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ONSOz
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SIMGE LIiSTESI

0 Isigin ylzeye gelis agisi

n Ortamin 15181 kirma indisi

€ Ortamin gegirgenligi

k Dalga vektori

w Acisal frekans

C Istk hizi

A Isik dalgaboyu

mV Isigin momentumu

Mn Isigin kirinim seviyeleri

a, Rezonans agcisi (gelen 1sigin normalle yaptigi aci), yansima agisi
d Kirinim aginda oluklar arasi mesafe
A Kirinim agi periyodu

Qs Parildama agisi

V] Polarizasyon degisimi

A Faz kaymasi / Agisal kayma farki

A Amper — akim birimi

Hz Hertz — frekans birimi
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KISALTMA LIiSTESI

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu
Ag/Au/Al/Cr Gumus/Altin/Aliminyum/Krom
CF4 Tetraflorametan

CHF3 Carbon Hydra-Trifluoride
CD/DVD/BD-R Kompakt Disk/Dijital Video Diski/Bluray Diski-Tekrar Kaydedilebilir
DNA Deoxyribonucleic Acid

ICP Inductively Coupled Plasma

IPA izopropil alkol

MCH Mercaptohexanol

MTB Mycobacterium tuberculosis
MIM Modifiye integral Metodu

nm Nanometre

PDMS Polydimethylsiloxane

PMMA Polymethyl methacrylate

PR Photo Resist

RCWA Rigorous Coupled Wave Analysis
RIU Refractive Index Unit

SEM Scanning Electron Microscope
SU-8 Epoksi bazl fotorezist malzeme
SF6 Sulfur hegzaflorit

Si Silisyum (cam)

SPR Surface Plasmon Resonance

TE Transverse Electric modu

™ Transverse Magnetic modu
UNAM Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
WHO World Health Organization

YPR Ylizey Plazmon Resonansi

YPP Ylzey Plazmon Polariton
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OZET

YUZEY PLAZMON REZONANSINA DAYALI
YENI BiR ALGILAYICI GELISTIRILMESI
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Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Lale OZYILMAZ
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Nanoteknoloji alaninda 6zellikle son birkac on yilda gerceklestiriimis olan ilerlemeler
neticesinde sensor teknolojileri kendisine biyosensér uygulamalari bashgi altinda yeni
bir arastirma, calisma ve uygulama alani yaratmis bulunmaktadir. Baslangicta basing,
sicakhk, hareket, nem, yogunluk, akiskanlik gibi temel fiziksel ve kimyasal degiskenlerin
algilanmasi ile baslamis olan sensor uygulamalari, biyoteknoloji kavraminin ortaya
¢itkmasi ve molekiiler diizeyde gerceklesen degisimleri algilayabilecek yeni tekniklerin
kesfedilip uygulamaya alinmasiyla birlikte yeni bir doneme girmistir.

Bu baglamda bilimsel yazina ‘ylizey plazmon rezonans!’ olarak girmis olan teknik, 1s1gin
bir takim 6zel kosullar altinda bir ylzeye distiglinde maruz kaldigl yansimalardaki
ilging degisimlerin altinda yatan gercegin fiziksel ve matematiksel olarak yorumlanmasi
ve modellemesi sonucunda 20. ylzyilin ilk yarisinda kesfedilmis bir olgu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. 1980’lere kadar fiziksel ve matematiksel modellemesinin
arastirildigi bu teknik, 90’larin basinda isvegli bir grup bilim adami tarafindan ilk defa
bir algilayici arayiiz olarak kullanilmis ve bu yéntemle gaz él¢iimii yapilmistir. ilerleyen
yillarda bu ilk denemeden ilham alan arastirmacilar tarafindan molekillerin birbirlerine
segici olarak baglaniyor olmalarindan yola gikilarak, bu baglanmalarin kinetik olarak
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takip edilebilmelerini  saglayacak ve beklenen baglanmalarin  gergeklesip
gerceklesmedigini saptayabilecek olan, molekiler dlizeyde algilama yapabilen
biyoalgilayicilarin tasarlanabilecegi diisiincesi etrafinda bilimsel galismalar yapilmaya
baslanmistir. Ginimiize gelindiginde artik bu teknigin laboratuvarlarda kullanilan
geleneksel yontemlere kiyasla daha hizli sonug verebilen, oldukga hassas ve glvenilir
ve uygulamasi oldukga zahmetsiz ve zaman almayan bir alternatif olabilecegine dair
duslinceler kuvvetlenmektedir.

Bu tez calismasinin konusu da iste bu teknigi kullanarak biyoalgilayici olarak
calistirlmaya musait yenilikci bir opto-elektro-mekanik algilama mekanizmasinin
gelistirilmesini ve birtakim éncil uygulamalarla sistemin denenmesini kapsamaktadir.

Algilama arayuzi olarak kullanilan yilizey plazmonlarini uyaracak 6zel bir yilizeyin
yenilikgi Gretim teknikleri kullanilarak gelistirilmesi ve Uretilmesi, opto-elektronik
araylz olarak kullanilan yenilikgi bir yaklasim dahilinde sinyalleri toplayan bitlinlesik ve
yuksek oranda minyatirize edilebilir bir sistemin olusturulmasi, bu tez ¢alismasinin
temelini olusturmaktadir. Sistemin prensipte c¢alisirhgini ispatlamak amaciyla
hazirlanmis olan sivi ¢ozeltilerindeki ¢ok kiicik indis degisimlerinin tekrarlanabilir ve
ylksek hassasiyette saptanabildigini gosteren deneysel bir takim calismalar yapilmistir.
Gelistirilen algilama mekanizmasinin  muhtemel bir biyoalgilayici olarak da
Ozellestirilmeye miusait oldugunu gostermek maksadiyla tez cergevesinde DNA
hibridizasyonunun gercek zamanl takibine yonelik bir uygulama denemesi de yapilmis
ve alinan Umit verici sonuglar son bolim icerisinde sergilenmistir. Bahsi gecen deneysel
oncul calismalarin Umit verici uygulama neticelerinde sonlandiriimis olan bu tez
¢alismasi, ileri uygulama alanlarinin gesitlendirilmesi maksadiyla devam edecek olan bir
takim farkli projeler gergevesinde gelistiriimesine devam edilerek, bu uzun soluklu
bilimsel arastirmalar esnasinda patentlenmis olan algilama mekanizmasinin
ticarilestirilebilir/endUstriye transfer edilebilir bir son triine donistirilmesi yolundaki
faaliyetler de hiz kesmeden sirdirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ylizey plazmon rezonansi, kirinim agi yapili YPR sensér, opto-
elektro-mekanik biyosensor platformu, buatlnlesik akis sistemli sensér, molekiler
algilayici, biyoalgilayici tasarimi.
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Remarkable advances especially in the last several decades in the field of
nanotechnologies have established a new research field so called as biosensor
applications under field of sensor technologies. Pioneering sensor applications capable
of detecting fundamental physical and chemical parameters alike pressure,
temperature, movement, moisture and density have now started to evolve capability
of sensing changes in molecular levels with thanks to the progress in biotehnology due
to the advances in nanotechnologies.

In this sense, the technic so called as ‘surface plasmon resonance’ in scientific
literature, emerges as a phenomenon that has been first observed in the first quarter
of 20th century and it is based on analysis and mathematical modeling of the fact
behind the nature of reflections when light beams are incident on a specific surface
under certain conditions.

Investigation of whose mathematical modelling long lasted till 1980’s, was then first
utilized as a sensing interface in the beginning of 1990’s by a group of swedish
scientists and this phenomenon was used in the implementation of gas sensing.
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In the following years researchers inspired with this trial have initiated an approach in
order to design bio-sensing platforms that would have a sensing ability in molecular
level for detection and monitoring of binding interactions that occurs selectively
among molecules.

Today the idea about this technique to be a faster, more sensitive, reliable and easily
applicable alternative to conventional methods gets much more stronger.

Herein this doctorate thesis work is based on the aforesaid approach within the scope
of researching an integrated novel opto-electro-mechanical biosensor mechanism and
developing a sensing platform assisted by some specific interaction protocols for the
validation of overall system capabilities.

This thesis work is fundamentally based on a novel approach for the development and
production of a special substrate that will excite the surface plasmons that are utilized
as the detecting interface. So that emergent sensing platform functions as a signal
detecting opto-electronic interface in the form of an integrated opto-electronic
interface that can be miniatuarized at very high-levels.

Proof-of-principle functionality of the overall sensing platform has been evaluated by a
group of experimental researches in order to demonstrate its capability to detect very
small index changes occuring in several certain projected liquid solutions and
emergent promising results have been published in Lab On Chip journal of the Royal
Society of Chemistry.

Finally with the goal of demonstration so that the developed sensing platform can be
utilized as a promising bio-sensor, real-time monitoring of a specific DNA hybridization
protocol have been implemented and thereafter its related promising results have
been exhibited in the last section. Within the scope of this thesis work, concluding
afore mentioned precessor experimental implementations with a set of promising
outcomes has satisfactorily opened the path for devising new possible future
applications using this sensing platform. These long-lasting experimental researches
have meanwhile resulted in a patented sensing mechanism with a high added value
that could be transferred into industry and without cutting any speed the activities
with the goal of ending up with a compact device that would be presented to its end-
users are currently still carried on.

Keywords: Surface Plasmon Resonance, Grating-Coupled SPR sensor, Opto-electro-
mechanic biosensor platform, integrated microfluidics, biomolecular sensor, biosensor
design.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

ingilizce kaynaklarda ‘Surface Plasmon Resonance’, kisaca SPR olarak tanimlanan
Yiizey Plazmon Rezonansi” (YPR) olayinin parcacik teorisine dayali opto-elektronik
temeli, 1518in fotonlariyla tasinan enerjisinin, bir metalin igerisinde bulunan
elektronlara ‘eslenebilmesi’ ya da aktarilmasi gercegine dayanmaktadir. Bu eslemenin
(yani eneriji transferinin) gerceklestigi dalga boyu, ylzeyi aydinlatilan belirli bir metal ya
da ortamin niteliklerine baglidir. Goérliniir dalga boylarinda bu sarti saglayan birkac tane

metalden en cok kullanilanlari altin ve glimustir [1].

Bahsedilen bu esleme, metal yilzeyinden yansiyan isigin miktarinin olglilmesi ile
gozlemlenebilmektedir. Gelen tiim 1sigin soguruldugu titresimli dalga boyu disinda tim
1Istk yansimaktadir. Isigin metal ylzeyine eslenmesi, tek bir elektriksel varlk gibi
davranan bir grup uyarilmis elektron olan plazmonun olusmasina neden olur. Yiizey
Plazmonlari (YP), ters isaretli dielektrik sabitlerine sahip iki farkh ortamin
araylzeyindeki yiik yogunlugu salinimlarindan olusur. Yik yogunlugu dalgasi ile birlikte
ortaya cikan elektromanyetik dalga, araylizeyde en biylk degerine ulasir ve
araylzeyden uzaklastikca, her iki ortamin iclerine dogru Ustel bir bicimde sénimlenir.
Plazmonlarin olusturdugu bu ylizey dalgasi TM karakterli olup, sirayla, metal ylizeyinin
altindan ve ustlinden yaklasik 100 nanometre kadar acilan bir elektriksel alan
olusturur. Bu olayin 6zelligi ve bu haliyle YPR’yi analitik bir gere¢ yapan sey, plazmon
alaninin menzili igerisindeki ortamin kimyasal bilesimindeki herhangi bir degisikligin,

plazmon ile birlikte titresime girecek 1s1gin dalga boyunda bir degisime sebep olmasidir.
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Yani, varolan kimyasal bir degisim, yansimayip da sogurulan i1sigin dalga boyunda
kaymaya yol acacaktir ki, bu kaymanin bayukligl, nicel olarak kimyasal degisimin

bayukluguyle iliskili olmaktadir [2, 3].

SPR teknigi, olusturulan dizenek icerisindeki ince metal kaplamayi ¢evreleyen ortamin
kirinim indisinde olusan degisimlerin anlik hassas dlgiimlerine olanak saglamaktadir.
Ornegin belirli bir baglanma kinetigi olan bir maddenin, metal yiizeyine tutunmasi ya
da ylzeyden iceriye dogru emilmesi durumunda, diger tim parametrelerin sabit
tutulmasi halinde, kirinim indisindeki degisim nedeniyle, rezonans agisindaki fark edilir
degisim kolayca gozlemlenebilecektir. Bu kavramin dnemi, birbirine baglanacak olan
maddelerin dogrudan etkilesimlerinin, ylizeyler arasi 6lgim yoluyla tespit edilmesinde

gelismis yetenege sahip olmasinda yatmaktadir [4].

YPR’ye dayali sensorler, bir tarafi mikroskopik incelikte altin tabakasiyla kaplanmis
diger tarafina ise elektronik prensiplerle calisan algilayict bir yonga ve buna
timlestirilmis mekanik prensiplere dayal bir mikroakiskan akis sisteminin bitistirildigi
cam bir plakadan meydana gelmektedir. Cihazin optik tespit tertibati 1s18in rastlayacagi
altin kaph yizeye temas etmekte, diger ylizeyi ise analizin yapilacagl mikroakiskan akis
sistemiyle temas etmektedir. Akis sistemiyle temas, kimyasal ayiraglarin ¢ozelti
icerisine gecebilecegi kanallarin olusmasini saglamak ve analizi yapilacak yapilarin

baglanma kinetiklerini bu kanallar izerinden gergeklestirmek igin gereklidir.

SPR 6lcim metodunun uygulama alanlarindan bahsedilecek olursa, bu metod, belirli
bir baglanma dinamigi olan her tirli molekil ¢iftine uyarlanabilmeye uygun
gorilmektedir. Bunlar bir antijen ve bir antibadi, bir DNA 6rnegi ve bir tamamlayici
DNA iplikgigi, bir enzim ve reaktani olabilir. Bu 6lgim ydnteminin tipik uygulama
alanlari arasinda c¢evresel goriintiileme (gaz 6l¢iimi) ya da biyo-algilama ve sivilardaki

immuno-algilama sayilabilir [5, 6].

Yizey Plazmonlarinin momentumlarinin i1siktan daha bilylik olmasi nedeniyle ortaya
¢tkan momentum uyusmazligl, diz bir ylizeydeki plazmonlara isigin eslenmesi icin
uygun durumu saglamamaktadir. Aradaki momentum uyusmazhginin kaldirilarak, isikla
plazmon momentumlarini eslestirmek Gzere; prizma, kirinim agi, dalga kilavuzu ya da

entegre optik dizeneklerden yararlanilmaktadir [7, 2]. S6zi edilen tez g¢alismasinin
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optik dizenegini olusturmak Uzere, yukarida siralanan sistemler arasindan izgara-
esleme diizenegi secilmistir. Bu secimin temelinde bu optik diizenegin, tek kullanimhk
sensorlerin laboratuvar imkanlariyla ¢ok sayida ve uygun maliyetlerle iretilebilmesine

olanak saglamasi yatmaktadir.

Bu eslemeye firsat saglayacak olan uygun momentum ani, 1s18in metal ylizeyine gelis
acisi taranarak bulunmakta ve belirli bir agida gerceklesen momentum uyusmasiyla
beraber plazmona eslenen i1sigin geri yansimasinda ani bir disis yasanmaktadir. Bu
andaki agi, rezonans agisi olarak tanimlanir. YPR sensorlerinde algilanan fiziksel 6zellik,
ylzey plazmonlarinin etkilendigi kirinim indisidir. Ortamin kirinim indisindeki ¢ok kiigtk
degisimleri algilayabilen YPR sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler, ya ‘rezonans
civarindaki isik siddetinin 6lcilmesi’ ya da ‘rezonans momentumunun agisal veya
dalgaboyuna bagimli olarak olglilmesi’ prensiplerini temel almaktadir. Bu yontemlere
ek olarak 1sigin o andaki faz ve polarizasyon bilgilerinin saptanmasi gibi yontemler de

denenmis olsa da, bunlar fazla kabul gérmemistir [7, 8, 6].

