ATR Olgimleri yapiimistir. ATR Olgimleri sonucunda elde edilen
spektrumlar Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17.’de gbsterilmistir.
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Sekil 4.15. Monomer / ¢apraz baglayici orani hacmen 1:0,5 olarak sentezlenmis capraz bagl GMA polimer film igin ATR 6lgim

sonucu

74



110-

: *3(07102009)
100~ — V
! o 8
90-_ o gg
I & ]
80-
70-
60-
< ' &
I > 8
l o
] &
40-
30~
20-
10+
0_ ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' ' ' I ' ' '
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.16. Monomer / ¢apraz baglayici orani hacmen 1:1,0 olarak sentezlenmis ¢apraz bagl GMA polimer film igin ATR 6lgim

sonucu
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Sekil 4.17. Monomer / ¢apraz baglayici orani hacmen 1:1,5 olarak sentezlenmis ¢apraz bagl GMA polimer film igin ATR 6lgim

sonucu
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Calismada U¢ farkli oranda GMA ve EGDMA iceren polimerik filmler hazirlanmistir.
Hazirlanan filmlerin her biri igin FTIR-ATR spektrometresi kullanilarak alinan
spektrumlar Sekil 4.15., Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.de gorilmektedir. FTIR-ATR
spektrumlarinda gérilen bandlar su sekildedir; ester (C=0) bandi hacmen 1:0,5
oraninda capraz baglayici kullanilarak sentezlenen film icin 1725.7 cm’ ‘de, hacimce
1:1,0 oraninda c¢apraz baglayici kullanilarak sentezlenen film igin 1714.3 cm™de,
1:1,5 oraninda capraz baglayici kullanilarak sentezlenen film igin 1718.4 cm™de
gorulmastir. Gézlemlenen bu bandlarin dalga boyundaki kaymalar C=O gruplarinin
kimyasal gevrelerindeki degisime baghdir. Ayrica degisen GMA oraniyla birlikte GMA
monomerindeki fonksiyonel grubun (epoksi halkasi) bandinda da degisimler
gdzlemlenmistir. Epoksi grubunun bandi 1100 — 800 cm-"de gériildiigi literatiirde
belirtimektedir (Fedoseev, 1996; Evtushenko, 2003; Kunita, 2005). Farkl
monomer/¢apraz baglayici oranlarinda hazirlanan ¢apraz bagl polimerik filmlerin her
birinde de beklendigi Uzere bu bdélgelerde bandlar mevcuttur. Degisen GMA orani ile
ozellikle 847 cm™ ve 904 cm™ civarinda elde edilen pikte degisimler gdrilmistir.
Bunun nedeni GMA igerisinde bulunan epoksi halkasi miktarinin degisik oranlarda
farklihk géstermesi olarak belirtilebilir. Azalan GMA miktari ile epoksi halkasi miktari
da azalmistir. Bu durum, epoksi halkasina ait olan 847 cm™ ve 904 cm™de gériilen
bandin degerinde buna paralel olarak azalmanin goérildigu Sekil 4.18.’de Ust Uste

cakistirilan 3 spektrumda bagdil olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. Hacmen 1:0,5; 1:1,0; 1:1,5 monomer / gapraz baglayici oranlarinda sentezlenmis ¢apraz bagh GMA polimer filmlerinin

st Gste gakistirilan ATR 6lgim sonugclan
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Tdm bu sonuglar birlikte yorumlandiginda, GMA miktarinin fazla oldugu polimer filmi
kullanmak protein-epoksi halkasi etkilesimi yoluyla immobilizasyonu saglamak
acisindan en uygun durum olacaktir. Ancak hacmen 1:2 oraninda capraz bagh
polimer kullanilarak sentezlenen filmlerin yUzeyinde c¢atlamalar meydana gelmis,
APTS moleklll ile modifiye edilmis ylzeyler Gzerinde sentezlendiginde, sentez
sonrasinda polimer filmin ylzeyden kismen kalktigi gbézlemlenmistir. Bu oranda
sentezlenen film icin ATR 6lgimleri yapilamamigtir. Bu nedenlerden 6tlrl en uygun
monomer / capraz baglayici orani 1:1.5 olarak secilmis, bundan sonraki tim

asamalar icin bu oran kullaniimistir.

4.1.3. Fotolitografik yontemler kullanilarak Silikon Elastomer ile Mikrokanal
Fabrikasyonu

Mikrofabrikasyonda kullanilan malzemeler cam, silikon veya cesitli polimerler
olabilmektedir. Polimerik malzeme kullanildiginda bagvurulan yeni mikrofabrikasyon
tekniklerinin arasinda en sik kullanilan yéntem fotolitografik mikrofabrikasyondur. Bu
yéntemle genellikle PDMS gibi elastomerik polimerler kullaniimaktadir. Yéntem
Ozetle 1s1ga duyarli bir malzeme ile segilen ylUzeyler Uzerinde istenilen kalinlikta
kaplamalar olusturmak, bu kaplamalar ile 1sik radyasyonu kullanilarak istenen
desende kaliplar elde etmek, bu kaliplar Gzerinde polimerin ¢apraz baglanmasi ve
kaliptan ayrilmasi seklindedir.

Tez kapsaminda bu asamada oncelikle silikon plaka ylzeyleri aseton ile
temizlenerek sonrasinda metanol ve etil alkol ile birka¢ kez yilkanmig, ardindan azot
ile kurutulmustur. Kalmig olabilecek organik ve inorganik kirliliklerin uzaklagsmasi icin
200°C’lik sicak plaka Uzerinde 15 dakika boyunca tutulmustur. Eger bu temizleme
islemi yapilmaz ise, isiga duyarli malzeme ylzey Uzerine homojen olarak
kaplanamamakta, kirli olan kisimlarda bozukluklar meydana gelmektedir. Oda
sicakligina ulasan plakalar el yapimi dénel kaplama cihazina yerlestirilmistir. Ylzeyin
egimli olup olmadigi kigik su terazisi yardimi ile belirlenmistir. Diz bir sekilde
yerlestirilen plaka tzerine 1g1ga duyarli malzeme 5 ml hacimde damlatilarak sistem 5
saniye 500 rpm hiza, 20 saniye 2000 rpm hizda doéndlriimUstir. Plaka 80°C’de
homojen olarak pisirilmistir. Bu pisirme ile malzeme ylzey lzerine bozulmayacak

bicimde kaplanmigtir. Bu kaplamanin yaklagik kalinhginin 100 um olmasi
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beklenmektedir (Li, 2005). Sekil 4.19.’da gorildagi gibi elipsometre ile alinan ¢
boyutlu gérintllerde de bu kaplamanin kalinliginin yaklasik olarak 100 um oldugu

gOrilmektedir.

Sekil 4.19. Silikon plaka Uzerine kaplanan i1siga duyarli malzemenin kaplama

kalinhgi

Kaplama isleminin ardindan plaka UV lambanin altina yerlestirilmistir. Oncelikli olarak
400 um daha sonra 200 um ve son olarak da 100 um kanal genigligine ve sirasi ile
400 pm, 200 wm, 100 pum kanal araliklarina sahip olacak sekilde tasarlanmig
maskeler ylzeye yerlestiriimistir. Kanal tasarimlari elipsometre cihazinin fiziksel
sinirlamalari da géz 6ndne alinarak yapilmigtir. Elipsometre cihazinda lazer spotu
yaklasik 1 mm capl dairesel bir alana distiginden, kamera ile 600 um boyutunda
bir kare alan uygun bir sekilde gbzlenebilmektedir. Bu nedenle, 6érnegin kanal
genigligi 400 pum oldugunda kamera ile yalnizca tek bir kanal tam olarak
gbéruntilenebilmektedir. Maskelerin yerlestiriimesinin hemen ardindan 1 dakika
boyunca, 20 cm uzaklhktan, 365 nm dalga boyuna sahip UV isik radyasyonu
verilmistir. Bu radyasyon boyunca, 1siga duyarli malzemenin ézelliginden 6tiri 151§
gbren bodlgelerde, malzemenin kimyasal yapisi dedisecek diger bdlgeler ise ayni
kalacaktir. Kullanim kilavuzu dogrultusunda UV 1sik radyasyonuna maruz birakilan
ylzey 1 dakika boyunca 90 °C sicaklikta tekrar bir pisirme islemine tabi tutulmustur.

Isiga duyarli malzeme ile birlikte temin edilen develope edici ¢bzelti bir sprey yardimi
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ile 40 saniye slreyle ylzey Uzerine puskurtiimuUstir. Malzeme hemen ardindan etil
alkol ile banyo edilmistir. Azot gazi ile kurutma sonucunda ylzey Uzerinde maskeler
ile tasarlanan kanal deseni elde edilmistir.

Sekil 4.20.’de silikon plaka Uzerinde isida duyarli malzeme ile elde edilen 400 um
geniglige sahip kanal fabrikasyonunda kullanilacak kalibin elipsometrik (¢ boyutlu
gbruntlst goértlmektedir. Bu sekilde de goruldigu Uzere kaplama yuksekligi 100 um
iken kanal genigligi yaklagik olarak 400 um’ dir. Sekle bakildiginda kanal tasarimi igin
kullanilmasi planlanan kalpta kanal genigligi 400 mm den biraz daha azdir. Bunun
nedeni maskenin 15191 gecirmeyen bdlgelerinden, 1sigin kirilmasi ve yansimalar
sonucunda malzemenin 1s191 gérmedigi tahmin edilen bdlgelerinde de degisiklikler
meydana gelmesidir. Bununla dogru orantili olarak, hazirlanan kalipta kanal genigligi
miktar azalmistir. Bu etki fotolitografi uygulamalarinda en sik karsilasilan problemdir.
Bu durum tamamen optik kurallardan kaynaklanmakta olup engellenmesi mimkin

degildir. Maske ylizeye tamamen temas ettirilerek etki en aza indirilmistir.

Sekil 4.20. Kanal tasariminda kullanilacak olan kalibin elipsometrik 3 boyutlu

gOrantausa.
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Hazirlanan kalip aliminyum folyo ile kaplanmis bir petri kabina alinmig, Gzerine 10:1
oraninda karistirilan PDMS ve ¢apraz baglama ajani karisimi dokdlmustir. Petri kabi
aliminyum folyo ile kaplanmistir ¢cinki PDMS c¢apraz baglandijinda cam veya
plastik ylzeylere yapisabilmektedir. Bu yapisma sonucu polimer kaliptan diizgiin bir
sekilde ayrilamayabilir ve istenilen kanallarda bozukluklar meydana gelebilir. Petri
kabi vakumda bekletilerek 10 dakika boyunca gaz giderme iglemi ile karisim hava
kabarciklarindan arindiriimistir. Takiben 100 °C’lik firnda 1 saat boyunca gapraz
baglanma gerceklestiriimisti. PDMS kaliptan dikkatli bir sekilde ayriimis, ylzey
Uzerinde istenilen mikrokanallarin olustugu godzlemlenmistir. Sekil 4.21.de
olusturulan 400 um geniglikteki polimerik mikrokanallarin elipsometrik ¢ boyutlu

gbruntisu gérinmektedir.

Sekil 4.21. 400 um genislige sahip polimerik mikrokanallarin elipsometrik G¢ boyutlu

g6rantisu

Goruldiga Gzere fotolitografik olarak Uretilen kahp kullanilarak PDMS (zerinde
mikrokanal olusumu gergeklegtirilebilir. Sekil 4.21.’de goruldagui gibi kanal genisligi,
olusturulan kalp tasarimindaki genislikten bir miktar daha fazladir. Goérintlye
bakildiginda, kanallarin kése kisimlarda yuUksekligin bir miktar daha az oldugu
gbézlemlenmektedir. Bunlarin nedeni hazirlanan PDMS ve capraz baglama ajani
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kanigiminin kalip Uzerine dokulmesi esnasinda kanallarin tamamini kaplayamamig
olmasi, kése kisimlara tam olarak erisilememis olmasidir. Bu durum monomer
karisiminin - oldukga viskoz olmasi nedeniyle mikrokanallari tam olarak

doldurmamasinin sonucu olabilir.

Sekil 4.22°’de ayni yoéntemler ile elde edilmis 200 pum genigliginde PDMS
mikrokanallarin elipsometrik goruntlleri goérilmektedir. Burada da kanallarin arzu
edilen kalinhk olan 200 pm’den biraz daha genis oldugu gézlemlenmigtir. Yine ayni
sekilde bu geniglik artisi da monomer karisiminin kalip Gzerindeki tim bosluklari
tamamen dolduramamis olmasidir. Yine ayni sekilde kanallarin kése kisimlarinda

kanal derinliginde azalma gézlemlenmistir.

Sekil 4.22. 200 um genigligindeki polimerik mikrokanallarin elipsometrik ¢ boyutlu

g6rantisu

Burada kanal kenarlarinda derinlikteki azalmanin 400 pm kalinligindaki
mikrokanallarda oldugundan daha fazla oldugu gérilmektedir. Bunun sebebi kanal
tasariminda boyutun kugtlmesinden 6tlri monomer karigsiminin kaliptaki kanallarin
kenarlarina tam olarak dolamamasidir.
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Sekil 4.23.’de ise 100 um geniglige sahip kanallara ait elipsometrik 3 boyutlu gérinti

verilmistir.

Sekil 4.23. 100 um geniglige sahip kanallara ait elipsometrik 3 boyutlu gérunta

Sekil 4.23.’de goruldigu gibi kanal boyutu 100 um olmasi tasarlandiginda, kigulen
boyutla dogru orantili olarak kanal kenarlarindaki derinlik azalmasi artmigtir. Ayni
zamanda kanal boyutlart 100 um’den gdéreceli olarak olduk¢a fazladir. Monomer
karisimi bu boyutta ana kaliptaki kanal kenarlarina ulasamamistir. Bundan kaynakl
olarak kanallarin simetrisinde bozukluklar meydana gelmistir.