Belirli bir baglanma kinetigi olan ve bu 6zelliklerinden yararlanilarak tespit edilmek
istenen maddelerin birbirleriyle etkilesebilmeleri igin kimyasal 6zellikler tagiyan sivi bir
ortam gerekmektedir. Mikro 6lceklerde laboratuvar kosullarini gerceklemek lizere bu

amaca yonelik olarak mikro-akis sistemleri olusturmak mimkindur [9, 1, 2].

Yansiyan 1sigin pozisyonu ve siddetinin ol¢ilmesi asamasinda ise 1siga duyarh fotodiyot
ve/veya kamera dizileri kullanilabilmektedir [10]. Bu sekilde algilanip elektriksel sinyale
donusturilecek olan optik degisimlerin, sonraki asamalarda islenmek ve
degerlendiriimek Uizere elektronik bir dizenek yardimiyla toplanmasi mimkin

olabilmektedir.

Isigin kirillarak plazmonlarla eslenebilir hale getirilmesi icin kullanilan kirinim aglarinin
kirnnim seviyelerinin hesaplanmasinda faydalaniimak Uzere ‘Gii¢lii Eslenmis-Dalga
Analizi’ (Rigorous Coupled Wave Analysis-RCWA) olarak isimlendirilen, modifiye
edilerek hizlandirilmis olan bir takim karmasik integral alma algoritmalarinin [11, 12,
13, 14, 15, 16, 17] ve bu yontemleri kullanarak hizli simulasyon yapabilen bir uygulama

olan PCgrate [18] gibi programlarin devreye alinmasi s6z konusu olabilmektedir.
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1.2 Tezin Amaci

(Biyo) molekiiler etkilesimlerin nanometrik 6lceklerde analiz edilebilmesi i¢in kullanilan
farkh yaklasimlar bulunmaktadir. Bu tez projesinde bunlardan bir tanesi olan ve
algilama isini optik olarak cok hassas ve hizli bir sekilde yapma yetenegine sahip olan
ylizey plazmon rezonansi tekniginden faydalanilmaktadir. Plazmonlar bir takim ozel
ylzeylerin lzerinde halihazirda bulunan yapilardir. Bu yapilarin bir sekilde uyarildigi ilk
olarak 1905 yilinda Sir Robert William Woods tarafindan kesfedilmistir. Woods,
ylzeysel purGzliligli olan metal ylzeyler lzerine belirli kosullara uygun olarak
dusirilen 1si8in, normalde oldugu gibi ylizeyden direkt olarak yansimayip aksine ylizey
tarafindan soguruldugunu goézlemlemisti [19]. Maxwell'in dalga ¢6zimleme
hesaplamalari yardimiyla bu fiziksel fenomen ilk olarak matematiksel anlamda

aciklanabilmeye baslanmistir.

Bu durumun matematiksel olarak sirrinin ¢6ziilmiis olmasindan seneler sonra 1980
baslarinda isvegli bilim insanlari Nylander ve Liedberg, bu fenomenden faydalanarak ilk
kez bir algillayici dizenek yapma fikrini olusturarak, bu teknikle gaz sensori
yapilabilecegini laboratuvar ortaminda gostermislerdir [20]. Aradan gecen on sene
sonrasinda da bu fikir benimsenerek bu amaca yonelik cihaz tasarimlarinin
ticarilestirilerek arastirmacilarin hizmetine sunulmasinin 6ni agilmaya baslanmis

olmustur.

Gunlimuze geldigimizde ise kiresel anlamda bu isi ticarilestirmeyi basarmis sayisi ¢cok
da fazla olmayan bir takim isletmeler, SPR’ye dayali bu sistemleri profesyonel anlamda
gelistirmeye baslamislardir. Fikrin anavatani olan isve¢ merkezli kurulmus olan Biacore
firmasi bu konuda olduk¢a uzmanlasmis ve yakin bir gegmiste is yapma potansiyeli

kesfedilerek Amerikan sirketi GE (General Electrics) blinyesine dahil edilmistir.

Bahsedilen yilizey plazmonlarinin uyarilmasi igin gerekli olan bir takim optik gereklilikler
bulunmaktadir. Metal ylzeylerine belirli bir agida gonderilen 1518in gerekli sekilde
kirilabilmesi icin kullanilan temelde (g farkh yaklagim bulunmaktadir: Prizma, kirinim
ag1 ya da dalgakilavuzu yapisi. Prizmanin kullanim sekline bagl olarak da Otto [21] ve
Kretschmann [22] konfiglirasyonlari olmak Uzere iki farkli yaklasim bulunmaktadir.

Geligtirilmis olan mevcut tim bilimsel cihaz tasarimlari geleneksel olan prizma yapisini
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kullanmaktadir. Prizmanin hantal yapisi, sisteme bitlnlestiriime zorlugu, pahal olusu
ve tasarima bir takim optik kisitlar getiriyor olusu, prizma kullanan cihazlarin hacim,
boyut ve agirhk olarak belirli sinirlarin altina gekilmesine engel olmaktadir. Bu tip
cihazlar bu nedenlerden o6tiiri yalnizca laboratuvar kosullarinda calistirilmaya uygun
olarak tasarlanabilmektedir. Dalgakilavuz yonteminin devreye alindigi durumlarda ise
optik kilavuz olarak kullanilan fiberlerin stabilizasyon sorunu tasarimlari problematik

bir hale donlstirebilmektedir.

Bu calismada Yizey Plazmon Rezonansi (YPR) teknigine dayali olarak calisan, belirli bir
baglanma dinamigi olan her tirli molekdl giftini tespit ederek analizini mimkiin kilan,
opto-elektronik temelli timlesik bir algilayici sistem tasarimi hedeflenmektedir.
Konunun YPR boyutu kendi icerisinde zayiflayan dalga teknigini temel alir. Bu baglamda
agirhkli olarak altin, gimis ve aliminyum gibi metallerin ince film kaplamasi olarak
gosterdigi ozelliklerden yararlanilmaktadir; yiiksek kirinim indisine sahip bir malzeme
Uzerine kaplanan ince bir altin katmani, laser i1sinini emebilmekte ve bdylece altin
ylzeyinde elektron dalgalari (ylzey plazmonlari) olusmaktadir. Bu durum, gelen isinin
sadece belirli bir gelme acisi ve dalgaboyuna sahip oldugu anda gerceklesmektedir.
Analiz edilmesi hedeflenen bir yapiya alicisinin baglanmasi halinde, bu altin kaplamall

ylzeyde o6lgulebilir bir isaret ortaya ¢ikmaktadir.

Belirli bir dalga boyuna sahip 1s18in, ylzeyden iceriye timiyle emilecegi bir agiyla,
diizenegin altin kaph ylzeyine gelisi aygit icerisinde tespit edilmektedir. Ylzey altina
inen dalga, bir yandan da zayiflayarak taban plakasi igerisinde ilerleyip plakanin tGzerine
bitlinlesik olan mikro 6lcekli bir sivi akis kanali icerisinden akitiimakta olan sivi icerisine
isleyecektir. Duzenek ylzeyinin akis olan tarafindaki kirinim indisi, altin kaplamali
ylizeyden yansiyacak olan isi8in davranisini dogrudan etkiler. Diizenegin akis olan
tarafinda gerceklesecek olan herhangi bir baglanma, sistemin kirinim indisini
etkileyecektir. Bu yodntemle algilanip, elektriksel sinyale donustirilecek optik
degisimlerin sonraki asamada bir mikrodenetleyici vasitasi ile islenip degerlendirilmesi
mumkiin olabilecektir. Bu tiimlesik algilayici sistem yardimiyla biyolojik etkilesimlerin

ylksek bir hassasiyetle 6lcilebilmesi mimkin kilinabilecektir.
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Burada anlatilmakta olan tez projesinin Uzerine kuruldugu optik yapi, 6zgunlik iceren

bir kirinim agi1 yapisina dayanmaktadir.

GUnUmuzde YPR algilayicilarinin gelistiriilme asamasindaki temel odak noktasi, bu
sensorlerin yiksek derecelerde minyatiirizasyona uygun olarak kolay Uretilebilir, ucuz
ve ylksek hassasiyete sahip olarak tasarlanabilir olmalari konusudur [23, 24]. Bu tez
calismasi kapsaminda geleneksel uzak alan algilamaya dayali olarak ¢alisan CMQOS/CCD
mekanizmalarini [25, 26] devre disi birakan dizlemsel bitinlesik bir i1sik algilayici taban
kullanilmistir. Algilama mekanizmasi, ylizey plazmon algilama ylzeyi olarak gorev
yapan ince metal kaplamali kirinim agi yapisi vasitasiyla plazmonik olarak giiglendirilmis
Istk transmisyonunun gorintilenmesiyle galismaktadir. Isik algilayici tabanin kirinim agi
yapisinin altina yerlestirilmesi sayesinde diizlemsel bir geometri saglanmakta ve bu
durum tim sensor yapisinin kompakt bir sekilde butlnlestirilebiliyor olmasini
saglamaktadir. Diger YPR sensorlerinde oldugu gibi rezonansa bagli kaymalar sadece

ylzeye cok yakin optik 6zelliklerin degismesinden etkilenmektedir.

Elektromanyetik dalgalarin plazmonlar vasitasiyla ince metal filmlerde ilerleyisi (gegisi)
literatlrde [27] genis bir sekilde calisiimistir. Alt-dalgaboylu delikler [28, 29], nano-delik
dizileri [30, 31] ya da periyodik olarak dalgalandiriimis metal yizeyler [32] vasitasiyla
gerceklestirilen plazmonik olarak gliclendirilmis transmisyon deneysel ve teorik olarak
[33] arastinimistir. Nano-delik dizileri vasitasiyla gergeklesen plazmonik gliclendirme
kabul edilebilir bir hassasiyet sunuyor gorliinmesine karsiik, bu durumun
gerceklesebilmesi icin deliklerin bilylk bir benzerlikle Uretilebilir olmasi gerekmektedir.
Plazmonik modlarin bu gibi alt-dalgaboyu acikliga sahip dizili yapilarda ortaya c¢ikan
yerlesik dogasina ve kirinim indis degisimlerinin sonucu ortaya ¢ikan hassasiyete
ragmen, plazmonik algilayicilarin genel hassasiyeti, rezonanslarin ne kadar keskin
olduguna da bagli bulunmaktadir. Ylzeylerin uzaysal yapilarinin Fourier bilesenleri ile
YPR arasindaki temel bagintilar nedeniyle basit ve disiik maliyetli bir Gretim yontemi
kullanarak delik dizileri vasitasiyla keskin ve derin rezonanslar elde etmek oldukga
glctlr. Halbuki tez konusu olan yaklasimda ince glimus tabakasi kapl ylzey icinden
gerceklesen plazmonik olarak gliclendirilmis bir transmisyon elde etmek i¢in bir kirinim
agl yapisi kullanilmaktadir. Bu bahsi gegen tasarimda delikli yapilarin olmayisi, iretim
asamasini basitlestirmekte ve vyapilarin tekrar edilebilir olmasini saglamaktadir.
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Sinuzoidal yerine c¢ift harmonikli olan bir kirinim agi topografisinin [34, 35, 36]
kullanihyor olmasi sayesinde daha vyiiksek dereceli rezonans eslenmesinin
gozlemlenebilmesi bu anlatilmakta olan tasarimda mumkiin olabilmektedir. Cift
harmonikli grating yapisi, ayni zamanda isik transmisyonunda gliclenme yaratan ikinci
dereceden rezonansin daha iyi uyarilmasina [37, 38] imkan vermektedir. Ayrica boylesi
¢coklu rezonanslar, birden fazla farkli dalgaboyunda isigin sabit bir gelis agisinda

tutularak YPR’nin algilanabilmesine de imkan vermektedir.

Tez c¢alismasina bahis konusu olan bu yapinin dizlemsel ve bitiinlesik olarak
nanometrik Olceklerde tasarlanabiliyor olusu, tiim mekanizmanin yiiksek oranlarda
minyatirize edilerek kiiglik bir hacim igerisinde butinlestirilebilmesine imkan
tanimaktadir. Bu asamada kullanilan 6zgiin Uretim teknikleri ve 6zgiin kirinim agi yapisi
tasarimi ile ilgili olarak tez ¢alismasi esnasinda, RSC (Royal Society of Chemistry)'nin
Lab On Chip dergisinde “Grating coupler integrated photodiodes for plasmon
resonance based sensing; Lab Chip, 2011 Jan 21, 11(2):282-7“ seklinde bir ¢alisma
yayinlanmis, bu 6zgiin bitiinlesik tasarim icin TUBITAK destekli olmak tizere bir adet

ulusal patent alinmistir.

Yiksek katma degere sahip bilimsel bir cihaza donistirilme potansiyeline sahip olan
bu tez konusunun calismalari kapsaminda somut bir uygulama alani belirlenerek
sistemin pratikte calisma yetkinligi de arastirilmistir. Bu onciil ve 6érnek uygulama alani
cercevesinde, DNA hibridizasyonu lzerinden tiberkiloz teshisi yapabilmeye yonelik
olarak, gelistirilmis olan butlinlesik algilayici sistemin gergek zamanh algilama

kapasitesi arastiriimistir.

1.3 Hipotez

Fotometrik olcimin sinirlarini zorlayan YPR teknigine dayal ¢alisan sistemler daha
Oonce de tasarlanmistir. Bu konu, her gecen gilin arastirmacilar tarafindan artan bir
ilgiyle gelistiriimeye calisiimaktadir. Tasarimi hedeflenen ve ¢ok disiplinli bir ¢alisma
gerektirecek olan s6z konusu bu tiimlesik sistem, farklilasmis ve gelismis bir takim
tasarim vyonleriyle var olan benzerlerine iyilestirici ve 06zglin katkilar yapmayi

hedeflemektedir.
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YPR tekniginin gerceklesebilmesi icin gerekli olan plazmonlarin uyarilmasi isleminde,
prizma, ag, dalga kilavuzu ya da entegre optik diizeneklerinden faydalaniimaktadir. Bu
calismada ise bahsi gecen algilayici sistemin tek kullanimhk ve atilabilir olarak
tasarlanmasi hedeflendiginden, (iretim teknolojisi goz 6nilinde bulundurularak, cok
sayida ve uygun maliyetlerle lretimi olanakl kilabilecek olan kirinim agh esleme

(grating-coupled) yontemi secilmistir.

Ozetlemek gerekirse, bu doktora tezi calismasi cercevesinde gerceklestirilmesi
Ongorilmus olan ‘Yiizey Plazmon Rezonansina Dayali Sensér Tasarimi’ projesi, teoride,
bir 151k kaynagindan yonlendirilen 1sigin, ince bir metal tabaka (zerine serpilen
molekiler aktorlerin sergiledigi fiziksel etkilesimlerin algilanmasi amaciyla bahsedilen
metal ylizeye eslenmesi, bu eslemenin doguracagi optik veri degisimlerinin algilanip,
elektriksel sinyale donusturilip, islenmek ve degerlendirilmek suretiyle nihai hedef
olarak, istenilen molekiler yapinin algilanmasini amaglamaktadir. Anilan proje, pratikte
ise, tek kullanimlik atilabilir 6zellestirilmis algilayici ylzeyler kullanan oldukga kiiglik
boyutlara sahip bir YPR sensor cihazinin prototip tasarimina hizmet edecek olan somut

adimlarin olusturulmasini hedeflemektedir.
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BOLUM 2

YUZEY PLAZMON REZONANSINA DAYALI ALGILAMA

Sensor teknolojileri, 6zellikle son on yilda nanoteknoloji alaninda saglanan ilerlemelere
paralel olarak bilyuk bir ivme kazanmistir. Takip edilmesi istenen en temel fiziksel
parametreler olan sicaklik ve basing 6lcimi ile insanligin glinliik hayatina giren sensor
teknolojileri, artik molekiler diizeyde arastirma ve gorintileme yapma imkanini
saglayan nanoteknolojinin gelisimi ile ¢ok farkli sekillerde gesitlenmeye ve olgim
kabiliyetini artirmaya baslamistir. Bu ¢esitlenmeyle birlikte artik sensoérler tip, eczacilik,
cevre, gida ve savunma endustrilerinde artan bir ivmeyle kendisine uygulama alanlari

bulmaya baglamaktadir [39, 40].