Kanal genisligi 400 um olarak dizayn edildiginde bu ydntem ile oldukc¢a simetrik
kanallar elde edilmekte, kenar kisimlarinda derinlik azalmasi ihmal edilebilecek kadar
az olmakta ancak elipsometrenin fiziksel sinirlamalari dogrultusunda ayni anda
ancak bir kanal tzerinde c¢aligilabilmektedir. Kanal genisligi 200 um olarak dizayn
edildiginde ise yine simetrik kanallar elde edilebilmekte ancak kenar kisimlarda

derinlik azalmasi bir miktar daha fazla olmaktadir. 200 um kaliniigindaki kanallar ile
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elipsometre sisteminde paralel olarak iki kanal kullanilabilmektedir. Geniglik 100 um
olarak ayarlandiginda ise elipsometre hicresine 3 paralel kanal sigdirilabilir ancak
boyut bu kadar kuclldiginde kanallarin simetrisi bozulmakta, istenilen kanal
boyutuna ulasilamamakla beraber kenar kisimlarinda kanal derinliginin azalmasi
sorun tegkil etmektedir. Tim bu sonuglar g6z 6ninde bulundurularak bu yéntem igin

optimum kanal genigligi 200 um olarak segilmistir.

200 pum genigliginde iki adet kanal iceren PDMS ylzey &nceden Dbelirtilen
fotolitografik yontem ile Uretilmistir. Rezervuar kisimlari olusturulduktan sonra polimer
yuzey, 1 dakika boyunca 100 W glcundeki oksijen plazmaya maruz birakilmistir.
Plazma isleminin hemen ardindan literatlr bilgisi dogrultusunda hacmen %1 lik APTS
cozeltisine daldirnlmig, 1 saatlik daldirma siresinin ardindan mutlak etanol ile
ylkanmig, azot gazi ile kurutulmustur (Lee, 2009). APTS ile modifiye edilen polimerik
kanallarin Ustleri 6nceden belirtilen ydntemler ile sentezlenmis polimer filmler
kullanilarak 6rttlmas, 1 saat boyunca bekletilmigtir. Burada amin - epoksi etkilesimi
sonucu iki yUzey birbirlerine kimyasal olarak baglanacaktir (Lee, 2009). Bdylelikle
kapiler etki saglanmis ve kanallar igerisinde akis gdzlemlenmigtir. Sekil 4.24.de bu

baglanmanin sematik gésterimi verilmistir.
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PDMS platform

l Oksijen Plazma
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Sekil 4.24. Amin - epoksi etkilesimi sonucu iki ylzeyin birbirlerine kimyasal olarak
baglanmasinin sematik gosterimi

GMA yiizeyi ve mikrokanallarin bulundugu, APTS ile modifiye edilmis PDMS ylzeyi
arasindaki baglanma fiziksel olarak gézlemlenmistir. Béyle bir kanal fabrikasyonunda
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kanallarin ic kisimlarinda GMA ylzeyi Uzerinde epoksi gruplar reaksiyona hazir
halde bulunmaktadirlar. Bu gruplar ile kanal icerisinden akan protein ¢ozeltileri
etkilesebilecektir. Ancak PDMS ylzeyi modifiye edilerek amino grubu ile
sonlandirildigi icin herhangi bir etkilesim gézlenmeyecektir. Ayrica PDMS yUzeyinin
amin iceren APTS molekull ile modifikasyonu sonucu ylizeyin temas agisi ortalama
68.34°ye diusmuis, GMA polimer filminin temas agisi degerine yaklasmis ve PDMS’in
karakteristik 6zelligi olan hidrofobiklik azalmistir. Yani APTS tabakasi sayesinde
protein etkilesimleri yalnizca GMA ylizeyinde olacak, tabaka kismen protein

birikmelerini engelleyici bir koruyucu katman goérevi gorecektir.
4.1.4. CLiPP metodu ile Mikrokanal Fabrikasyonu

CLiPP metodu ile mikrofabrikasyon son yillarda gelistirimis ve hala gelisme
asamasinda olan ¢ok yeni bir ydontemdir. Bu fenomen polimer mikrofabrikasyonuna
¢cok sayida avantaj saglayabilecek, gucli bir teknik olarak gindeme gelmektedir.
Ornegin mikrokanal gelistirimesinde, fabrikasyon siresini saatlerden dakikalara
indirebilir. Ayni zamanda dolayli bir ydntem olmamasi, dogrudan fabrikasyona olanak
tanimasi, kullanilabilecek malzemelerin ¢cok sayida olmasi ydntemin diger bazi
avantajlandir. Ancak ¢ok yeni bir ydntem olmasi hala tam olarak ¢ézimlenemeyen
pek cok sikintlyl da beraberinde getirmektedir. Ornegin polimerizasyon esnasinda
oksijen varhginin fabrikasyonu olumsuz etkilemesi, fotolitografik yontemlerde de
sikca karsilasilan yari 1sik etkisi (1s13in optik dizenegde bagli olarak belli bdlgelerde
yarl gblge olusturmasi) gibi olumsuzluklar bu teknikte hala asiimaya caligilan
problemlerdir. Bu yéntem gunimuiz teknolojisinde olduk¢a pahali bir sistem olan
“‘maske ayarlayici” sisteminin kullaniimasiyla en iyi sonuclar vermektedir. Tez
kapsaminda bu asamada CLiPP metodu kullanilarak mikrokanal fabrikasyonu
gerceklestiriimistir. Calismalar stresince fotomaskeler el ile yerlestiriimigtir.
Galismalar ~ oksijen  inhibisyonunu  engellemek Uzere azot ortaminda

gerceklestirilmigtir.

Oncelikle belirlenen oranda hazirlanan monomer - ¢apraz baglayici - fotobaslatic
(GMA — EGDMA — DMPAP) karisimi, siyaha boyanmig bir teflon plaka Uzerine
yerlestirilen APTS ile modifiye edilmis cam ylzey Uzerine 200 uL hacminde

damlatiimistir. Fotomaskenin, arada hava kabarcigi kalmayacak sekilde karigim ile
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temasi saglanmistir. Sistemin kapagi kapatilarak azot ortami olusturulduktan sonra
daha 6nce optimize edilen polimerizasyon slresi uygulanarak UV i1sida maruz
birakilmigtir. Polimerizasyon sonrasi polimerlesmeyen kisimlar ¢6ziclU olarak etil
alkol kullanilarak uzaklastiriimis, olusturulan yizey azot ile kurutulmustur. Bu ¢calisma
tasarlanan farkli fotomaskeler igin tekrar edilmistir.

Sekil 4.25.de CLiPP ydntemi ile 400 um genigliginde kanallara sahip olan maske
tasarimi kullanilarak hazirlanan mikrokanallarin elipsometrik ¢ boyutlu goérintisi

g6rulmektedir.

Sekil 4.25. 400 um genigliginde hazirlanan mikrokanallarin elipsometrik (¢ boyutlu

gOrantasa.

Sekil 4.25.de gorildugu gibi, yaklagik 140 um derinlik 400 um geniglige sahip
mikrokanallar CLiPP ydntemi kullanilarak elde edilebilmistir. Kanal icerisinde ise
cesitli partzlerin oldugu agikga goérilmektedir. Bu purlzler optik bir problem olan yari
1sik etkisinden kaynaklidir. istenmemesine ragmen 1si1gin bir kismi maskenin opak
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bdlgesinin altina ulasarak yari aydinlik bdlgeler olusturmus ve bu bélgelerde de kismi
polimerlesmeler gerceklesmistir. Kanallarin arasindaki bdélgelerde ise maske ile
temas, maskenin yuzeyden dlzgin ayrilamamasi, maske Uzerinde mevcut
olabilecek ve polimere gecmis olabilecek kirlilikler, maske ylzeyindeki bozukluklar
gibi pek ¢ok farki sebepten kaynaklanabilecek bozukluklar gérilmektedir.

Sekil 4.26.'da 200 um geniglik ve 200 um kanal araligina sahip iki kanal igeren

maske kullanilarak CLiPP metodu ile Uretilen mikrokanallarin alinan elipsometrik

g6runtisu verilmistir.

Sekil 4.26. 200 um geniglik ve 200 um kanal araligina sahip mikrokanallarin

elipsometrik géruntisa.

Yukarida goéraldigu gibi 400 um kanal boyutuna sahip olan platformun Uretiminde
kargilagsilan hemen hemen ayni sorunlar 200 mikronluk kanallar igin de gecerlidir.
Yine ayni bicimde kanallar arasi ylzeylerde yUkseklik farkliliklari gdéze ¢arpmaktadir.
Ek olarak kanal boyutu ve kanallarin arasindaki uzakhk kuoguldigunde 1sik
kirlmasina bagh olarak kanallar arasinda daha fazla polimerlesme goérGimuUstir. Bu
durum &zellikle sol kanala bakildiginda agikca gériilmektedir. Oz olarak kanal boyutu
kOguldugunde istenilen kanal boyutuna ulasmak zorlagsmaktadir. Ayni zamanda bu
sekilde kanal Gretimi yapildiginda kanal kenarlarinda sert bir donis gérilmemekte,
kenarlar yuvarlak hatlara sahip olmaktadir. Yine bu durum, 1sigin kirilmasi ile
aciklanabilir. Ylzeylerin yerlestirildigi ylzey siyah oldugundan 1sigin yansimasi s6z

konusu olmayacaktir, bu durumda kanal seklinin tam olarak alinamamasi 1s131n opak
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bdlgelerden kirllmasi, sagiimasi ile agiklanabilir. Sekil 4.26.’de elde edilen kanallarin
derinligi, skala incelendiginde bir édnceki tasarima nazaran yUksektir. Bunun nedeni
ise, yuzeye yerlestirilen fotomaske boyutunun, kesimden 6ttr0 farklilik géstermesi ve
bunun sonucu olarak, sivi monomer karigiminin Uzerine binen agirhdin degismesi
sonucu meydana gelen kalinhktaki degisimdir. Sekil 4.27.’de elde edilen kanallardaki

bozukluklarin mikroskop ile alinmis gérintisi verilmistir.

™

Sekil 4.27. 200 um geniglik ve 200 um kanal araligina sahip mikrokanallarin

mikroskop gorintisu

100 um kanal genigligine sahip olan tasarimlar ile ¢alisildiginda kanallarin boyutlar
iyice sapmis, kanallar arasi bosluklarin boyutlar, 1sik kinlmasindan 6tarQ
blyimustir. Elde edilen 100 pum genigligine sahip bir kanal S$ekil 4.28.’de

gOsterilmistir.

90



Sekil 4.28. 100 um geniglige sahip mikrokanallarin elipsometrik gériintisi

Tdm sonuglara bakildiginda CLiIPP metodu ile olusturulan tim mikrokanallar
mikemmellikten uzaktir. Bu metoda kanal boyutu azaldikga, mikrofabrikasyon
zorlugu artmaktadir, bununla beraber kanallar arasindaki polimer kalinhiginin isik
kirlimalari dogrultusunda arttigi gézlemlenmigtir. CLiIPP ybntemi ile mikrokanallar
elde edildiginde kanallarin her bir ylzeyi polimer filmden olusacaktir. Tez
calismasinin ileri asamalarinda bu kanallar kullanilirsa GMA polimeri ile olusturulan
mikrokanallarin her bir ylzeyindeki epoksi gruplari ile protein molekdlleri arasinda
etkilesim gerceklesecek, ancak elipsometrik sensér ile yalnizca tek bir kanal ylzeyi
incelenebileceginden, bu durumda, diger U¢ kanal duvarina da protein birikmesi
olacak ve sensdr sinyalinin dismesi beklenecektir. Tum bu durumlar géz 6énlne
alinarak CLiPP metodu ile polimerik mikrokanal olusturulmasindan vazgecilmis,
optimum yéntem olarak PDMS polimeri kullanilarak, fotolitografik ydntemlerin
kullaniimasi ile mikrokanal fabrikasyonu segilmis, hazirlanacak tim array platformlari

icin bu yontem kullaniimistir.
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4.2. Elipsometre Bazli Mikroakiskan Sistemleri Kullanan Polimerik Sensor

Yuzeylerinin Hazirlanmasi
4.2.1. Mikroakis Kanallarina Albumin Prob immobilizasyonu

PDMS polimeri ile daha 6nce belirlenen ydntemlerle hazirlanan optimize edilmis
mikrokanallar, Gzerleri GMA filmi ile kapatilarak belirtilen yéntemlerle hazirlanmistir.
Delta degisimini etkilememesi adina PBS tampon igerisinde (pH 7.4) sisme
dengesine getirilen sistemler elipsometre cihazi akis hicresine yerlegtirilmigtir.
Albumin — epoksi etkilesiminin optimizasyonu igin pH 7.4’lik PBS tamponu ile farkli
derisimlerde (5 — 500 nM) hazirlanan Albumin (HSA) ¢bézeltileri akis kanallarina
gonderilmistir. Albumin, GMA ylzeyine epoksi gruplarindan kimyasal olarak
baglanmistir. Baglanma kinetigi 180 dakika boyunca g&ézlemlenmigtir. Farkh

derigimlerde elde edilen kinetik baglanma egrileri Sekil 4.29.’da gdsterilmigtir.
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Sekil 4.29. Farkh Albumin derigimlerinde elde edilen kinetik baglanma egrileri

Sekil 4.29.°da gb6rildiga Uzere Albumin derisiminin artmasi ile bagil degisim yani
delta degeri azalmigtir. 5 nM’hk ¢bzelti mikroakis kanalindan gecirildiginde delta
degerindeki degisim yaklasik olarak 31° civarindadir. Cozelti derigsimi 10 nMa
artinldiginda degisim hizla 22° civarina dismdstir. Derisim bes katina yani 50 nM’a
cikarildiginda ise delta degdisimi 20 ye, on katina yani 100 nM’a ¢ikarildiginda ise
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yaklasik 16” ye gerilemistir. Aloumin konsantrasyonu 300 nM oldugunda delta
degisimi azalmaya devam etmis, 13° civarina dismis, 500 nM'lk bir cozelti
kullanildiginda ise 8 ye kadar diismUstir. Cozelti derigiminin artmasi ile birlikte bagil
degdisiminde gbzlenen disus, protein molekil miktarinin ¢ézelti icerisinde artmasi ile
yluzeye baglanma gerceklesirken meydana gelebilecek sterik engellemelerden 6trl
olabilir. Grafik incelendiginde en disik derisim degeri olan 5 nMhk c¢o6zelti
kullanildiginda 30 lik bir delta degdisimi gozlemlenmistir. Bu delta degdisimi analizler
icin oldukca yeterli oldugundan, daha yiksek derisimlerde ise daha dusuk delta
degisimi gb6zlemlendiginden 5 nM protein sensdr platformunun hazirlanmasinda

optimum derisim olarak belirlenmistir.