Bu doktora tezi projesi, kullandig opto-elektro-mekanik algilayici sistem tasarimi ve
kullandigl 6zglin Uretim ve uygulama teknikleriyle birlikte, giderek gelismekte olan
sensor teknolojilerinin  biyosensorler alt grubunda kendisine uygulama alani

bulabilecek olan bir platform tasarimi (izerine odaklanmistir.

Biyoalgilayici bir ylzey Uzerine yerlestirilen 6rneklerin bir gevirici vasitasiyla elektrik
sinyale donustlirilmesi prensibine dayali olan biyosensoérlerin [41] tarihi, enzim
elektrotlarinin gelistirilme ¢alismalari [42] ile baslamistir. Temel olarak biyosensorler
kullandiklari ceviricilerin ¢alisma prensipleri (zerinden siniflandirilmaktadirlar. Bu
siniflandirmalar en genel anlamda elektrokimyasal [43], piezoelektriksel [44], 1sil [45]
ve optik [46] olmak Uzere isimlendiriimektedir. Her bir gruptaki biyosensorler ise
uygulama alani ve kullanilan tekniklere gore kendi igerisinde ayrica gesitlilik

gostermektedir. Elektrokimyasal biyosensorlerin tasinabilir olup hastalik teshisine

27



yonelik [47], grafen temelli 6lgim yapabilen [48], altin nano-pargaciklarina dayal
olarak calisan [49] tipleri; piezoelektrik biyosensorlerin quartz kristal [50], akustik dalga
[51], immunosensor [52] uygulamalari; 1sil biyosensorlerin enzim aktivitelerini
saptayabilen [53, 54], klinik [55], proses [56] ve c¢evresel [57] monitdrleme yapabilen

ornekleri Gzerine literatirde gok sayida galismalar yapilmistir.

Elektrokimyasal biyosensoérlerde kullanilan geviricilerin potansiyometrik olarak galisan
ornekleri arasinda iyon segici alan etkili transistorler, iyon segici elektrotlar;
amperometrik olarak ¢alisanlarina ise elektronik burunlar ve kati elektrolit gaz

sensorleri verilebilir.

Piezoelektrik geviriciler kullanan biyosensorler ise kiitle, yogunluk, viskozite ve akustik
esleme durumlarina gore hassasiyet gosterme 0ozelliklerini tasiyan kuartz kristal ve

ylzey akustik dalga algilayicilari olarak drneklendirilebilir.

Isil ceviricileri devreye alan biyosensorler ise sicaklikta olusan farkliliklari algilayabilen

kalorimetrik sensorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Algilayici ylzeylerinde gerceklesen optik degisimlere karsi yliksek hassasiyet gdsteren
optik biyosensorler ise kiitle veya derisime bagh olarak isik siddeti ve/veya
polarizasyonundaki degisimleri dlcebilen, ayrica boyar maddeli molekdller kullanilarak
etiketlemeli okumalar yapilabilen cevirici arabirimler kullanmaktadir. Bu tip optik
biyosensorlere limlinesans, absorbans ve floresansa dayali ¢alisan algilayicilar 6rnek
olarak verilebilir. Bu tez calismasi kapsaminda herhangi bir etiketlemeye ihtiyac
duymayan optik biyoalgilayicilar [58] arasinda yer alan YPR algilayicilari (izerine yeni bir

yaklasim olusturulmaya calisiimistir.

Yakin bir gelecekte vazgecilmez bir ihtiya¢ haline donlisecegi 6ngorilen kisisel saghk
takibi kavrami ve bilinci, gesitli hastaliklarin tedavisinde erken teshisin 6neminin agikca
biliniyor olusu, patojenlere ve tarimsal ilag artiklari pestisitlere bagh gida
zehirlenmelerinin yasanmasi, biyotertrizm tehlikesi gibi nedenlere bagh olarak
gelismekte olan toplumsal kaygilar ve kiresel biling sonucunda biyosensérlere olan
talebin ivmelenerek biiylyecegi 6ngoriilmektedir. Bu doktora g¢alismasi dahilinde bahsi
gecen bu ongoriler géz 6ninde bulundurularak, yakin bir gelecekte olusacak olan

beklenti ve ihtiyaglari karsilayabilecek [40], tasinabilir, hizli ve glvenilir sonuglar
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Uretebilen ve kolayca herkes tarafindan erisilebilir (uygun maliyetli) ve uzmanhk
gerektirmeden kolaylikla kullanilabilir algilayici sistemlerin arastirilarak gelistirilmesi ve

ornek bir uygulama egliginde sergilenmesi hedeflenmistir.

YPR biyosensorleri sayesinde biyomolellker etkilesimlerin etiketlemesiz (yani herhangi
bir ekstra boyar madde kullanimina gerek kalmadan), gercek zamanli, niceliksel, hizli,
glvenilir, uygun maliyetli, cok parametreli ve yiksek verimli sekilde ol¢lilebilmeleri

mumkin olabilecektir [59].

GunlUmuzde bu amaca yonelik olarak dinyanin gesitli arastirma merkezlerinde bilim
insanlari, artan ve gelisen yeni ihtiyaglar ile biyo-algilama teknolojisindeki yeni egilimler

gozonilinde bulundurularak,

- Sahada ve ihtiya¢ mahallinde kullanima uygun,

- Guvenilir ve klasik metotlara kiyasla oldukga hizli sonuglar Gretebilen,

- Nano olcekli dizileme teknigi kullanilarak ayni anda pek cok parametreyi 6lcebilen,
- Atilabilir ucuzlukta uygun maliyetli (algilayici 6zel ylzeylerin atilabilir olusu),

- Ozel uzmanligi olmayan insanlar tarafindan bile kullanilabilir basitlikte

(biyo) molekiler algilama ve analiz platformlarinin en yakin zamanda hayata

gecirilmesi amaciyla titizlikle ve hararetle ¢alismalar yiritmektedirler.

2.1 YPR’nin Calisma Prensibi
YPR Kuvantum Mekanik bir olaydir:

Isigin yiksek kirma katsayisina sahip optik bir ortamdan (mesela kirinim indisi 1.76 olan
safir bir prizma lizerinden) prizmanin temasta bulundugu algak kirma katsayisina sahip
bir ortama yonlendirildiginde neler oldugu Snell’in yasasi ile aciklanmaktadir. “Kritik
Ag1” dan daha kiiglik bir aciyla gelen iginlar, prizma ylizeyine dogru egilecek bir sekilde
kirilarak prizmadan ¢ikacaktir. “Kritik Aci” dan daha blyik bir agiyla gelen isinlar ise

prizma tarafindan igeriden tamamen geriye yansitilacaklardir (Sekil 2.1).

in®
L Snell Yasasi (2.1)

sin 6, nq
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Sekil 2. 1 YPR’nin temel prensibi — Snell Yasasi

“Kritik Ag1” dan buyuk bir agiyla gelerek prizma igerisinden tamamen geriye yansiyan
fotonlar, araylizeyde bir elektrik alan yaratir. Bu olayin temelinde, prizmadan gecerek
araylzeyden geri yansiyan bu isinlarin prizmadan disari ¢ikarak araylizeye gegememesi

yatmaktadir.

Bu durumda yansitici ylizeyden gecerek iceriye dogru sonimlenerek ilerleyen bir
elektrik alandan bahsetmek mimkindur. Yizeyden gergeklesen tam i¢ geri yansimalar
sonrasinda olusan bu alan, bir elektromanyetik dalganin bilinen genel

karakteristiklerini sergileyerek salinim yapmaktadir.

Yiizey Plazmonlari, ters isaretli dielektrik sabitlerine sahip iki farkli ortamin (mesela
metal ile dielektrik) araylizeyindeki yik yogunlugu salinimlarindan kaynaklanir. Yik
yogunlugu dalgasi ile birlikte ortaya cikan elektromanyetik dalga, araylizeyde en biyiik
degerine ulasir. Ve araylizeyden uzaklastikca her iki ortamin da iclerine dogru Ustel bir
sekilde sonimlenir. Olusan bu yizey dalgalari TM karakterlidir. Bu kaybolup giden

dalga yapisina literatlirde “Evanesans Dalga” denilmektedir.

Yik yogunlugu salinimlarinin gerceklesme kosulu, birbirleri arasinda araylizeyi olan iki
farkli ortamin ters isaretli dielektrik sabitlerine sahip olmasidir. Yiizey Plazmonlarinin
ortaya c¢ikmasi icin ise (rezonans durumu formilli geregince) €(metal) < - g(dielektrik

prizma) kosulu saglanmahdir (Sekil 2.2).
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Isigin blyuk bir kismi dielektrikte ilerlemesine ragmen, metal olan yizeyin yuksek

sogurma katsayisindan dolayi fazla ilerleyemez (Sekil 2.2). Bu penetrasyon gelen isigin

dalgaboyuna da bagh olmak kosuluyla birka¢c on nanometreyi gegmez. Mesela 850 nm

dalgaboyunda gelen 1sigin penetrasyonu altin icerisinde 24 nm [60], glimds icerisinde

57 nm [61] olarak Ol¢lilmustdir.

Bu rezonans agisi, metal ylzeyine ilistirilecek olan dielektrik ortamin kirinim indisindeki

degisikliklere “yiksek hassasiyet” ile baglidir.

Bu gercekten faydalanilarak YPR

spektroskopisinde ylizeyde meydana gelen degisiklikler, rezonans acisindaki kaymalar

Uzerinden tespit edilmeye ¢alisiimaktadir.

Tam I¢ Yansima sonrasinda
Yiizey Plazmon Dalgalari olusur.

Metal film
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Sekil 2. 2 Yiizey Plazmon dalgalarinin olusumu ve rezonans ani
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2.2 YPR’ye dayali Algilama ve Degerlendirme Prensibi

YPR spektroskopisinde, rezonansin gerceklesebilecegi uygun o6zellikte ince bir metal
film, prizma ile biyomolekiler etkilesimlerin sergilenecegi sivi bélim arasina
eklenmektedir. Bu ince metal tabaka icerisindeki serbest elektronlar rezonatér olarak
davranabilmektedir. Rezonans igin gerekli olan enerjiyi, tamamen i¢ yansimaya ugrayan

fotonlar tarafindan yaratilan evanesans dalgasi tasimaktadir.

Gelen 1s18in dalgaboyu, aydinlatma acisi ve prizma, metal ve sivi ortamin kirinim
indisleri tarafindan belirlenen belirli bir takim kosullar saglandigi anda, metal
icerisindeki serbest elektronlarin plazma salinimlari ile tamamen i¢ yansimaya ugramis
fotonlarin olusturdugu evanesans dalgasi arasinda eslenme/rezonans hali gérilar (Sekil
2.2). Bu eslenme gelen 1sigin momentumunun (mV) plazmanin elektromanyetik
alaninin momentumuna esit oldugu anda gergeklesir. Bu eslenme aninda fotonlar
sogurularak ylzey plazmonlarina donisir. Yizeye diisen fotonlar, eslenme sonrasi

ylzeyden geri yansimadiklari igin yansimakta olan isik igerisinde “gdlge” olusmaktadir.

Normal sartlarda ylizey plazmonlarinin (mV) ’leri 1siktan daha biyulktiir. Bu momentum
uyusmazhgl diaz bir ylizeydeki plazmonlarla 1sigin eslenmesine engel olmaktadir.
Aradaki bu momentum farkini kaldirip 1sikla plazmonlarin momentumlarini esitlemek
icin farkh yontemler kullanilir. En yaygin kullanilan metod, prizma yardimiyla 1sigin

plazmonlara eslenmesidir.

Eslenmenin saglandigi momentum, 1sigin metal ylizeyine gelis acisi taranarak bulunur.
Belirli bir agida gerceklesen momentum eslesmesi ile birlikte plazmonlara eslenen 1sigin
geri yansimasinda ani bir diisis olur. Bu andaki aciya “rezonans acisi” denilmektedir

(Sekil 2.2 teta agisi).

YPR sensoérlerinde algilanan fiziksel nicelik, ylizey plazmonlarinin etkilendigi ortamlarin
kirmim indisidir. Ornegin ince metal tabakasi ile molekiiler etkilesimlerin
gerceklesecegi sivi ortam arasindaki araylizeyde olusacak kitle degisimleri, metal

tabakasi civarindaki yerel kirinim indisinde degisime neden olacaktir.
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Biyomolekiiler Etkilesimlerin Algilanmasi
Olas1 Etkilesimler
sonrasimda
Ortam Kirilma Indisi
Degisir.

Mikro-Alas Kanah

F Altin Kaplamah
Algilayica Silisyum Taban

Kaynaktan

Jden Tsik Kirmmim Prizmasi A
gd‘-“ I?'—“ ‘ Kirilma A¢is (0) artar

Olgiilmesi .
Ortamm Kirllma Indisindeki
Degisimler él¢tiliir.

Sekil 2. 3 Ylizey Plazmonlarina dayali algilama prensibi

Bu degisim eslenme/rezonans agisini degistirecektir. Boylelikle olcilebilecek fiziksel
nicelik degisimleri ortaya ¢ctkmaktadir. Olciilmiis bir 6rnekle somutlastirmak gerekirse;
akiskan sivi sistem fizyolojik tuzlu bir ¢ozelti olsun. “Gdlge” ya da “YPR minimumu”
denilen geri yansimadaki anlk diislis 66 derece civarindaki bir rezonans agisina
ulagildiginda gergeklesmektedir. Altin/akiskan araylize protein eklendigi zaman,

eslenmenin gerceklestigi aci blyliyerek 66.6 dereceye kaymaktadir.

ince bir altin tabakasinin eklenmesi gelen 1sik icin bir “rezonatdr” yaratmaktadir. ince
metal tabaka Uzerinde sogurulan materyaller rezonans kosullarini etkilemektedir.
Protein, seker ve DNA gibi molekiillerin kiitle yogunluklari ve rezonans enerjisi arasinda
tanimlanabilir bir iliski bulunmaktadir [62]. Rezonans birimleriyle ifade edilen YPR
sinyali, bu nedenle algilayici yonga ylizeyindeki kitle yogunlugunun bir 6lcegidir. Bu,
molekiler baglanma ve ayrilmalarin gdzlemlenebilecegi ve bdylece denge sabitleri gibi

oransal sabitlerin de hesaplanabilecegi anlamina gelmektedir.

Rezonans, kirilma endeksine ya da altin tabakanin akiskanli tarafiyla temasta bulunan
bir kitleye bagh bir acida vuku bulur. Yizeye daha fazla kiitle eklendik¢e, 6rnegin
ylzeyde hareketsizlestirilmis antikorlara baglanan antijen miktari artik¢a, rezonans

acisi artarak olusan “golge”de kaymalar meydana gelecektir (Sekil 2.3).
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Rezonansin gergeklesmesi igin artan bir aglyla gelmesi gereken 151k, yansima sonrasinda
daha genis bir alani aydinlatacak ve bu aydinlatma alani icerisinde azalan yansimalara

bagl olarak olusan “gdlge” genigligi de artacaktir.

LED g Polarize Yansiyang CCD
151k 151k kamera
\ o

-

Yansiyan Isik Siddeti

Karakteristik YPR egrisi:

Sensortabam

G Mikro Akiskan e 2 . )

Kanal oLy Yansima Agisi

Tepki (RIU)
A -, rF 3

(Etkilesim Oncesi)
o 2

ot : Rezonans Acisi >,

Yansiyan lsik Siddeti

)l ZE Fe gy

Zaman (sn)

o, Yansima Acisi
(Etkilesim Sonrasi)

Sekil 2. 4 YPR'nin Degerleme Prensibi [1, 2, 7]

Isigin kirllarak plazmonlarla eslenebilir hale getirilmesi igin kullanilan kirinim agi
yapilarinin  kirinim seviyelerinin hesaplanmasinda faydalanilmak Uzere, bu tez
calismasinda modifiye edilerek hizlandiriimis olan bir integral alma algoritmasindan
[12-17] ve bu yontemi kullanarak kirinim agi yapilarini simile eden Pcgrate [18] isimli

ornek bir programdan faydalanilmistir.