4.2.2. Mikroakis Kanallarina Protein A Prob immobilizasyonu

Sisme dengesinde bulunan polimerik sensér icerisinde Protein A — epoksi
etkilesiminin optimizasyonu i¢in pH 7.4’'luk PBS tamponu ile farkh derisimlerde (10 —
500 nM) hazirlanan Protein A ¢dzeltileri akis kanallarina génderilmistir. Protein A,
hazirlanan mikrokanalin  GMA ylzeyine epoksi gruplarindan kimyasal olarak
baglanmistir. Baglanma kinetigi 1 saat boyunca gézlemlenmistir. Farkh derisimlerde

elde edilen kinetik baglanma egrileri Sekil 4.30.’de gosterilmigtir
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Sekil 4.30. Farkh Protein A derisimlerinde elde edilen kinetik baglanma egrileri
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Sekil 4.30.’da goruldigu Gzere Protein A derisiminin artmasi ile bagil degisim yani
delta degisim degeri artmaktadir. 500 nMhk ¢6zelti mikroakis kanalindan
gecirildiginde delta degerindeki degisim yaklasik olarak 30° civarindadir. Cozelti
derigsimi 300 nM’'a dlsUrildiginde degisim 27.7° civarina disgmustir. Derigsim 100
nM’a azaltildiginda ise delta degisimi 22.8% ye, 50 nM’a azaltildiginda ise yaklasik
18.7% ye gerilemistir. Protein A derisimi 10 nM oldugunda de delta degisimi azalmaya
devam etmis, 9.56° civarina dismustir. Protein A oldukga buylk bir molekdiler
yapiya sahiptir (40 — 60 kDa). Protein ¢dzeltisinin derigsimi azaldik¢ca baglanmadaki
azalma, ¢ozelti icerisindeki sirlict kuvvetin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Grafik
incelendiginde en yUksek derisim degeri olan 500 nM’hk ¢b6zelti kullanildiginda
oldukca ylUksek bir delta degisimi gbézlemlenmistir. Bu delta degisimi analizler icin
yeterli olacagindan, daha disik derisimlerde ise daha dislUk delta degisimi
gbdzlemlendiginden 500 nM protein sensoér platformunun hazirlanmasinda optimum

derisim olarak belirlenmistir.

4.3. Mikroakigkan Kanalli Protein Array Platformlarinin Performanslarinin

Belirlenmesi

4.3.1. Mikroakis Kanalli Albumin Sensériiniin Performansinin Belirlenmesi

5 nM’lik optimum derisimde Albumin c¢oézeltisi ile hazirlanan mikroakiskan kanalli
platform Gzerinde hedef molekil olan anti — Albumin (aHSA) antikoru ile performans
belirleme calismalari gerceklestiriimistir. Hazirlanan, Aloumin immobilize edilmis
kanallar igerisine farkli konsantrasyonlarda (5 nM — 500 nM) anti — Albumin ¢ozeltileri
gOnderilerek protein - protein (antijen — antikor) etkilesimi iki saat slresince

g6zlemlenmigtir. Kinetik baglanma egrileri $Sekil 4.31.’de gbsterilmistir.
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Sekil 4.31. Albumin — anti-Albumin ve Aloumin — BSA etkilesimlerinin kinetik egrileri

Sekil 4.31.de go6rildiga Gzere anti — Albumin (aHSA) antikoru, hazirlanan sensér
kanalinin spesifik ylzeyine baglanmis, ¢esitli derisimlerde delta degerindeki degisim
verilmigtir. Sensér kanalina spesifik olmayan Sigir Serum Albumini (Bovine Serum
Albumin, BSA) molekuli 400 nM gibi gbrece yuksek bir derisimde gdénderilmesine
ragmen herhangi bir delta degisimi gézlenmemistir. Boylelikle sensérin yalnizca anti
— Albumin (aHSA) antikoruna spesifik oldugu gosterilmistir. Grafikte gérildigu Uzere
aHSA derisimi arttikga gézlenen delta degisimi artmistir. 500 nM derisimde aHSA
etkilesiminde delta degisimi yaklasik 5% dir. Derisim 300 nM’a duslrildiginde delta
degisimi yaklasik 3.8” ye, 100 nM’a disirildigiinde ise yaklasik 1.8 ye inmistir. 50
nM'lik derisimde 1.72° lik bir delta degisimi g6zlenirken 10 nM’lik derisime inildiginde
yaklasik olarak 1 lik delta deg@isimi gézlemlenmistir. Bu verilere bakildiginda delta
degisimi, HSA — aHSA etkilesimi stresince HSA — epoksi etkilesiminden farkli bir
sekilde seyretmektedir. Optimize edilen HSA immobilizasyon konsantrasyonu 5 nM
iken, c¢ok farkh derigsimlerde aHSA tanisinin yapilabilmesi mimkdndir. HSA
sensérundn performans analizinin yapilmasi amaci ile farkli konsantrasyonlarda delta
degdisimleri incelenmistir, bu degisimler Sekil 4.32.’de grafiksel olarak yorumlanmistir.
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Sekil 4.32. anti — Albumin sensoéri icin derigsim degerlerine karsilik Delta degisimleri

Sekil 4.32.'de goruldugu Gzere, hazirlanan array platformu igin regresyon katsayisi
0.9186’dir. Bu deger optimum deger olan 1'e olduk¢a yakindir. Bu verilere
bakildiginda hazirlanan sensér platformunun yari-logaritmik bir dogru seklinde cevap
verdigi gorulmastar. Sensor, belirtilen araliklarda yuzeye baglanan molekul miktar ile
dogru orantili bir cevap Uretmektedir.

4.3.2. Mikroakis Kanall Protein A Sensorinin Performansinin Belirlenmesi

500 nM’lik optimum derisimde Protein A ¢dzeltisi ile hazirlanan mikroakigkan kanalli
platform (Gzerinde hedef molekil olan IgG antikoru ile performans belirleme
calismalari gerceklestiriimistir. Hazirlanan Protein A immobilize edilmis kanallar
icerisine farkli konsantrasyonlarda (10 — 500 nM) 1gG ¢6zeltileri gdnderilerek protein -
protein (antijen — antikor) etkilesimi yaklasik bir saat siresince gbézlemlenmigtir.
Kinetik baglanma egrileri Sekil 4.33.de gbsterilmistir.
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Sekil 4.33. Protein A - IgG ve Protein A — BSA etkilesimlerinin kinetik egrileri