Eslemenin saglanacagi momentum, 1s1gin metal yilzeyine gelis agisi taranarak
bulunmakta ve belirli bir agida gergeklesen momentum uyusmasiyla beraber plazmona
eslenen 1sigin geri yansimasinda ani bir diisiis yasanmaktadir. Bu diisis algilanan isik
siddeti miktarinda bir ‘dip’ egrisine neden olmakta (Sekil 2.4) ve bu dip aninin olustugu

acl (Sekil 2.4’teki alfa agisi) rezonans agisi olarak karsimiza gikmaktadir.

YPR sensorlerinde algilanan fiziksel 6zellik, yizey plazmonlarinin etkilendigi kirinim
indisi olmaktadir. Sekil 2.4'te gorildigl Uzere ‘rezonans civarindaki 1sik siddetinin
Olctlmesi’ ile etkilesim Oncesi ve sonrasinda ortam indisinin degisiminin yarattig
kayma miktari, zamana bagh olarak takip edildigi takdirde karakteristik bir YPR egrisi

olusmaktadir. Bu grafigin analizi vasitasiyla sivi ortam igerisinde gergeklesmekte olan
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molekiler baglanmalarin etkilesim 6ncesi, esnasi ve sonrasindaki durumlari hakkinda

niceliksel ve niteliksel ¢ikarimlar yapmak mimkin olmaktadir.

2.3 Prizma Yerine Kirinim Agi
Kirinim Aglari Teorisi:

Cesitli dalgaboylarindaki 15181 ayirarak bu ayrilan dalgaboylarinin daha sonra
faydanilabilir ya da islenebilir hale getirilmesini saglayan kirinim aglari pek ¢ok optik
sistemde kullanilmaktadir. Pek ¢ok farkli sekilleriyle karsimiza g¢ikabilmesine ragmen,
bir kirlnim agi, cogunlukla lzerine duslrilecek olan 1si8in, ortalama dalgaboyuna yakin

araliklari olan, kabartmali ya da oluklu yineleyen serilerden meydana gelmektedir.
Kirinim Ag Esitligi:

Monokromatik bir isik, kirinim agi Gzerine distiginde kirilarak ayri yonlere dagilir.
Kirinim agi yapisi igerisindeki her bir olugu, kirilan 1sik isinlarinin, ¢ok kiguk ve girintili
sekle sahip birer kaynagi olarak dislinebiliriz (Sekil 2.5). Herbir oluk tarafindan ayrik

yonlerde kirilan 1sik, daha sonra birleserek kirilmis dalgalar kiimesi olusturur (Sekil 2.6).

Bir kirlnim aginin ise yararlihgl, su kosulda ortaya ¢ikmaktadir: Oluklar arasinda belirli
bir “d” araligr varken (Sekil 2.5), herbir oluklu ylizeyden kirilarak ilerleyen isigin,
herhangi diger bir oluklu yizeyden kirilan isikla ayni fazda bulunacag belirli bir agilar

kiimesi var ise, neticede “yapici girisim” meydana gelecektir.
Kural olarak gelme ve kirilma agilari, kirinim agi normalinden isina dogru okunmaktadir.

Acl, normale gore, gelen isikla, yansiyan 1sigin ayni tarafta olmasi durumunda (+), tersi

durumda ise (-) ile tanimlanir (Sekil 2.5).
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seviyeleri

~ ‘anstyan Isik
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Kirmm Agi

a: Isigin Gelme Agisi B:lIsidin Yansima ve
farkh Kirllma Acilar

Sekil 2. 5 Kirinim Agi Prensibi [1, 2, 7]

Kirinim Ag Esitligi (devami):

Birbirine komsu olan oluklardan kirilan i1sinlar arasindaki geometrik yol, Sekil 2.6’da
goruldugu gibi

dsina +dsinff [1,2,7] (2.1)
kadardir. [B < O oldugundan, d sinB terimi eksi isaretlidir]. Yapici girisim prensibi
geregince, sadece bu farkin dalgaboyuna ya da dalgaboyunun birka¢ integral
(tamamlayici) ¢arpanina esit olmasi durumunda, komsu oluklardan yansiyan isinlar,

ayni fazda olacaktir. Bu kosula uymayan diger tim acilarda oluk ylizeylerinden ¢ikan

dalgaciklar bozucu girisime maruz kalacaktir.
Kirinim Seviyelerinin Varlig:

Aynasal yansima (m = 0) her zaman olasidir; yani sifir seviyesi her zaman var olmaktadir
(bu basit olarak = —a olmasini gerektirir). Pek ¢cok durumda, kirinim esitligi, | dalga
boylu i1s181n sifir seviyesinden bagka, hem negatif hem pozitif seviyelerde de kirilmasini

mamkdn kilar.

36



Kirilmig Tayfin Ust Uste Binmesi Durumu:

Cok seviyeli kirmnim davranisinin en problematik konusu, ardisik tayfin Ust Uste

binmesidir. Kirinim esitligine
mA . .
— = sina +sinf  [1,2,7] (2.2)

bakilirsa, A dalga boylu bir 1s18in B agisi boyunca kirinimina, bu 1si8in tamamlayici
(integral) kesirleri (pargalari) olan A/2, A /3, vb. dalga boylarindaki kirinimlari da eslik
edecektir. Bu su anlama gelmektedir: A dalga boylu 1s18in m = 1 seviyesindeki kirinimi,
A/2 dalga boyuyla m = 2 seviyesinde kirinima ugrayan bir isiginkiyle cakisacaktir.
Ornegin birinci kinnnim seviyesindeki (600 nm) kirmizi 1sik, ikinci kirinim seviyesinde

olan (300 nm) ultraviyole isik ile Ust Uste binecektir (Sekil 2.6).

Her iki dalga boyuna da hassasiyet gosteren bir algilayici, ayni anda, her ikisini
gorecektir. Alinan spektroskopik verilerde bir belirsizlige yol acacak olan, dalga
boylarindaki bu Gst Uste binis, kirinim esitliginin 6ziinde bulunmaktadir. Algilayicilar,
hassasiyet menzilleri igerisinde, Uzerlerine disen 1sigin farkh dalga boylarini
secemeyeceginden, bu durumun, seviye siniflandirma denilen uygun fitreleme ile

bertaraf edilmesi gerekmektedir.

) — kirmim \\ O

seviyelerl

_ Kirmim Ag1 Denklemi:
Kirilan Tsinlar
Ismn 1 Tsin 2 A

1
1
1
1
:
1
P 1
o 600nm m=-1 /
1
-— /
:
1
[
[
!
[}

mA . ;
300nm m=-2 400nm m=-1 d = SIELC <l )B

200nm m=-2

m: Kirimnim

Seviyesi
dsind
dsinB

—
Kirmim Ag:

a: Isigin Gelme Agisi B: Isigin Kirilma Agisi

Sekil 2. 6 Kirinim Ag1 Prensibi — kirinim seviyeleri [1, 2, 7]
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Enerji Dagilimi (Kirinim Verimliligi):

Kirinim agi tarafindan cesitli seviyelerde kirilacak olan belirli bir dalga boyundaki 1sigin

enerjisinin dagilimi, bir takim parametrelere baghdir. Bunlar:

e Gelen sigin glic ve polarizasyonu,

e Gelme ve kirilma agllari,

e Kirinim aginin kaplandigi metal filmin karmasik kirinim endeksi,
e  Oluklarin araligi.

Kirinim Aginin veriminin tam olarak islenmesi icin, elektromanyetizma teorisinin (yani
Maxwell denklemlerinin) oluklu yizeylere uyarlanmis vekrérel formulasyonundan
faydalanilmaktadir. Uzerinde detayli bir sekilde calisilmis olan bu teori, kolay bir sekilde
temin etmemekle birlikte, belirli bir takim kurallar gergevesinde yaklagik tahminlerde

bulunabilmeyi mimkin kilmaktadir.

(Yansitici kirinim aglari igin) Kirinim agi verimliliginin hesaplanmasinda en yaygin olarak

kullanilan temel kural, parildama kosulunun saglandigi
mAd = 2dsinQg [1,2,7] (2.3)

durumudur. Buradaki Qg agisi, kirinim aginin parildama agisi olarak adlandirilmaktadir

ve olugun yulzeyi ile kirinim aginin diizlemi arasindaki acidir.
Parildama Kosulu:

Gelme agisi a ile kirtlma agisi B’'nin, Sekil 2.7’de parildama kosulu icin Qg oluk yizi ile
iliskisi gosterilmistir. KN kirinim aginin normali, ON ise oluk ylGzinin normali olmak
Gzere FN’nin gelen isikla kirilan 1sik arasindaki ag¢inin acgiortaylr oldugu durumda,

parildama kosulu saglanmaktadir.
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) B ) Kirmim Ag1 Kirmnm Ag1 Verimlilig:
Oluk Yizeyi =

; Normali
Normali

. Parametreleri:

v
\
A

\ Parild A : - Gelen 1s1din gl ve polarizasyonu,
Parildama Agisi

\a— i - Gelme ve kirlma agilart,
\\ QB | Gelen Isik - Kinnmim aginin kaplandigi
Kirilan Isik \ metal filmin karmagik kirinim endeksi,

. - Oluklarin aralig.
i Verimliligin Hesaplandigi
| Partldama Kogulu:

I——\

o

mA=2dsinQ,

QB

1
1
1
1
|
1
1
1
1
1
|
1

—
Kirinim Ag1

a: Isigin Gelme Agisi B: Isigin Kirilma Agisi

Sekil 2. 7 Kirlnim Ag1 Prensibi — parildama acisi [1, 2, 7]

Kirinim Agina dayal algilama teknigi:

Altin kaplamali ylizey belirli acilar araliginda aydinlatilir. Bu acilar bir CCD kamera ya da
fotodiyot dizisi tarafindan stirekli olarak goéruntilenir (Sekil 2.8). Goriintli analizi
sonrasinda hangi agida minimum yansima oldugu rezonans agisi tespit edilir. Bu
algilanan veri, bir yandan da surekli olarak gerekli enerji dagihmi (kirinim agi verimliligi)

yapilmak lizere ve degerlendirilmek lizere bir mikro-denetleyiciye génderilir.

Yizeye eklenen kiitle yogunlugu artikca rezonans acisi da biylimektedir. Bu agidaki
degisiklikler gercek zamanh olarak kaydedilip goriintiilenerek ve islenerek, ylizeyde

gerceklesen biyo-molekiler etkilesimler algilanabilmektedir.
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Istk

Kaynagi
Yéntem 1: Yansiyan Igigin

N\
% Algilanmasi

Blittinlesik Isik Algilayici Taban

Algilanmasi

Sekil 2. 8 Kirinim Agina dayali algilama yontemi

YPR sensorlerinde incelenmesi 6nemli bir karakteristiksel durum, 1si8in enerjisinin
plazmonlara eslenmesi asamasindan kullanilmasi hedeflenen ‘Kirinim Agl’ yapisinin

verimliliginin arastiriimasidir.

Kirlnim Seviyelerindeki karmasik ve zaman alici enerji hesaplamalarinda kullanilan
integral algoritmalarinin modifiye edilmesiyle ortaya cikartilmis olan MIM (Modifiye
Integral Metodu)'nu kullanan ve ¢ok kisa siirelerde klasik gii¢li hesaplamalara yakin
sonuclar cikartabilen algoritmalari olan ‘PC Grate’ [18] programi yardimiyla bu kirinim

agi yapilari similasyon yontemiyle optimize edilebilmektedir.

Literatirde, ‘Kirlnim AgiI'nin tasarim yapisina bagh olarak lretecegi enerji esleme
verimlilikleri, MIM algoritmali [13] PCgrate ile hesaplanmakta ve ayni 6lcimler bir de
laboratuvar kosullarinda gercek profillerin AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) ile

Olclilmesinden cikan sonuglar karsilastirilarak ortaya cikarilabilmektedir.

Boylece tasarlanacak kirinim aginin en ideal fiziksel parametrelerinin (kullanilan is1gin

dalgaboyu ve gelme acisina bagh olarak) neler olabilecegi ortaya cikarilabilmektedir.
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BOLUM 3

KIRINIM AGI YAPISININ HAZIRLANMASI

Buraya kadar olan bdlimlerde bahsi gegen biyosensériin yapacagl hassas optik
algilamalarda kullanilmasi hedeflenen alternatif kirlnim agi yapilari ele alinmistir. YPR
aninin net bir sekilde gézlemlenebilecegi en ideal kirinim agi yapisina ulagmak igin,
muhtemel yapilarin karakterizasyonu ve optimizasyonu lzerinde ¢alisiilmis ve bunlara
iliskin sonuclar deneysel, aletsel ve simulasyona dayali degerlemeler sonrasinda ortaya

konulmustur.

3.1  Kirinim Agi Yapisi

Yizey plazmonlarinin gelen fotonlarla eslenip rezonansa gegebilmeleri igin farkli
yontemler kullanilmaktadir. En yaygin calisilmis olan prizma eslemeli YPR’nin alternatifi

olarak bu ¢alismada esleme amacgli olarak kirinim agi yapisi kullaniimaktadir.

Bir metalle dielektrik materyalin diizglin ve diizlemsel olan araylizeyinde olusan Yiizey
Plazmon Polariton (YPP) dalga vektord, n; dielektrik ortamin karmasik kirma indisi ve n,

metal tabakanin karmasik kirma indisi, w agisal frekans, c 1sik hizi olmak lizere;

[1,2,7] (3.1)

formld ile tanimlanmaktadir. Kullanilacak olan bir prizma yardimiyla 15181, YPP moduna
eslemek  mumkindidr. Ancak bununla beraber, biyomolekiiler algilama

uygulamalarinda plazmonlarin optimum seviyede uyarilabilmeleri icin kullanilan
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materyallerin, uyarilma dalgaboyunun ve geometrik konfiglirasyonun kritik &nemi
bulunmaktadir.

Sekil 3.1’de goéruldiglu gibi sinGzoidal bir ylizey topografisinin bulunmasi halinde
eslenme durumu, kirnnim aginin paterni ile modifiye edilebilmekte ve belirli bir acida
ylizeye inen dlzlemsel bir dalga, ylzey plazmonlarina eslenerek rezonans durumu

olusturulabilmektedir.

nm
40

20

-20

-40

Sekil 3.1 Ornek bir kirlnim aginin AFM yiizey topografisi ve SEM gériintiisii
Kirtnim aginin esleme amagli kullanilmasiyla (prizmali esleme yontemine alternatif
olarak) kirinim agi periyodu denilen yeni bir parametre karsimiza ¢ikmaktadir ki; bu
parametre, eslenme sartini kolaylastirmakta ve diger parametrelerin seciminde
esneklik saglamaktadir. Bu durumda rezonans durumuna gegiren eslenme agisi, A
kirinim aginin periyodu ve m pozitif bir tam sayi olmak lizere;

®, =arcsin| Re| — +m—— [1,2, 7] (3.2)

ile ifade edilmektedir. Rezonans eslenmesi, sadece kirinim agi yoninin 1sigin gelme

diizlemine dik oldugu TM polarizasyonunda gerceklesmektedir.
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3.2 Kirinim Agi Yapisinin Modifikasyonu

Kirinim Ag1 yapisi olarak, CD ve DVD gibi optik depolama ortamlarinin kirinim agli
plazmonik deneylerde kullanildig bilinmektedir [63, 64]. Bu veri disklerinin ve bunlara
ek olarak bluray veri depolama ortaminin, uygulanmasi basit bir takim fiziksel ve
kimyasal islemler sonrasinda, kirinim agi eslemeli plazmon rezonansinin uyarilmasi igin
nasil en uygun sekilde modifikasyona tabi tutulmasi gerektigi Uzerine UNAM’da

birtakim galismalar yapilmigtir [65].

Piyasada kolaylikla bulunabilen optik veri depolama disklerinde Uzerleri dis etkilere
karsi koruma amacli olarak kaplanmis, dalgali bir topografik yapi bulunmaktadir. Bu
ylzeyleri basit kimyasal islemlere tabi tutarak keskin ve derin bir YPR piki veren kirinim

agi yapilari elde etmek mimkiindur.

Tez calismasinin bu asamasinda YPR aninin en net bir sekilde gézlenebilmesini miimkiin
kilacak yeni modifikasyonlar yeni optik disk tirleri tGzerinde denenmis ve elde edilen

kirinim agi yapilari karakterize edilmeye ¢alisiimistir.

Kirinim agi1 periyodu, A, CD-R disklerde 1600 nm, DVD-R disklerde 740 nm ve Blu-Ray
disklerde 320 nm olarak olcilmistir (Cizelge 3.1). Tezin konusu olan biyomolekiiler
algilama igin 630-650 nm araliginda gorilebilir kirmizi 1sik kullanilacagi icin 740 nm
periyodu olan DVD yapilarinin kullanilmasi uygun dismektedir. Bu nedenle bu ¢alisma
cercevesinde oncelikli olarak DVD disklerindeki yapilar ve bunlarin optimizasyonu

Uzerinde durulmustur.

3.2.1 Disk Uzerindeki Yapinin Ortaya Cikartiimasi

DVD diskler, Sekil 3.2’de verildigi Uzere, Ust Uste oturtulmus iki ince polikarbon
tabakadan olugmaktadir. DVD ylizeyinde olusturulan kiguk bir ¢entik yardimiyla bu iki
tabaka dikkatlice birbirinden ayrildigi zaman, bir tarafta Uzerinde etiketlemenin
yapildigi islevsel olmayan tabaka, diger tarafta da lizerinde bu iki katmani yapistirmak
icin kaplanmis olan ince bir polimer boya tabakasiyla kaph olan kirinim agi desenli
tabaka kalmaktadir (Sekil 3.3). Bu polimer boya tabakasi izopropanol alkolle
cikartildiktan sonra, ortaya ylizey plazmonlarini eslemeye yarayacak olan yaklasik 100

nm derinlige sahip kirinim agi1 yapisi ctkmaktadir.
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Cizelge 3.1 Optik disklerin fiziksel verileri

Disk Tari Periyot (nm) Derinlik (nm)
CD 1600 nm ~ 180 nm
DVD 740 nm ~ 100 nm
BD-R 320 nm 40 nm

/ Etiketli Yiizey

¢ Polikarbon tabaka

/— - s s s s - /YamgtlrmatabakaSI
wv\

Ayirma Ekseni Kirinim Agi Tabakasi
¢ Polikarbon tabaka

Sekil 3.2 DVD diskin fiziksel yapisi
Sekil 3.3 Plakalari ayirilmis DVD diski
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3.2.2 Kirinim Agi Derinliginin Ayarlanmasi

Calismalar sirasinda kullanilan 662 nm dalga boyundaki gorilebilir kirmizi LED 1sik
kaynagi icin PCGrate®-S(X) simulasyon programiyla hesaplanan teorik optimum kirinim

agi derinliginin Sekil 3.4’te verildigi Gizere 40 nm oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.4 662 nm 151k kaynagiyla farkl kirinim agi derinliklerinde (a) 30 nm, (b) 40 nm,
(c) 50 nm, (d) 60 nm, (e)70 nm, (f) 100 nm goriilen YPR egrileri.

Diisey eksen i1s18in TM modunda sogurulma oranini, yatay eksen ise 1sigin gelme agisini
vermektedir.

Standart bir DVD-R diski Gizerindeki kirinim agi deseninin bélim 3.3.1’de bahsedilen
yontemlerle ortaya ¢ikartiimis halinin AFM ile 6lglilmis ylzey topografisi Sekil 3.1’de

verilmistir. Uretimleri geregi 100 nm veya daha fazla derinlige sahip olabilen kirinim agi
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yapisinin bu haliyle keskin bir YPR egrisi vermedigi, en ideal YPR aninin 40 nm civarinda
derinlige sahip kirnim agi vyapilariyla gozlemlenebildigi bu sekilde teorik olarak

hesaplanmistir. Bu hesaplamalarin deneysel ispatlari da ileriki bélimlerde verilmistir.

3.3 Kiritnim Aginin Optimizasyonu

Isik kaynagindan ylizeye gelen fotonlarla, uyariimis ylizey plazmonlari arasindaki
momentum uyusmazligl dizlemsel yizeylerde dogal bir eslenmeyi (fotonlarla ylizey
plazmonlarinin enerji eslenmesi) olanaksiz kilmaktadir. Plirlizstiz diizlemsel bir metal ve

dielektrik ara ylzeyinde ylzey plazmon polariton (YPP) dalga vektori olan kYPP,

W EmE W
Kypp — |—024 >k o =—[¢ [1,2,7] (3.1)
YPP ¢\ ey + &g gelen c d

denkleminde verildigi Gzere her zaman gelen 151gin havada sahip oldugu dalga vektoru
kgelen degerinden daha buyuk bir degere sahiptir. Burada g, metal katmaninin, g4 ise
dielektrik katmanin permitiviteleridir. Bu enerji eslenmesi ve momentum uyusmasi
durumunu gergeklestirmenin yollarindan birisi kirinim ag diizeni uygulamaktir. Uzeri
belirli bir periyoda sahip sig kirinim oluklariyla sekillendirilmis diizlemsel metal bir
ylzeyin varligi Esitlik (3.1)’de verilen denklemi, m’nin kirlnim derecesini temsil eden
tamsayi degeri, A'nin kirilnim aginin periyodu ve Kgejen,diziemici ‘'nin gelen 1sigin diizlem

icindeki paralel vektoriini temsil ettigi

2z
I(YPP = mT + kgelen,d[]zlemi(;i [1,2,7] (3.2)

denklemine donustlirmektedir. Boylece yiizeye yaklasan diizlemsel bir dalga belirli bir

gelme agisinda rezonatif olarak yiizey plazmonlariyla enerijisini

G)R:arcsin[Re{ ‘m j m/l} (1,2, 7] (3.3)

Em t &4 gdA

denklemi uyarinca esleyebilmektedir.

Optik disklerde varolan dogal kirinim ag1 topografisini ayarlamak, sifirdan kirinim agi
yapilari olusturmak igin karmasik mikro-tretim cihazlarinin devreye sokulmasina
kiyasla hem zaman hem de mali yonden oldukga etkili bir yontem olarak karsimiza

ctkmaktadir. Segilen 1sik kaynaginin dalga boyuna bagh olarak bu ¢alismada dogal
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kirinim periyodu A = 740 nm olan DVD diskleri kullaniimistir. Optik bir DVD diski yapisal
olarak, arasinda spiral kirnnim agi vylzeylerinin oldugu iki polikarbonat diskten
olusmaktadir. Tekrar yazilabilir olanlarinda kayit ortami olarak genellikle sert bir
kalkojenit malzeme kullanilirken, DVD-R cesitleri daha zayif ¢oziicilerle ¢oziinebilen bir
boya tabakasi kullanmaktadir. Arada kalan kirinim agi yapisinin ortaya gikarilmasi igin
diskin bir kenarina mekanik olarak atilan bir ¢entikten faydalanarak birbiri Gzerine
oturtulmus iki ylzeyden Ust tarafta kalan koruyucu olani fiziksel olarak kigik bir
kuvvet uygulayarak digerinden ayirmak mimkindir. Bu yontemle birbirinden ayrilan
ylzeylerden Uzerinde kirinim agi yapisi bulunan yiizeye zarar vermeden, Uzerinde
bulunan ince boya tabakasi izopropanol ya da seyreltilmis nitrik asit yardimiyla
¢Oziindurilerek ulasilmak istenen desenli yapi ortaya cikarilabilmektedir. Tipik olarak
100 nm ya da daha fazlasi bir derinlige sahip olan bu ortaya gikartilmig kirinim aglari,
bu halleriyle keskin rezonans egrileri gozlemlenmesini mimkin kilmadiklarindan, oluk
derinliklerini optimal seviyeye indirmek igin 1:4 oraninda aseton/izopropanol ¢ozeltisi
ile diskin polikarbonat katmani, érnegin ¢ozelti icerisinde deneysel olarak tekrarlanarak
optimize edilmis stireler (20 - 30 sn.) icerisinde cok hafifce calkalanmasi suretiyle islak
asindirmaya maruz birakilmistir. Kullanilan ticari optik disklerin ¢esit ve markasina bagh
olarak on saniyeden birka¢ dakikaya kadar zaman alan asindirma islemi ile istenilen
derinliklere ulasilabilmistir. Bunun sonrasinda ylzeyler vakum altinda isil buharlastirma
yontemiyle metal kaplanmistir. Bahsedilen yontemlerle optimize edilen farkh kirinim
agi profilleri icin yapilan deneysel 6lctimlere ve “glicli eslenmis dalga analizine” [12-18]
(Rigorous Coupled Wave Analysis - RCWA) dayali olarak yapilan similasyonlar
sonrasinda, istenilen en keskin rezonans egrilerinin elde edilebilmesi icin optimum

kirinim agi oluk derinliginin 35-40 nm mertebelerinde oldugu sonucuna ulasiimistir.

Diger taraftan farkh ticari optik disk cesitleriyle calisirken, DVD-RW’lerin bu tez
calismasinda elde edilen optimum kirinim agi profiliyle 6rtlstiglu saptanmistir. Bu
tespit sayesinde islak asindirma islemi elenmis olmakla birlikte elde edilmek istenen
kirnmm agi kaliplarinin  hatasiz kopyalanabilirligi (dolayisiyla ayni  sonuglarin

tekrarlanabilirligi) ciddi bir sekilde artirilmis olmustur.
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3.4 Materyal ve Yontem

En keskin YPR gorintlsini elde etmek igin degisik yontemler denenmistir. B6lim
3.2.1’de bahsedilen teknikle Gzerindeki kirinim agi yapisi ortaya ¢ikarilan DVD diskten
islenmek Uzere pargalar kesilmis (Sekil 3.5) ve 40 nm mertebelerinde kirinim agi
derinligine ulasmak Uzere kesilen bu DVD disk parcalari farkli siirelerde 4:1 oraninda
izopropanol alkol ve aseton karisimi icerisinde hafifce calkalanmistir. Bu hafifce
calkalama isleminin, kirinim agi yapisinin homojen bir sekilde asindirilmasina énemli
katkisi oldugu gozlenmis ve istenilen derinlige ulasmak icin ideal slirenin 10 sn ile 1

dakika arasinda degistigi tespit edilmistir.

Sekil 3.5 Farkh derinliklerde asindirilmak tizere hazirlanmis DVD kesikleri.

Hazirlanan oOrneklerde 40 nm mertebelerinde derinlige sahip dlizgiin sinlizoidal

ylzeyler olusup olusmadigi AFM’de gorintilenmistir.
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Sekil 3.6 35 nm derinligindeki optimize edilmis kirinim agi yapisinin AFM ile deneysel
olarak 6lctlmus cizgisel profilinin simulasyon sonucu teorik olarak hesaplanmis

sintzoidal kirinim agi profiliyle karsilastiriimasi.
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3.5 Metal Kaplama islemi

Yiizey plazmonlarini istenilen diizeyde iyilestirilmis (keskinlestirilmis) rezonans egrileri
verecek sekilde uyarabilmek igin uygulanmasi gereken en uygun metal kaplamasi
isleminde 6nimiizde temel degiskenler olarak materyal secimi ve kaplama kalinlig
bulunmaktadir. Materyal segimi, kirinim indisi degiskenini etkilerken, kaplama kalinlig
ise sogurularak azalan plazmonik dalga vektorinin ilerleyisine etkimektedir. Gelen 1sik
kaynagi olarak 633 nm’lik dalgaboyunun kullanildigi deneylerde, aliminyum ve altin
malzemeleriyle yapilan kaplamalara kiyasla glimis kullanildigi durumda en keskin
plazmon rezonans egrilerinin gozlemlendigine dair simulasyon sonuglarinin [66]
deneysel olarak dogrulandigi gdzlemlenmistir.
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B g 10 11 12 13 14 15 16 17
Isigin Gelis Agisi (derece)

Sekil 3.7 Gelme acisina bagh olarak farkl metal kaplamalari icin yansima spektrumu

(A=633 nm, kirinim agi periyodu A=740 nm) [66].
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Kaplama kaliniklarina bagli RCWA similasyonlari [66] ve deneysel olarak yapilan
dogrulamalar sonrasinda 35 nm kalinliginda yapilan gimis kaplamasinin keskin
rezonans egrileri elde etmek igin en uygun kaplama kalinligi olarak karsimiza ¢iktigi

tespit edilmistir. Sekil 3.8’de verilen teorik hesaplamaya dayali simulasyon sonugclariysa

1 T T T T T

o.8r
D7
0D.&F

04r — M Yansima

—— TM Transmisyon
TM sogurulma

o AN

n 'l 'l 'l L 'l
0 ] 10 19 20 25 30

0.3r

Isik Siddeti

Isigin Gelis Agisi (derece)

Sekil 3.8 TM modlarindaki yansima, transmisyon ve sogurulma verisinin similasyon
sonuglari (sinGizoidal oluk derinligi 40 nm, giimis kaplama kalinhgi 35 nm,

gelen i1sik dalgaboyu 633 nm iken).

idealize edilmis kaplama metaryeli (giimis) ve kaplama kalinligi bulunan ytzeylerin
farkli modlardaki isik tepkilerini géstermektedir. Bu teorik hesaplamalar, RCWA olarak
isimlendirilen ve Maxwell denklemlerini temel alan ‘Gli¢li Eslenmis Dalga Analizi’
algoritmalari iceren [12-17] ve kullanilan kaplama malzemesinin optik 6zelliklerini de
hesaplamalarla iliskilendirerek kaynaktan gelen isinlarin ince metal film ylzeyi
tarafindan sogurularak yiizey plazmonlarinin uyarildigi durumu, yiizeye gelen isinlarin
yuzeye gelis acilarina bagh olarak sergileyecegi ylizeyden yansima/transmisyon ve
sogurulma durumlarini o6lcilen 1sik siddetindeki degisimlere bagh olarak simile

etmektedir.
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3.6 Yapilan Denemeler ve Sonuglari

Deneme 1: ilk yapilan denemede asindirilmis DVD &rnegi Uzerine buharlastirma
yontemiyle 50 nm kalinliginda Ag (giimus) kaplanmis ve Sekil 3.9’daki AFM gorintlisu

elde edilmistir.

0 0.4 0.8 12 18 2
pm

Sekil 3.9 50 nm Ag kapli asindirilmis DVD 6rnegi.

Kaplanacak ylzeyler, keskin kenarli ve dar periyodlu olmadigindan daha yliksek ylzey
plrtzsazlUgl saglayan isil buharlastirma yontemi tercih edilmistir. Buharlastirarak
kaplama yonteminin sagarak kaplama yontemine gore ylizey girintilerine daha esit bir
sekilde kaplama yaptigi ancak bu islem sirasinda buharlastirma hizi ve sicakligi optimize
edilmedigi takdirde az da olsa ylizeyde Ag topaklanmalari olusabildigi Sekil 3.9'da

verildigi sekliyle gbzlenmistir.

Hazirlanan bu 6rnegin elipsometrik 6l¢iim sonuglari Sekil 3.10’da verilmistir. 400 ile 900
nm dalgaboylari icin 5 ile 25 derece arasi tarama yapildiginda gozlemlenen YPR
egrilerine bakildiginda, 480 nm dalgaboyunda, sogurma orani olan tan { =tan 16 = %
28 degerini ve 580 nm dalgaboyunda tan 20 = % 36 degerini verdigi gorilmektedir
(kelime anlami olarak sogurma seklinde tanimlanabilecek olan absorbsiyon’un miktari
yluzde olarak psi’nin tanjant degerine esit olmaktadir). Bu sonuglar istenilen
sogurulmanin, YPR aninin net bir sekilde gozlemlenebilmesine karsin, istenilen
keskinlikte bir YPR egrisinin gbzlenmesini saglayacak bir orana ulasamadigini

gostermektedir.
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Elipsometrik Deneysel Veri
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Sekil 3.10 50 nm Ag kapli asindirilmis DVD 6rneginin elipsometrik 6lciimda.