Sekil 4.33.’de goérildigu Uzere IgG konsantrasyonunun artmasi ile delta degdisimi
artmistir. 10 nM derisimde 1gG godnderildiginde, etkilesim sonucu alinan delta
degisimi degeri yaklasik 17° civarindadir. 50 nM derisiminde igin bu deger hizla
28.3% ye artmistir. 100 nM derigsimde delta degisimi hizla artmaya devam etmis 25.6%
ye yiikselmis, 200 nM derisimde yaklagik 27° ye ulagsmistir. En yiiksek derisim olan
500 nM’'da ise delta degisim degeri yine yaklasik 27° dir. Hazirlanan platforma 400
nM derisim degerinde BSA ¢dzeltisi gbnderilmis ancak herhangi bir etkilesim (delta
degerinde bir degisim) gbzlenmemistir. Bu sayede sensériin IgG antikoruna spesifik
tasarlandigi ispatlanmistir. DUgUk konsantrasyonlardan ylksek konsantrasyonlara
cikiirken delta degisim degeri hizla artmistir. Bu hizli artis IgG molekilinin
blydkligine baglanabilir. Burada delta degisiminin aHSA baglanmasindaki delta
degisimi degerlerinden olduk¢a ylksek olmasinin nedeni de IgG molekilinin
oldukga blyUk bir molekller yapiya sahip olmasi ile agiklanabilir. Ancak 100 nM,
300 nM ve 500 nM gibi yiiksek derisim degerlerinde delta degisimi yaklasik olarak
ayni kalmis ya da birbirlerine ¢ok yakin seyretmiglerdir. Buradaki neden ise bu
yiksek konsantrasyonlarin hazirlanan sensérin Ust tayin sinirina yakin olmalari
olarak gésterilebilir.
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Sensérin performans analizi farkh konsantrasyonlarda delta degisimlerinin grafiksel
yorumu ile yapiimistir. Bu grafik Sekil 4.34.’de gértlmektedir.
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Sekil 4.34. IgG sensoru icin derisim degerlerine karsilik Delta degisimleri

Sekil 4.34.’a gdre sensér R? degeri 0.8981 olan bir logaritmik cevap vermistir. Yilksek
derigimlerde sensér cevabinin dogrusalligi azalmakta ancak disik derigsimlerde
dogrusal cevap vermektedir. Bu sensér cipinin 100 nM altinda dogrusal cevap verdigi
Sekil 4.34.'de gbrulmektedir. Benzer sekilde, Protein A sensor ¢ipi Albimin sensér

¢cipi gibi logaritmik bir cevap egrisi olusturmustur.

4.3.3. Mikroakis Kanalli Albumin ve Protein A Array Platformlarinin

Performansinin Belirlenmesi
Belirlenen optimum konsantrasyonlarda protein cozeltileri ile elipsometrik sensor

cevaplarn incelenmigtir. Sekil 4.35.°de Albumin — anti-Albumin, Sekil 4.36.’da ise

Protein A — IgG etkilesimlerinin kinetik egrileri verilmistir.
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Sekil 4.36. Protein A — IgG etkilesiminin kinetik egrisi

Sekil 4.35. ve Sekil 4.36.'daki grafiklerden anlasilabilecedi lzere, mikrokanalllarin
GMA ylzeylerine Albumin ve Protein A immobilizasyonlari olduk¢ca basarili bir
sekilde gergeklestiriimigtir. Hazirlanan bu platform (Gzerine spesifik olmayan
baglanmalardan kurtulmak adina pH 7.4'de PBS tampon c¢o6zeltisi génderilmistir.
Spesifik bagli olmayan bilesenlerin sékilmesinin ardindan anti — Albumin ve IgG
cozeltileri kanallardan akitilmis ve bu antikorlarin immobilizasyonlarinda delta
degisimi yani etkilesim gd6zlemlenmigtir. Albumin — anti-Aloumin etkilesimi
esnasindaki delta degisimi Protein A — IgG etkilesimi esnasindaki delta degisiminden
daha azdir. Bunun nedeni, anti — Albumin antikorunun molekdler boyutunun (yaklasik
40 — 60 kDa) IgG antikorundan (yaklasik 150 kDa) daha kigik olmasina baglanabilir.
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Ayrica molekuller dizenlenmelerden 6tari anti — Albumin antikoru aktif Albumin
bélgelerini kapatmis olabilir, bu da delta degisim miktarinin az olmasina sebebiyet
vermis olabilir. IgG moleklli Y seklinde bir antikordur. Protein A ile 1gG etkilesimi,
lgG molekuliinin spesifik bir bdlgesinden gergeklesir, Protein A molekuline
baglanan IgG dik bir Y harfi seklinde durur. Bu durumda molekulin aktif Protein A
bélgelerini kapatma durumu ¢ok da olasi olmamaktadir. Sonu¢ olarak Protein A —

lgG molekiillerinin etkilesimi daha ylUksek bir delta degisimi ile sonuglanmisgtir.
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5.

SONUCLAR

Cam mikroskop slaytlari i¢cin en uygun temizleme ydntemi secilmistir. Yontem
slaytlarin birka¢ kez etanol ve su ile yilkanmasi, ardindan hacmen 1:3 oraninda
H202 (% 30 v/v) ve HoSO4 (%70) iceren ¢dzeltiye 1 dakika boyunca daldiriimasi,
takiben tekrar etil alkol ile durulanip inert bir gaz olan azot ile kurutulmasi,
sonrasinda 1:3 oraninda derigsik HNO3; ve H2O iceren asidik ¢bzeltide 30 dakika
boyunca 80 °C’de bekletiimesi, tekrar etanol ile yikanip kurutulduktan sonra son
olarak 30 dakika sure ile 100 W’k oksijen plazmaya maruz birakilmasi
adimlarindan olusacak sekilde belirlenmisgtir.

Temizlenen cam slaytlar literatlir ve énceki ¢alismalarin sonuglarina dayanarak
APTS molekilli ile modifiye edilmistir. Hacmen %3’lik APTS c¢dzeltisine 2 saat
sure ile daldirilan cam slaytlarin yizeylerinde APTS mono tabakalarinin olusmasi
saglanmistir (Caglayan ve Otman, 2009; Garipcan, 2008).

APTS ile modifiye edilmis slaytlarin Gzerinde hacmen yalnizca HEMA, %50
oraninda HEMA ve GMA, %75 oraninda GMA ve %25 oraninda HEMA, sadece
GMA iceren polimer filmler, hacmen 1:0.5; 1:1,0; 1:1,5 ve 1:2,0 olmak Uizere doért
farkl EGDMA orani kullanilarak ¢capraz bagl olarak, fotopolimerizasyon yéntemi
ile sentezlenmistir. Her bir sentezde fotobaslatici olarak DMPAP kullaniimistir.
Her bir sentez 200 uL monomer karisimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir
sentezin slresi 120 saniye olarak optimize edilmistir (Cizelge 4.1.).