Deneme 2: “Deneme 1” de bahsi gecen yilizeyde homojen bir sekilde yayilmadigi
gozlemlenen Ag tabakasinin iyilestirilmesi icin isil yontem kullaniimasinin denemesi
yapilmis ve Sekil 3.11’de verildigi lizere topografik yapinin biraz daha homojenize

oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 3.11 Deneme 1’deki 6rnegin isil yontemle (170 C hot plate)

yluzey pulrizsizlGginin iyilestirilmesi sonrasi
(a) 6rnek ylizeyi ve (b) 6rnegin AFM ylizey topografisi.
Deneme 3: Daha plrlizstiz bir kirnim agl yapisina ulasabilmek igin ikinci deneme
cercevesinde silikon tabanli bir polimer olan PDMS (Polidimetilsiloksan) kullanilarak

kaliplama yontemi kullaniimistir. Bu yontemle kirinim agi yapisi PDMS lzerine basilarak

istenilen baska bir tabana kopyalanabilmekte [67] ve bu PDMS’li kirinim agi yapisi YPR
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uyarilmasi igin kullanilabilmektedir [8]. Sekil 3.12’de bu kopyalama isleminin

gorsellestirilmis olan adimlari verilmistir.

Q)] ModifiyeDVD R “ ) “

Siltaban e)“ 0 “

Sekil 3.12 (a) DVD disk pargasi Uzerine (b) hizli déndiirme yéntemiyle yayilan ince bir
PDMS tabakasi yardimiyla (c) kopyalanan kirinim agi yapisi, (d) ince bir fotorezist

tabakasi lizerine (e) baskilama yapilan PDMS kalibi isil isleme tabi tutulduktan sonra
(f) ytizeyden sékiilerek alttaki Si taban lzerine gegirilmis olur.

Bu yontemle olusturulan ve istenilen kirinim agi yapisinin sablonunu olusturan PDMS

kalibinin AFM goriintiist Sekil 3.13’te verilmektedir ve kaliplanan yapinin pirizstz bir

ylzeye sahip oldugu gorilmektedir.

04

Sekil 3.13 — DVD disk tizerinden PDMS ile kaliplanmis kirinim agi yapisi.

Sekil 3.12’de d,e ve f adimlarinda anlatildig! (izere ince bir cam taban lzerine nano-
Olcekli baskilama yontemiyle gecirilen kirinim agi yapisinin resmi Sekil 3.14 (a)’da; artik

kullanima hazir olan bu yapinin AFM gorintisi ise Sekil 3.14 (b)'de verilmektedir.

Kopyalanan yapinin plriizsiz topografik yapisi dikkat cekmektedir.
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Sekil 3.14 (a) PDMS kalipla ince cam taban Gzerine baskilanmis kirinim agi yapisi,
(b) PDMS kalipla baskilanmis kirinim agi yapisi.

Deneme 4: En ideal kirlnim agi yapisini olusturabilmek icin piyasada bulunan cesitli
DVD disk gesitleri ve markalari denenmis ve maxell marka yazilabilir DVD-RW disklerde
40 nm mertebelerinde derinlige sahip sintizoidal periyodik bir yapinin kullanildigi tespit
edilmistir. Onceki denemelerde bu derinlige ulasmak icin asindirma ydntemi
kullanilmasi gerekirken, bu model optik veri depolama diskleri secildigi takdirde,
kirinim ag1 yapisini ortaya ¢ikarmak igin kullanilan asindirmaya dayali oluk derinligi
optimizasyonlarina gerek kalmadigi saptanmistir. Boylece asindirma islemi sirasinda
ylizeyin topografik yapisinda meydana gelen dizensizlikler de ayrica bertaraf edilmis
olmaktadir. Sekil 3.15’te bu DVD-RW yapisinin isleme tabi tutulmadan AFM goriintlsu

verilmektedir.

Sekil 3.15 Maxell DVD-RW diskin islenmemis yiizey yapisi
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Ylzeyin plrlzstz yapisi ve ideale yakin olan 40 nm’lik kirinim agi derinligi sekilden
gorilebilmektedir. Bu DVD-RW disk Uzerindeki kirinim agi yapisi daha 6nceden
bahsedilen yontemlerle ortaya ¢ikarildiktan sonra tzeri 35 nm kalinhginda giimus ile
kaplanmis ve bu 6rnegin elipsometrik olciim sonucu Sekil 3.16’da verilmistir. Yatay
eksende gorilen dalgaboyu araliginda, 6rnek lizerine yollanan 1sigin gelme acisi 15
dereceye ayarlanmis durumda TM modunda yansima oranini gésteren sekilde, 590 nm
ve 940 nm dalgaboylarinda iki tane olmak (zere karakteristik YPR egrileri
gozlemlenmektedir. 590 nm dalgaboyunda yansima oraninin % 10 gibi disuk bir
oranda kalmis olmasi, 1sigin bu 15 derecelik gelme acisinda ylizeyde % 90 oraninda
sogurularak, yuzey plazmonlarinin uyarildigini ve dolayisiyla keskin bir YPR aninin

goriintilenebilecegini gostermektedir.

Elipsometrik Deneysel Veri
14

Yansima Miktari

00 L l L | L | L
400 600 800 1000 1200

Isigin Dalgaboyu(nm)
Sekil 3.16 35 nm Ag kapli Maxell DVD-RW 6rneginin elipsometrik 6l¢cimd.

Bu tatmin edici dlcim sonuglarindan sonra deneylere Maxell DVD-RW disklerinde
bulunan kirinim agi yapisi kullanilarak (ve bunlarin kopyalanmasi gergeklestirilerek)
devam edilmesine karar verilmis ve hazirlanan érnegin laboratuvar ortaminda yeniden

tasarlanan optik deney diizeneginde test edilmesi asamasina gecilmistir.
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3.7  Kullanilan Deney Diizenekleri

YPR prensibiyle calisacak olan hedef biyo-algilayici sistemin yapisi en temel haliyle

sunlardan olugsmaktadir:
e Isik kaynagi,
e Uzeri YPR'yi olusturacak olan 35 nm mertebelerinde Ag/Au kapli kirinim agi yapisi,
e Yansima®' modunda calisilacaksa gérintiileme amacli standart bir CMOS kamerasi,

° Transmisyon2 modunda c¢alisilacaksa goériintlileme amagh standart bir CMOS

kamerasi ya da okuma yapma amach isik algilayici bir taban.

1 Bu tez ¢alismasinda kirinim aginin karakterizasyon ve optimizasyonunun ilk asamalarinda yansima
modunda da ¢alisiimis ve geleneksel okuma yéntemi olan kamerali diizenekler tasarlanmistir.

llerleyen asamalarda ise transmisyon modunda 6ncelikle kamera ile goriintileme yapilmis, sonraki
asamalarda ise yine ayni modda calismak lizere butlinlesik 6zglin tasarima gegilerek (Bolim 4) kamera
devre disi birakilarak yerine 1sik algilayici taban kullanilmaya baslanmistir.
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3.7.1 Diizenegin Tasarlanmasi

Sekil 3.17’de gorilen dizenekte; (A) — 633 nm dalgaboylu Helyum-Neon lazer isik
kaynagi, (B) — lazerin aydinlatma capini daraltmak icin optik fiber kablo ve odaklamak
icin mercek, (C) — Kirnim Agi Yapisi, (D) — Agisal olarak kontrol edilebilen hareketli bir
slrticii ve gorintiileme amach olarak CMOS kamerasi kullaniimistir. Kirinim aginin
Uzerinden akan ve kirinim indisi degisiklik gosterecek farkli sivilarin igerisine
pompalanabildigi bir akis haznesi (Sekil 3.18) tasarlanmis ve (D) hareketli sahnesinin

Uzerindeki (C) platformuna yerlestirilmistir.

Sekil 3.18 Sivi Akis Haznesi
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3.7.2 YPR Aninin Gozlemlenmesi

Bu tez calismasi esnasinda okuma yapma ve goriintiileme maksadiyla sirasiyla

asagidaki dizenek yapilari tasarlanmistir.

: Isik Algilayici Taban

Sekil 3.19 (a) Yansima Modu, (b) Transmisyon Modunda kameral goriintiileme,
(c) Transmisyon Modunda bitinlesik algilayici tabanla okuma yapma.

Belirli bir aciyla, lzerinden mikro-akiskan kanal akan kirinim ag yapisi (izerine
gonderilen He-Ne lazer kaynagi, ylizey plazmonlarini uyarmakta ve 17 derecelik bir agl
altinda normalin sag tarafinda eksi mertebeli transmisyon deseni olustugu Sekil 3.20’de
arkaya yerlestirilen beyaz fon lzerinde gorilmektedir. Ters yonde isigin -17 derecelik
bir aciyla kirlnim agi Gzerine dlstrilmesi durumunda normalin sol tarafinda arti

mertebeli eslenik bir transmisyon deseni olusacaktir.

Sekil 3.20 — YPR aninin transmisyon modunda gozlemlenmesi

YPR aninin yansima ya da transmisyon modlarinda gézlemlenmesi mimkindur. Her iki
¢alisma modu da kendine 6zgl 1sik desenleri yaratmaktadir. Calismalar esnasinda
YPR’nin gozlemlenmesi igin farkli kirtnim agi substratlari da olusturulmustur. Yansima
modunda gozlemleme yapmak igin tek kath kirinim agi yapisi, transmisyon modunda
gozlemleme yapmak iginse hem tek katli hem de butinlesik i1sik algilayici tabanli yapilar

denenmis ve tez icerisinde yeri geldigi zamanlarda anlatilmaktadir.
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BOLUM 4

0zZGUN BUTUNLESIK ALGILAMA MEKANIZMASI

“Yizey Plasmon Rezonansi prensibine dayali biyosensor tasarimi” konulu doktora tezi
calismasinin temel 6zglin yonlerinin anlatildigi bu bélumd, gelistirilmis olan algilama
mekanizmasinin yapabildiklerini test etmek amaciyla kurgulanmis bir dizi molekiler
etkilesim protokoliniin denenmis oldugu son bolim takip etmektedir. Bu bolimde,
bahsi gecen biyosensoriin yapacagl hassas optik algilamalarda kullanilacak olan
alternatif kirinim agi yapilarindan yola ¢ikilarak en uygun yapinin Uretim asamalari
anlatiimaktadir. Elde edilen en uygun kirinim agi yapisina, plazmonik rezonansin
algilanmasi amaciyla 1siga duyarl bir foto-diyot taban bitiinlestirilmis, icinden akitilan
sivi yogunluklarindaki degisimlere bagh rezonans kaymalarinin tespit edilmesi amaciyla
da sirsiyla makro ve mikro 6lgekli sivi-akis kanallari sisteme butlnlegtirilerek, en temel

anlamda bir biyo-algilayici mekanizma olusturulmustur.

4.1 Akis Sisteminin Olusturulmasi

Etkilesimleri gozlemlemek Uzere algilayici YPR ylizeyi Uzerinden biyolojik d6rneklerin
akitilmasi gerektiginden butilnlesik olarak tasarlanan akis sisteminin optimizasyonu

sirasinda gesitli denemeler yapilmistir.
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Optimize YPR tabani

Guines hicresi plakasi

Bakir kontakt plakasi

Akig Hucresi PMMA plakalar

Sekil 4.1 Bitunlesik Akis Hiicresi Tasariminin Optimizasyonu: (a), (b) Akis giris-cikis
borulamalari, (c) Isik algilayici tabanin kablolamasi.

Akis hicresinin sizdirmazhgini saglayacak sekilde giris-¢cikis borulamasini yapmak ve
akis sirasinda hicre icerisinde hava kabarciklarinin olusumunu engelleyebilmek
maksadiyla sayisiz akis hicresi tasarimi algilayici mekanizmaya butinlestirilmeye
calisilmis ve sonucta bu kriterleri gercekleyen Sekil 4.1'de gosterilmis olan iki adet

basarili tasarim tekrarlanabilir halde Uretilebilir hale getirilmistir.
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4.2 Deney Diizeneginin Olusturulmasi

Tez calismasinin onceki fazlarinda karakterizasyon ve optimizasyonu basariyla
sonlandiriimis olan kirinim agi yapili YPR’ye dayali bitlinlesik algilayict mekanizma Sekil
4.2'de isaretlenmis oldugu Uzere (i¢ tabakadan olusmaktadir. (a) En altta YPR
transmisyon modunda gecen 15181 yakalayan isik algilayici glines hiicresi kesmesi (daha
detayh bilgi icin bknz. EK-B), (b) onun Uzerinde kirinim agi yapisi gomili optimize
edilmis bir optik dvd kesmesi ve (c) bu YPR ylizeyi lizerinde mikrolitrelik akis hacmine
sahip butinlesik bir akis hiicresi ile bu hicrenin giris ¢ikis borulama tertibati yer

almaktadir.

(a) (c)

(b)

Sekil 4.2 Butlnlestirilmis algilayici mekanizmanin katmanlari.

Akis sirasinda kotrollii ve etkili bir ylizey immobilizasyonu saglanabilmesi igin peristaltik
bir pompa (Sekil 4.3 (a)) kullanilmaktadir ve akis hizi 10 rpm’de 0.368 mililitre/dakika
olarak optimize edilmistir. Optoelektronik algilama yapilmak Uzere 6nceden belirli
derisimlerde hazirlanmis biyolojik drnekler (Sekil 4.3 (b)), peristaltik pompa yardimiyla
YPR algilayici yuzey (Sekil 4.3 (d)) Gzerinden akitilmaktadir. Akis hiicresi icerisinden
gecen biyolojik orneklerin algilayici yizey Gzerinde yarattiklari plazmonik degisimin
gozlemlenebilmesi icin ise; 1sik kaynagindan (Sekil 4.3 (f)) gonderilen 1sinin distugi
nokta 3 eksende hareketli tabla (Sekil 4.3 (c)) ile ayarlandiktan sonra bilgisayar
kontrollii doner tabla (Sekil 4.3 (e)) yardimiyla algilayici yiizey -50 ile 50 derece
arasinda kic¢lk adimlarla taranmakta ve YPR acisi kaymasi aletsel olarak

kaydedilmektedir.
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Sekil 4.3 Biyomolekiiler Etkilesimleri Algilamak lizere olusturulmus Deney Diizenegi:
(a) Peristaltik Pompa, (b) Biyolojik Ornek, (c) 3 eksende hareketli tabla,
(d) YPR algilayici butiinlesik akis hiicresi, (e) Bilgisayar kontrollii doner tabla,
(f) Lazer diyot 1sik kaynagi (650 nm, < 5mW).

Yukarida olusturulmus olan algilama donanimi, gerekli okuma ve olciimlerin
yapilabilmesi amaciyla cevre birimleriyle (Sekil 4.4) birlikte tasarlanmistir. Olgiim
esnasinda belirli bir a¢i araliginda tarama yapilarak isik algilayici tabandan gelen
degisken akim degerleri kaydedilerek gizdirilmekte (Sekil 4.5) ve bu sekilde olusan
rezonans anlari gercek zamanl olarak ve/veya ayrik zamanh olarak takip

edilebilmektedir.

Sekil 4.4 Deney dlizeneginin kontrol ve okuma birimleriyle olan baglantilari:
(a) Isik algilayici tabanin mikroamper okumalarinin yapildigi kaynak-olger,
(b) Labview kontrol arayuzli [Hasan Giiner’in dederli katkilariyla],

(c) Isik kaynagini ayarlamak igin fonksiyon treteci, (d) Doner tablanin siricusd,
(e) Biyomolekiler etkilesim algilama diizenegi.
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Sekil 4.5 Labview araylziinde arti ve eksi birinci ve ikinci plazmonik harmoniklerinin
olusumunun gozlenerek kaydedilmesi.

4.3 Bitiinlesik Algilayici Mekanizmanin Prensipte Calisirliginin Arastirilmasi

4.3.1 Kirinim Ag Profilleri

Kirinim agi ylzeylerinin geometrik optimizasyonu, periyodisite, oluk derinligi, ylzey

profili ve is cevrimi (duty cycle) olmak tzere birtakim sinirlamalara baglidir. A degiskeni

ile tanimlanan periyodisite, bu tez galismasinda kullanilan DVD optik diskleri goz

onitinde bulunduruldugunda tipik olarak 740 nm’lik bir degerle sabitlenmis durumdadir.