Sentezlenen her bir polimer filmin kuru ve zamana karg! islak agirliklan élctlerek
zamana karsi sisme dereceleri belirlenmistir. Sisme deneylerinin sonucunda en
¢ok sisen polimer filmlerin HEMA iceren gruplar oldugu goértlmustir. En fazla
sisen filmin en az oranda ¢apraz baglayici iceren saf HEMA film (yaklasik %30’luk
bir sisme gortlmastdr), en az sisen filmin ise en ylksek oranda c¢apraz baglayici
iceren saf GMA film (yaklasik 9%5’lik bir sisme gdzlemlenmistir) oldugu
belirlenmistir. Yapida HEMA bulunmasinin sismeyi oldukca artirdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.2., EK.1., EK 2.).
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Sentezlenen her bir polimer filmin temas acisi degerleri él¢ctlmastir. Temas agisi
degerleri HEMA igeren polimer filmlerde daha dusuk iken, GMA yapisinda daha
yUksek degerlerdedir. HEMA igeren filmler daha hidrofiliktirler. Temas agisi en
disdk olan polimer film en az oranda c¢apraz baglayici iceren saf HEMA film
(temas acisi ortalama 51,79° olarak belirlenmistir), temas agisi en yiksek olan
filmin ise en ylUksek oranda capraz baglayici iceren GMA film (temas agisi
yaklasik 68,38° olarak o6lctimuistir) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3., Cizelge
4.4., Cizelge 4.6.)

Sisme deneyleri ve temas agisi Olgiimleri sonucunda istenilen 6zelliklerin yalnizca

GMA iceren filmlerde oldugu belirlenmistir.

PDMS polimeri kullanim klavuzu dogrultusunda ve Sylgard 184 Silikon Elastomer
Kiti icindeki ekipmanlar yardimi ile monomer ve capraz baglama ajani 1:10
oraninda karistirilarak, 100 °C’de 1 saat slire ile pisirilerek capraz baglanma

saglanmistir.

PDMS polimerinin statik temas agisi 115,73 ° olarak 6lgcilmus, bu deger literattir
degeri olan 116,6 ° ile karsilastirildiginda oldukga yakin oldugu gérilmiistar.

Secilen GMA polimer filmlerinin Ug farkl ¢apraz baglayici orani i¢cin FT-IR-ATR
sistemi ile ylzey analizleri gerceklestiriimistir. Sonuglarda 1700 cm™ civarinda
ester bandi yaklasik 847 cm™ ve 904 cm™ de epoksi bandi gdzlemlenmistir.
Analiz sonuglari bagil olarak karsilastirildiginda GMA oraninin artmasi ile epoksi
miktarinin da arttigi belirlenmistir Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18.).

Capraz baglayici oraninin sisme acisindan ylksek olmasi istenmektedir ancak
1:2,0 oraninda c¢apraz baglayici kullanilarak sentezlenen filmlerin ylUzeylerinde
bozulmalar meydana geldiginden 1:1,5 oraninda EGMDA iceren GMA filmi

optimum malzeme olarak segilmistir.

Literatirde agik¢a tanimlanan geleneksel 1siga duyarli malzeme kullanimi ile
PDMS mikrofabrikasyonu icin kalip hazirlama yéntemi uygulanarak 400, 200 ve

100 um kalinliga sahip kanal tasarimlarina ait kaliplar olusturulmustur (Sekil

102



4.20.). Bunun igin 1gs1da duyarli malzeme, temizlenen silikon plaka Uzerine
déndirmeli kaplama ydntemi ile kaplanmis, istenen tasarimdaki maskeler
kullanilarak malzeme UV isik radyasyonuna 1 dakika boyunca maruz birakilmis,
develope edici ¢bzelti ile yikanarak istenen kalip tasarimi elde edilmigtir.

Hazirlanan kaliplar Uzerine Sylgard 184 kiti kullanilarak PDMS monomer ve
capraz baglama ajani karnigimi (hacmen 10:1 oraninda) dokdlmis, hava
kabarciklari vakum uygulanarak uzaklastirildiktan sonra tanimlanan yéntem ile
(100 °C sicaklikta 1 saat) polimer gapraz baglanmistir. Capraz baglanmadan
sonra PDMS kaliptan ayrilarak 400, 200 ve 100 pum’lik mikrokanallar elde
edilmistir (Sekil 4.21., Sekil 4.22., Sekil 4.23.).

Elde edilen PDMS mikrokanallar elipsometre ile gorintilenerek optimum kanal

boyutu 200 um olarak belirlenmistir.

PDMS kanallarin Ustleri kapatilimak Uzere optimum malzeme olarak belirlenen
1:1,5 oraninda EGMDA igeren c¢apraz bagh GMA filmi kullaniimistir. PDMS
polimeri 1 dakika boyunca oksijen plazmaya tabi tutulduktan sonra literatr bilgisi
dogrultusunda %1 lik APTS c¢odzeltisine daldirilmis, 1 saat sonunda APTS
monotabaka olusumu gdzlemlenmistir. APTS ile modifiye edilen PDMS’ in temas
acgisl 68,34° olarak olgulmustir. Amin — epoksi etkilesiminden yararlanilarak,
APTS ile modifiye edilmig, mikrokanallar iceren PDMS polimerinin Gzeri GMA filmi
ile kapatilmis, 1 saat sonunda kovalent baglanma gercekleserek mikrokanallar

elde edilmigtir. Bu kanallarin igerisinde kapiler etki ile akis gozlemlenmistir.

CLiPP metodu uygulanarak belirlenen optimum capraz baglayict / GMA
monomeri oraninda sivi monomer karisimi ile 400, 200 ve 100 um’ lik polimerik
mikrokanallar elde edilmistir (Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil 4.27., Sekil 4.28.). Bu
kanallarin elipsometrik goérantileri yorumlandiginda ve PDMS kanallar ile
karsilastirildiklarinda kullanish olmadiklarina karar verilmig, optimum kanal
olusturma yoénteminin silikon elastomer ile fotolitografik ydéntemleri kullanarak

mikrofabrikasyon oldugu belirlenmistir.
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o PDMS ve GMA capraz bagl polimerleri ile elde edilen mikrokanallara pH 7.4°10k
PBS tamponu ile 5-500 nM araliginda farkli derisimlerde hazirlanan Albumin
(insan Serum Albumini) ¢ozeltileri génderilerek, epoksi — protein etkilesimi ile
proteinlerin spesifik olarak belirlenmis bir kanal yuzeyine (GMA polimerinden
olusan kanal ylzeyi) epoksi — amin etkilesimleri dogrultusuna baglanmasi
saglanmistir. Bu etkilesimler elipsometre ile 180 dakika boyunca gézlemlenmistir
(Sekil 4.29.). Delta degisimleri g6z 6nline alindiginda en ylUksek delta degisimi 5

nM’hk ¢bzelti ile g6zlemlenmis, bu derisim optimum olarak belirlenmistir.

o PDMS ve GMA capraz bagl polimerleri ile elde edilen mikrokanallara pH 7.4°10k
PBS tamponu ile 5-500 nM araliginda farkli derisimlerde hazirlanan Protein A
cOzeltileri gonderilerek, epoksi — protein etkilesimi ile proteinlerin spesifik olarak
belirlenmis bir kanal ylzeyine baglanmasi saglanmistir. Bu baglanma elipsometre
ile 60 dakika boyunca go6zlemlenmistir (Sekil 4.30.). Delta degisimleri g6z 6nlne
alindiginda en yuksek delta degisimi 500 nM’hk c¢dzelti ile gbézlemlenmis, bu

derisim optimum olarak belirlenmistir.