Kullanilan disklerde dogal olarak var olup optimize edilebilen ylizey profili yapisi ise

Sekil 4.6’daki gibidir.

Sekil 4.6
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DVD’lerde dogal olarak bulunup optimize edilebilen kirinim agi yapisi.
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Kirinim ag1 yapisinin karakteristik parametresi olan oluk tepesi genisliginin (275 nm)
kirinim ag1 periyoduna (740 nm) oranini veren is ¢evrimi (duty cycle) parametresi de
onceden belirlenmis olan yaklasik %37 mertebesinde bir degere sahip bulunmaktadir.
Kirinim aginin  derinligi ve sekli, plazmonik rezonansin genisligini, diger bir
tanimlamayla kalite faktorlinli etkilemektedir. Rezonansa gecme acisinin, rezonans
egrisinin yari maksimum degerinde sahip oldugu tam genislik degerine (Full Width at
Half Maximum) oranini ifade eden kalite faktorli, rezonans egrilerinin keskinliginin bir

Olgisudr.

Kirinim agi yapilar, atomik kuvvet mikro-goriintiilemesi (Atomic Force Microscopy)
kullanilarak karakterize edilmistir ve elde edilen optimum ylizey topografisi Sekil
4.6'daki ekli kiicik resimde gosterilmistir. Sekil 4.6'nin kendisi tekdiize bir sinlizoidal
yuzey profiliyle arastirmalarimizda kullanilan  iki-harmonikli  ylizey profilini
karsilastirmaktadir. Hazirlanan giimis kapli kirinim aglarinin profilini kesin bir sekilde
ortaya koyan AFM topografi goriintileri goz 6niinde bulundurularak, genis bir alanda
ortalamasi alinmis temsili bir c¢izgisel profil, RCWA similasyonlarina tasinarak,

elimizdeki gergek kirinim agi profiline dair teorik ¢ikarimlar yapilmistir.
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Sekil 4.7 Optimize edilmis kirinim aginin AFM hat profili
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Sekil 4.8 Optimize edilmis kirinim aginin PCGrate’e tasinmis hat profili
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Bunun igin optimize edilmis kirinim agi yapisinin AFM’de alinmis ylzey topografisi
bilgisi kullanilarak hesaplanan bu yapilara ait cizgisel hat profilleri (Sekil 4.7), teorik

simulasyonlarin yapilacagl PCGrate programina aktariimaktadir (Sekil 4.8).

Tekdize bir profil kullanimina kiyasla iki-harmonikli bir yizey profilinin devreye
sokulmasinin ikinci dereceden olan kirinimi giiglendirmekte oldugu tespit edilmistir.
Sekil 4.9'da 550 nm’lik dalgaboyuyla gelen isik altinda, olusan birinci harmonikle
beraber az 6nce bahsedilen sekilde gliglendirilmis olan ikinci harmonigin gosterimi
yapilmistir. Sekil, plazmonik yansimaya dair hem teorik RCWA similasyonlarinin hem
de deneysel elipsometrik 6lgim sonuglarinin ne kadar iyi bir sekilde 6rtlstiguni

vurgulamaktadir.

Yansima Miktari

0.2t .
—— Deneysel Veriler
0.1 — - = Teorik Veriler
D. L 'l L
15 20 25 30 35

Isigin Gelis Agisi (derece)

Sekil 4.9 Optimize edilmis kirinim agi yapisinin havada 550 nm’lik dalgaboylu 151k
altinda sergiledigi yansima davranisinin 1. ve 2. dereceden plazmonik rezonans
uyariimalari goésterdigi deneysel (elipsometrik) ve teorik (RCWA similasyon) sonuglari.

Diger bir taraftan da kirinim aglarinin iki-harmonikli ytizey profili Sekil 4.10’da verildigi
Uzere, kaynaktan gelen 1s18in gelis acisi degistiriimeden iki farkh dalga boyunda

plazmonik rezonans piki gbézlemlenebilmesini mimkiin kilmaktadir.
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Sekil 4.10 Bahsedilen kirinim agi yapisinin 2 farkli dalgaboyunda keskin rezonans veren
elipsometrik lgimda.

4.3.2 Optimize Edilmis Kirnnim Aginda Yiizey Plazmonlari

Oncelikle rezonatif eslenmenin gerceklesecegi uygun gelme acilari tespit edilmistir.
Esitlik (3.3)'teki kirmim agi denklemi, A = 740 nm periyodisiteli giimis kaplamali bir
kirnim aginin 633 nm dalgaboyunda isik kaynagi ile uyarildiginda, rezonansa gecme
acilarini birinci harmonik icin 6R1 = 8.8°, ikinci harmonik icin O6R2 = 44.6° olarak
hesaplamaktadir. RCWA similasyonlari ise Sekil 4.11’de gosterilen deneysel sonuglarla
oldukca iyi derecede oOrtiserek gercege daha yakin bir sekilde bu acilari 6R1 = 10.3°
and OR2 = 42° olarak dngdrmektedir. iki-harmonikli kinnim agi profili kullanmak,
ylksek dereceli harmonikler yaratmayan tekdize siniizoidal kirinim aglarindan farkl
olarak tek harmonik yaninda c¢ift harmonik olusumunu da mimkin kilarak 6R2 = 42°

yakinlarinda gortlen plazmonik rezonanslara yol agmaktadir.

GUmus kaplamali kirinim aglarinin plazmonik 6zellikleri, degisen acili spektroskopik
elipsometre (J. A. Woollam, VASE) kullanilarak yansima spektrumunun o6lgllimesi
suretiyle karakterize edilmis ve buradan elde edilen sonugclarin teorik ¢oziimler yapan
RCWA simiulasyonlariyla kiyaslamali degerlendirme sonuglari Sekil 3.8 ve Sekil 4.9’da

verilmistir.
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Sekil 4.11 Butlinlesik algilayici mekanizmanin, hava ortaminda isigin gelme agisinin bir
fonksiyonu olarak olclilmis, deneysel ve teorik isik-akimi cevabi.

4.3.3 Biitiinlesik Sistem ve Deney Protokolii

Gelen Isik

P AR A

GUmus
Kaplama

Akis Haznesi

0D Tabani

Isik Algilayici Taban

Sekil 4.12 Aygitin kesitsel sematigi.

Seffaf polimetil metakrilit (PMMA) kullanilarak 1500 pum (uzunluk) x 1200 um (genislik)
X 400 pm (derinlik) olgllerine sahip 720 ul'lik sivi kapasitesine sahip bir hazne
yapilmistir. Kanal icerisindeki sivi akimi, kilcal damar etkisinden yararlanmak Uzere
acilan birer sivi giris-cikis deligi ve bu deliklere gémiilmus ince borulama sistemiyle
saglanmistir. Sekil 4.12'de kesiti verilen bu kanal yapisi, Sekil 14.13’te gosterildigi gibi

kirinim agi yapisinin izerine oturtulmustur.
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Yercekiminin pompalayici etkisinden yararlanmak maksadiyla belirli bir ylkseklikte
tutulan iki farkh serum sisesi icerisinde biriktirilen saf su ve %5’lik NaCl ¢ozeltisi farkl
araliklarla ve farkli tekrarlamalarla kanal igerisine birakilarak, tasarlanan algilayici
sistemin kanal igerisinden akitilan sivilarin degisen kirinim indislerindeki ufak

oynamalara verdigi cevaplar tespit edilmistir.

Sekil 4.13 Algilayict mekanizmanin PMMA’den yapilmig butunlesik akiskan kanali ve
giris/cikis borulamalariyla ¢ekilmis fotografi.

4.3.4 S Akis Sistemi igerisinde Plazmonik Rezonans Olgiimleri

Keskin ve glgli rezonans egrileri olusturacak sekilde kirinim agi profillerinin
optimizasyonu  tamamlandiktan  sonra  bir  sivi-akis  kanalinin  sisteme
bitlnlestirilmesiyle, mekanizma kirinim agi eslemeli plazmon rezonansina dayali biyo-
molekiler bir algilayici sisteme donustlrilebilmektedir. Bu tip biyo-algilayicilar sivi
ortamlardaki derisim degisimlerinden kaynaklanan, ortamin kirinim indisindeki ufak
farklilasmalari 6lgmeye dayanarak islev gérmektedir. Boyle bir algilayici mekanizma,
kendisine akiskan bir kanal ve diizlemsel bir foto-diyot tabani bitiinlestirilmis haliyle

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gortlmektedir.

RCWA kullanarak optimize edilmis kirinim aglarinin akiskan kanal igerisindeki gegirim
(transmisyon) spektrumu simiile edilebilmektedir. Sivi ortamlar saf su ve %5’lik NaCl
cozeltisi olmak tizere 633 nm’lik dalgaboylu isik kaynagi ile calisildigi durumda kirinim

indisleri sirasiyla 1.33, 1.342 degerlerini gbstermektedir. Aygitin hesaplanmis olan bu
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gecirim seviyesi (transmitivitesi) Sekil 4.14 (a)’da 1s18in gelme agisinin bir fonksiyonu
olarak verilmistir. Veriler farkh iki sivi ortam icerisinde meydana gelen plazmonik
rezonans egrilerindeki ufak kaymalari gostermektedir. Transmitivite ve isik-akiminin
ylizey plazmonlarinin yaratiimasinda birbirine es nicelikler oldugu g6z oniinde
bulunduruldugunda, Sekil 4.14 (b)’de verilen, algilayici mekanizmanin ayni sartlar
altinda 1sik-akimina olan cevabi, deneysel verilerin, teorik similasyon verileriyle ¢ok iyi

bir sekilde ortistiglini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.14 (a) Farkh kirma indisi olan iki farkli sivi igin, aygitin transmitivitesinin isigin
gelme agisinin fonksiyonu olarak hesaplanmis hali, (b) Isik-akiminin saf su (DI water) ve
%5’lik NaCl ¢ozeltisine verdigi cevabin 1sigin gelme agisina bagli olarak olgimd.

Sonrasinda algilayici sistemin cevabi bir sivi-akis sistemi icerisinde gozlemlenmistir.
Algilayici sistemin kararliigini, hassasiyetini ve tekrar edilebilirligini denemek Uzere iki
farkl sivi (saf su ve %5’lik NaCl ¢ozeltisi) rastgele araliklarla degisimli olarak kanal
icerisinden akitilmistir. Kanal igerisine degisimli olarak bu sivilarin birakildigi anlarda
kirnnim indislerindeki ufak degisimlerin, algilayici tarafindan isik-akiminda meydana
gelen es zamanh degisimler olarak tespit edildigi Sekil 4.15 (a)'da verilmektedir.
Algilayici, sivilarin degistigi anlarda olduk¢ca memnun edici bir tekrarlanabilirlik
sergilemekte ve dayanak cizgisi (izerinde herhangi bir kayma olusmayacak sekilde net
bir kararlihk gostermektedir. Sivi degisimlerine ikinci harmonigin rezonans pikinin
verdigi cevap da Sekil 4.15 (b)’'de goriildigil Gzere birinci harmonikte gorlilene benzer
sekilde oldukga tatmin edici bir davranis sergilemektedir.
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Sekil 4.15 Algilayici mekanizmanin degisen sivilara maruz kaldiginda birinci dereceden
(a) ve ikinci dereceden (b) rezonans pikleri etrafinda sergiledigi davranislar.

Sivi degisiminden kaynaklanan kirma indisi degisimleri etkili bir sekilde 6lcilerek, cok
iyi derecede tekrarlanabilen ve kararli bir sensor cevabi olan, 2.2x108 RIU /y/Hz

mertebelerindeki guirtilti sinirli teorik hassasiyet degerine kiyasla 6.3x10°® RIU /v/Hz

seviyesine esdeger bir kirma indisi glirtltisi hesaplanmistir [68].
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BOLUM 5

AKIS SISTEMI, ALGILAYICI TABAN ve BUTUNLESTIRMEYE YONELIK
ILERI CALISMALAR

“Yiizey Plazmon Rezonansi prensibine dayali biyosensor tasarimi” konulu doktora tezi
calismasinin sonlandirilmasi 6ncesi faaliyetlerin anlatildigi bu boélimde, bahsi gecen
biyosensoriin yapacagl hassas optik algilamalarda kullanilabilecek olasi uygulama
alanlari denenmekte ve bunlarin deneylerinden bahsedilmektedir. Blitiinlesik algilayici
mekanizmanin kabiliyetlerini sinamak maksadiyla kinetigi 6énceden degisik yontemlerle
calisilmis ornek bir ‘DNA hibridizasyonu algilama’ ¢alismasi yapilmaktadir. Farkh
yogunluklarla yapilan karsilastirmali deneylerin Ol¢lim sonuglari ve deney sonucunda
elde edilen farkl vyilzey immobilizasyonlarinin aletsel degerlendirmeleri ortaya
konulmaktadir. Farkli yogunluklarla yapilan karsilastirmal deneylerin 6l¢giim sonuglari
ile akis-hiicresi ve mikro-akiskan kanal kullanilarak tekrarlanan ayni tip deney 6lgim

sonuclari kiyaslamali olarak sunulmaktadir.

Ayrica sisteme butlnlestirilmis akis-kanal yapisinin hem makro hem de mikro
Olceklerde tasarim ve uyarlama faaliyetlerinin ileri asama ¢alismalarindan

bahsedilmektedir.
5.1 Mikro Olgekli Akis Kanali Olusturulmasi

Galhsmanin  biyomolekiler etkilesim deney asamalarinda kullanilmak Gzere
fotolitografik olarak maskelenerek PDMS malzemesiyle kaliplanarak tasarlanmis ve
borulamasi yapilmis ilk mikroakiskan kanal yapisi denemesi Sekil 5.1’de verilmektedir.

Kullanilacak biyolojik 6érneklerin sarf miktarini asgari seviyede tutmak ve ayni zamanda
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da etkilesim siiresini mimkin olabildigince kisaltabilmek gayesiyle mikroakigkan
kanallarin devreye sokulmasi ¢alismalari hizlanarak yayginlasmaya baslamistir [69, 70].
Fotolitografik maskeleme ile fotorezist malzemeden sekillendirilen kanal geometrisinin
pozitif deseni, Sekil 5.1'de gosterildigi Uzere kanal borulamalari yapilarak (Sekil 5.1 —
a;) ve yapilmadan (Sekil 5.1 — a;) PDMS ile kaliplanmistir. Calismanin bundan sonraki
biyoetkilesim deneylerinde kullanilmak tzere farkh fotorezist malzemeler kullanilarak
kanal derinliginin istenilen boyutlara indirilebildigi degisik geometrilerde mikroakiskan

kanallar Uretilebilecegi anlasiimistir.

Sekil 5.1 Mikroakiskan kanal tasarim ve Uretimi - (al), (a2): Fotolitografi maskesinden
kalip hazirlanmasi, (b1), (b2): Hazirlanmis kaliplardan cikartilan mikroakiskan PDMS
kanallar, (c), (d): Mikroakiskan kanalin boru giris haznesi ve kanal geometrisi (60
mikrometre derinlik).

72



5.2 Uygun Kanal Tasariminin Olusturulmasi

Okuma yapilacak alanin kapladigi geometrik pozisyona ve igerisinden gegecek sivinin
istenilen akis dogrultulari géz oninde bulundurularak cesitli sekil ve olgllerde
tasarimlar vektorel grafik olusturmaya izin veren standart bir paket ¢izim programi
yardimiyla Sekil 5.2 (a)’da gosterildigi izere olusturulmus ve bu desenler litografik
baskilama yapilabilmesi amaciyla yiksek ¢ozinurlikte (3600 dpi) Sekil 5.2 (b)'de
gorildigu sekliyle asetat kagidi tGizerine giktilanmistir.