o 5 nMlik insan Serum Albumini (HSA) ¢6zeltisi kullanilarak ile hazirlanan sensér
kanallarina 5 — 500 nM arahdinda anti-HSA ve 400 nM BSA c¢ozeltileri
gonderilmigtir. Etkilesim TIRE ydntemi ile gdzlemlenmistir. BSA c¢Ozeltisi
g6nderildiginde herhangi bir etkilesim gdzlemlenmemigtir, yani delta degisimi
yoktur. Bdylelikle sensérliin seciciligi tanimlanmigtir. HSA — aHSA etkilesimleri
sonucu gb6zlenen delta degisimleri ile sensorin dogrusal olarak c¢alistig
gézlemlenmistir, yani aHSA derisimi arttikca delta degisimi artmaktadir. Delta
degerindeki en bilylk degisim 500 nM aHSA c¢ozeltisi kullanildiginda elde
edilmistir (Sekil 4.31.). Hazirlanan HSA sensérinin cevabi yari logaritmiktir (Sekil

4.32.). Sensfrin yalnizca a-HSA molekiline spesifik oldugu gdésterilmigtir.

o 500 nM’lik Protein A ¢dzeltisi kullanilarak ile hazirlanan sensér kanallarina 5 —
500 nM araliginda IgG ve 400 nM BSA c¢ozeltileri génderilmigtir. Etkilesim TIRE
yontemi ile gdzlemlenmistir. BSA ¢6zeltisi génderildiginde herhangi bir etkilesim
gbézlemlenmemigtir, yani delta degisimi yoktur. Boylelikle sensérin segiciligi
tanimlanmigtir. Protein A — IgG etkilesimleri sonucu gézlenen delta degisimleri ile
sensérin tayin araligr gbézlemlenmistir. Delta degisimi IgG derisimi arttikgca
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artmistir ancak ylUksek derisimlerde delta degisimi birbirine oldukga yakindir. 300
nM ve 500 nM derisimlerde, delta degisimi hemen hemen aynidir. Bu veriler
dogrultusunda sensérin Ust tayin limiti 500 nM olarak belirlenmistir. Alt limit ise 10
nM IgG’dir. En ylksek delta degisimi 500 nM’lik IgG gdnderildiginde elde
edilmistir ve Protein A — IgG etkilesiminde delta degisimi, HSA — aHSA
etkilesiminde gbzlenen delta degerinden yUksektir (Sekil 4.33). Alinan sensoér
cevabi logaritmiktir (Sekil 4.34.). Sensérin yalnizca 1gG molekiline spesifik

oldugu gosterilmigtir.
Son olarak array platformlari olusturulmus ve belirlenen tayin sinirlari igerisinde

optimum degerlerde antijen — antikor etkilesimleri TIRE ydntemi ile
g6zlemlenmigtir (Sekil 4.35 ve Sekil 4.36.).
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EKLER

EK 1. Olcilen 1slak agirlik degerleri

Bolimer Agirlik (g) | Agirlik (g) Agirhik (g) | Agirlik (g) | Agirhik (g) | Agirlik (g) | Agirlik (g) | Agirhik (g) Agirhk (g)
10.dakika | 20.dakika 30.dakika | 60.dakika | 120.dakika | 240.dakika) | 360.dakika | 1440.dakika | Islak
A 1,3767 1,4489 1,5269 1,5791 1,6272 1,6678 1,6969 1,7115 1,7147
B 2,0595 2,0822 2,1756 2,2391 2,2705 2,3056 2,3260 2,3385 2,3416
C 1,2742 1,3055 1,3447 1,3833 1,4115 1,4315 1,4424 1,4443 1,4448
D 1,4445 1,4715 1,5080 1,5352 1,5573 1,5763 1,5888 1,5968 1,5965
E 1,7620 1,7805 1,7972 1,8109 1,8359 1,8692 1,8898 1,9040 1,9042
F 1,7538 1,7667 1,7747 1,7983 1,8122 1,8219 1,8479 1,8699 1,8708
G 1,7731 1,7852 1,8011 1,8111 1,8187 1,8275 1,8429 1,8645 1,8646
H 1,7620 1,7727 1,7823 1,7939 1,8037 1,8100 1,8159 1,8317 1,8313
| 1,2328 1,2734 1,2947 1,3287 1,3641 1,3851 1,3999 1,4145 1,4175
J 1,0926 1,1295 1,1437 1,1604 1,1832 1,2173 1,2344 1,2467 1,2493
K 2,2838 2,3127 2,3619 2,3964 2,4707 2,5325 2,5724 2,5783 2,5811
L 0,8713 0,8818 0,8907 0,9040 0,9135 0,9264 0,9515 0,9604 0,9606
M 1,2906 1,3388 1,3802 1,4522 1,4929 1,5055 1,5220 1,5268 1,5272
N 1,3755 1,4143 1,4574 1,4883 1,5111 1,5265 1,5433 1,5492 1,5499
(0] 1,2193 1,2426 1,2672 1,2970 1,3170 1,3310 1,3458 1,3516 1,3523
P 1,3045 1,3362 1,3499 1,3763 1,4000 1,4258 1,4422 1,4459 1,4484
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EK 2. Polimer filmlerin hesaplanan gravimetrik sisme dereceleri

10. 20. 30. 60. 120. 240. 360. 24, 1.
Bolimer dakikada | dakikada | dakikada |dakikada |dakikada |dakikada | dakikada | saatte haftada

sisme sisme sisme sisme sisme sisme sisme sisme sisme

derecesi | derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi derecesi
A 0,0477 0,1026 0,1620 0,2018 0,2384 0,2692 0,2914 0,3025 0,3049
B 0,0323 0,0436 0,0904 0,1223 0,1380 0,1556 0,1658 0,1721 0,1736
Cc 0,0100 0,0348 0,0658 0,0964 0,1188 0,1346 0,1432 0,1448 0,1451
D 0,0190 0,0381 0,0639 0,0831 0,0986 0,1120 0,1208 0,1265 0,1263
E 0,0088 0,0194 0,0289 0,0368 0,0511 0,0702 0,0820 0,0901 0,0902
F 0,0073 0,0147 0,0193 0,0329 0,0409 0,0464 0,0614 0,0740 0,0745
G 0,0151 0,0220 0,0312 0,0369 0,0412 0,0463 0,0551 0,0675 0,0675
H 0,0131 0,0193 0,0248 0,0314 0,0371 0,0407 0,0441 0,0532 0,0529
I 0,0557 0,0905 0,1087 0,1379 0,1681 0,1861 0,1988 0,2113 0,2139
J 0,0164 0,0507 0,0639 0,0794 0,1006 0,1323 0,1483 0,1597 0,1621
K 0,0123 0,0251 0,0470 0,0623 0,0952 0,1226 0,1403 0,1429 0,1441
L 0,0239 0,0362 0,0466 0,0623 0,0734 0,0886 0,1181 0,1286 0,1288
M 0,0213 0,0595 0,0922 0,1492 0,1815 0,1914 0,2045 0,2083 0,2086
N 0,0251 0,0540 0,0861 0,1091 0,1261 0,1376 0,1501 0,1545 0,1550
(o) 0,0296 0,0493 0,0701 0,0952 0,1121 0,1240 0,1365 0,1414 0,1420
P 0,0134 0,0380 0,0487 0,0691 0,0876 0,1076 0,1204 0,1232 0,1252
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