¢ 1Y
S

(a)

) Pl

(b)

Sekil 5.2 (a) Grafik programiyla olusturulmus cesitli kanal desenleri,
(b) Kanal desenlerinin yiksek ¢ozinirlikte asetat kagidi Gzerine c¢iktilanmis halleri,
(c) Desenlerin maske yazicisi kullanilarak cam bir tabna lizerine kromdan
sekillendirilmis halleri.
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istenilen kanal desenlerinin Sekil 5.3’teki maske hizalayicisi yardimiyla uygun bir taban
(cam veya Si-alttas) Uzerine gegirilerek desen kaliplarinin olusturulabilmesi igin
karakterize edilmesi gereken bir takim prosesler bulunmaktadir. Litografi islemi
sirasinda uygulanacak olan pozlama enerjisinin miktari desenlerin ne purizsizlikte ve
¢Ozlinlrlikte istenilen tabana gecirilecegini belirlediginden, bu parametrenin

optimizasyonu bulyik 6nem tasimaktadir.

Sekil 5.3 Maske Hizalayicisi: Hazirlanmis desenlerin kalip tabanina fotolitografik olarak
gecirilmesi islemi. Pozlama dozlari: 1500mJ - asetat lizeri desenli (Sekil 5.2 - b),
150mJ - cam Uzeri krom desenli (Sekil 5.2 - c).

5.3 Mikro-Akiskan Kanalin Uretimi

Mikro-akiskan kanal Gretimi sirasinda optimize edilmesi gereken baslica parametreler
arasinda kanalin derinligi ve diizglin bir sekilde asgari puruzlilik ile kaliplanabiliyor
olmasi yer almaktadir. Bu nedenle litografi ile sekillendirilecek olan 1siga duyarh

fotorezist (PR) malzemenin sec¢imi ve uygulama recetesi hayati 6nem tasimaktadir.

Kanal desenlerinin kaliplarinin olusturulmasi asamasinda asagidaki farkli yontemler,
cesitli receteler uygulanarak defalarca denenerek en uygun kalip elde edilmeye
calisilmistir. Oncelikle bilgisayar ortaminda cizilen grafiksel desenlerin uygun bir yiizeye

gecirilmesi gerekmektedir.
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Sekil 5.4 (a) Dondirerek kaplama yapan cihaz,
(b) Isil olarak PR malzemeyi sertlestiren isitici plakalar.

Secilen tabanlara uygulanan temizlik isleminden sonra, kullanilacak olan PR
malzemesinin Sekil 5.4 (a)’daki kaplayici kullanilarak taban (zerine damlatildiktan
sonra yiksek hizda dondirilerek vyayillmasi yontemiyle kaplanmasi islemi
gerceklestirilmektedir. ilk olarak bu islem sirasinda istenilen et kalinligina ulasilabilmesi
icin (kanal icerisinden oOrneklerin standart hizlarda akabilmesi icin bircok bilimsel
calismada 70-90 um olarak optimize edilmis kanal derinligi gbz Onilnde
bulundurularak) [71, 72, 73] PR malzemesinin hangi hizda, ne siireyle, hangi
ivmelenmeyle ve ka¢ adiml olarak kaplanacagl optimize edilmis ve sonrasinda da
kaplanan PR malzemesinin Sekil 5.4 (b)’deki isitici plakalar kullanilarak hangi sirelerde
sertlestirilerek fotolitografi uygulamasina gecis yapilmasi gerektigi optimize edilmistir.
Uygulanan farkh protokol parametreleri sonrasinda farkh et kalinliklarina ulasan, 4
farkl tiirde PR malzemesi (AZ 1505, AZ 4533, AZ 5214, SU-8) farkl receteler dahilinde
defalarca denenerek (Sekil 5.5) en uygun kalinliga SU-8 (Sekil 5.5 - d) ile ulasildigi

saptanmistir.
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Sekil 5.5 (a) AZ 1505, (b) AZ 4533, (c) AZ 5214 ve (d) SU-8 PR malzemeleri ile
denenmis gesitli Si-alttas kalip 6rnekleri.

Optimizasyon asamasinda desenlerin olusturulmasi icin ayrica, taban olarak iki farkl
malzeme denenmistir. Desenler icin uygun PR malzemesi secildikten sonra fotolitografi
ile istenilen tabanlara geciriimesinden sonra yapilmasi gereken sey, asindirma
teknigiyle (optimizasyon denemeleri sirasinda hem islak hem de kuru asindirma
teknikleri uygulanmistir) bu desenlerin yapisal mikemmeliyetlerinden olabildigince

asgari seviyede 6diin vererek istenilen derinlige ulasiimasidir.
5.3.1 Pyrex Cam Uzerinde PR Sekillendirilmesi

Kullanilacak olan yiliksek kristal safliga sahip pyrex camlarin temizlik islemleri
tamamlandiktan sonra (piranha c¢ozeltisi olarak bilinen 3:1 oraninda Hidroflorik
Asit:Hidrojen Peroksit dolu cam behere daldirip sonikator igerisinde bekletme, sirasiyla
aseton ve izoPropilAlkol (IPA) cozeltileriyle yikama ve azot gazi ile kurutma) Sekil 5.2 b
ve c’deki desen maskeleri kullanilarak, Sekil 5.3'teki maske hizalayicisi yardimiyla
desenler litografik olarak PR kapli pyrex tabana aktariimaktadir. Sekil 5.6’da bu islemler
sonrasinda olusturulan desenlerin istenilen kanal derinligine ulasilabilmesi icin HF
(Hidroflorik Asit) ile islak asindirmaya birakilmis denemesi gorilmektedir. HF islak
asindirmasi ile pyrex cam tabani istenilen derinlik ve hatta daha fazlasi oraninda

asindirilabilmesine ragmen bu islemin kontrolii ve tekrarlanabilirliginin oldukga dlistik
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oldugu tespit edilmistir. Kontrolden en ufak sapmalarda dahi sekilde goriilebildigi tizere

desenler de kabul edilemeyecek derecede bozulmalar meydana gelebilmektedir.

Sekil 5.6 Pyrex cam Ulizerine aktrildiktan sonra HF ile 1slak asindirma islemine
sokulmus ornek.

5.3.2 Si-Alttas Uzerinde PR Sekillendirilmesi

ikinci alternatif olarak Si-alttas tabanlar kullanilmis, farkli PR malzemeleri ile bu
tabanlar kaplanilmis ve sonrasinda da optimizasyon amaciyla hem kuru hem de islak
asindirmayla istenilen derinliklere ulasilmaya calisilmistir. Sekil 5.7 (a), Sekil 5.8’de
bahsedilen ICP cihazi kullanilarak kuru olarak asindirilmis olan bir Si-alttas tabani
Uzerindeki desenlerin durumunu gostermektedir. Kullanilan gazlarin segici olarak PR
malzemeyi asindirip Si tabani yemeye baslamakla beraber (ki bu zaten istenen
durumdur), 6nlenemez bir sekilde Si tabanini yakarak temizlenemeyen kurumsu bir
tabaka olusturdugu gézlemlenmistir. Asindirma islemi sonrasinda istenilen derinliklere
ulasilabilmis olmasina ragmen, cihazin kullandigi ¢oklu gazlarin karisim oranlarinin,
kullanim stlrelerinin ve uygulanan gliciin ayarlanmasi gibi aygit parametrelerinin
optimize edilebilmesi i¢in basli basina apayri bir arastirma yapilarak ¢ok uzun sireli

denemeler gerektirecegi anlasiimis ve bu yontem terkedilmistir.
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Sekil 5.7 (a) Pyrex cam Uizerine aktrildiktan sonra ICP cihazinda kuru asindiriimis taban
ornegi, (b) Si-alttas izerine desenler aktarildiktan sonra SU-8 film banyosu solusyonu
ile 1slak olarak asindiriimis taban 6rnegi.

Sekil 5.8 icerisine birakilan Si tabanli malzemeyi secici olarak, SF6 (Silfir hegzaflorit),
CF4 (Tetraflorametan), Ar, H2, 02, ve N2 gazlarinin karisimini plazma ortaminda
induktifleyerek kuru asindirma yapan ICP (Inductively Coupled Plasma) cihazi.

Sekil 5.7 (b)'de ise Si-alttas taban lizerine kaplanan Su-8 PR malzemesinin litografik
olarak sekillendirildikten sonra, SU-8 film banyosu c¢ozeltisi ile i1slak olarak asindirilmis

hali gosterilmektedir.
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5.3.3 Sonuglar

Bahsi gecen kanal denemeleri neticesinde ortaya ¢ikan yapilarin optik mikroskop
gorinti ve olgimleri asagidaki Sekil 5.9’da sergilenmektedir.

Si-alttas tabanda ICP ile kuru ICP asindirma sonrasi
asindirma - 50 um derinlik PR ile yumusatilmis ylzey

Cam tabanda islak asindirma

Si-alttas lizeri SU-8, islak asindirma
— 60 um derinlik Si-alttas lizeri SU-8, 1slak agsindirma — 80 um derinlik

Sekil 5.9 Mikro olgekli akis kanali olusturma denemelerinden alinan sonuglar.

Sonug olarak, takip edilen islem ve protokollerin optimizasyonundan sonra istenilen
derinlik ve duzglnliukteki kanal yapilarinin SU-8 PR malzemesi kullanilarak daha
zahmetsiz ve tamamen kontrolli ve tekrarlanabilir bir sekilde Uretilebildigi ortaya

cikariimigstir.
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5.4 Mikro-Akiskan Kanalin Tabana Biitiinlestirilmesi

Mikro-akiskan kanal istenilen desen dahilinde Si-alttas lGzerinde olusturulduktan sonra,
Sekil 5.7 (b)’te verildigi Gizere, ortaya kaliplanarak defalarca kullanilmaya hazir bir ana
kahp ¢ikmaktadir. Bu kalip Gzerine reginemsi Ozellikte olup isil isleme tabi tutulduktan
sonra sertlesen polimerik bir malzeme olan PDMS (polidimetilsiloksan) dokulerek, akis
kanallari kullanima hazir hale getirilmektedir. Sekil 5.10°'da PDMS kullanilarak

kaliplanmis ve kesilmis ¢alisir durumda bir mikro-akiskan kanali 6rnegi verilmistir.

Sekil 5.10 icinden yesil boyar maddeli sivi gegirilmis 6rnek bir akis-kanali.

Bu asamadan sonra, kanalin algilayici sisteme butinlestirilebilmesi icin tamamlanmasi
gereken iki 6nemli adim daha bulunmaktadir. Birinci adim, sivi giris-gikis deliklerinin
acilarak mikro-makro eslemenin vyapilacagl borulama sisteminin olusturulmasidir.
Bunun i¢in yumusak polimerik malzemede istenilen ¢aplarda (0.5-2mm arasi) kusursuz
delikler acabilen Sekil 2.3.2 (a)'daki mekanik bir delge¢ aletine gereksinim

duyulmaktadir.

Sekil 5.11 (a) Mekanik delgec aleti, (b) Oksijen plazma cihazi.
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Kanalin borulama sistemiyle beraber yapilandirilmasindan sonra sira, kanal yapisinin
kullanilacak olan tabana geri-donlissiiz bir sekilde tutturulmasini gerektiren ikinci
adima gelmektedir. Oldukc¢ca problematik olan bu islem, kullanilan cam tabanin ve
polimerik 6zellikte olan PDMS kanal yapisinin bag yapilarini birbirlerini bir daha
birakmamak lzere modifiye eden ¢ok kisa sireli bir oksijen plazma uygulamasi (Sekil

5.11 - b) ile gerceklestiriimektedir.
5.5 Kanal Tasariminin Optimizasyonu

Yizey plazmonlarinin uyarilabilmesi icin uygulanmasi gereken belirli  bir
dalgaboyundaki isik kaynaginin (632 nm gortlebilir kirmizi 1sik) algilayici yizey lizerinde
olusturacagi yaklasik 3mm capindaki aydinlanma bdlgesi g6z 6nlinde bulundurularak,
bu aktif algilama alaninin tamamini kapsayacak sekilde bir akis yolu olusturabilmek
amaciyla Uretilecek olan mikro-kanal igin Sekil 5.12 (a)’daki geometri uygun

gorilmustir.

(a) (b) (c)

Rhazne = 6mMm

Uzunluk=20mm

Genislik=1mm

Sekil 5.12 Optimize edilmis olan mikro-kanal yapisinin

(a) Geometrisi, (b) Hazirlanmis maskesi, (c) Fotolitografi ile sekillendirilmis hali.

Sekil 5.12 (b)’'de fotolitografi maskesi olarak cizilmis ve 3600 dpi yiksek ¢ozindrlikte
astetat kagidina giktilanmig kanal deseni gorilmektedir. Mikro-kanal deseni, SU-8 3050
fotorezist malzemesi kullanilarak istenilen desen derinligine ulasabilmek icin cesitli
kaplama protokolleri denenerek optimize edilmistir. Sonug olarak kanal igerisinden
gecirilecek olan molekillerin rahat akisini saglayabilecek ideal bir derinlik olan 80um

seviyelerine ulagsmak igin, SU-8 fotorezist malzemesi bir alttas pargasi lGizerine 50sn
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500rpm’de ve 50sn 2000rpm’de iki adimda yiksek hizda dénddrilerek kaplanmis, 15dk
kademeli olarak 90-95-100 derecede firinlama yapilarak litografi prosesine hazir hale
getirilmistir. Sekil 5.12 (b)'deki asetat maskesi kullanilarak 2000mj’lik bir pozlama
yapilmis, sonrasinda 95 derecede 3dk siiresince son firinlama islemi gerceklestirilmistir.
Deseni ortaya cikarmak icin SU-8 fotorezistine uygun desen gelistirici kimyasal 1:1 su

ile seyreltilerek 10dk’lik islem sonrasinda Sekil 5.12 (c)’deki desen elde edilmistir.

5.6 Kirlnim Agi Yapisinin Kopyalanarak Cam Yiizeye Gegirilmesi

Kirtnim agi yapilarinin en uygun plazmon uyarimini gergeklestirecek sekilde nasil
optimize edildikleri 6nceki boélimlerde anlatilmigti. Bu yapilarin optimize edilmis
geometrik yapilarinin cam ylizeylere transfer edilmesi amaciyla baska bir takim
optimizasyon calismalari yapilmistir. ICP (Inductively Coupled Plasma) kullanilarak
yapilan kuru asindirma yontemi sirasinda kullanilan gazlarin asindirilacak olan
yuzeylerdeki segiciligi optimize edilmis ve 35 nm derinligine sahip optimum kirinim agi
yapilarinin cam ylzeyine gecirilebilmesi icin 60 nm derinlige sahip kaliplar hazirlanmasi

gerektigi anlagilmistir.

Bu maksatla; kaliplama yapmak amaciyla kullanilan DVD vyulzeylerin sahip oldugu
kirinim agi derinligi 4:1 IPA (lsopropanol Alkol) : Aseton karisimi kullanilarak islak
yontemle istenilen derinliklere ¢ekilerek PDMS seffaf polimerik malzemesi kullanilarak
kaliplanmistir. istenilen derinliklerde hazirlanan bu kaliplar, ICP transferi dncesinde
baskilama teknigi kullanilarak bir cam tabanina aktariimigtir. Sekil 5.13’te ICP &ncesi
cam yuizeye fotorezist malzeme kullanilarak yapilan baskilama islemi sonrasi yilizeyde

olusan katmanli yapi resmedilmistir.
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Baskilama ile ylizeye gegcirilmis

60nm optimize kirinim agi yapisi

180nm
Fotorezist

Malzeme
740nm

Transfer Yapilacak Cam Yiizey

Sekil 5.13 ICP prosesinin metodolojisi

AZ 1505 fotorezist malzemesi 1:1 tinerle seyreltilerek cam ylizeyine yliksek devirde
dondirilerek kaplanmis ve ulasilmis olan kullanima en uygun polimer kalinhg
Sekil 5.13’te verilmistir. ICP prosesinde kullanilan gazlardan istenilen derinliklere
ulasmak icin en uygun gazin CHF3 (Carbon Hydro-Trifluoride) oldugu tespit edilmis ve
bu gazin Si (cam) ylzeyini 18 nm/dk, fotorezist malzemeyi ise 31 nm/dk oranlarinda
anizotropik bir sekilde asindirdigi goézlemlenmistir. Bu asindirma oranlari hesaba
alindiginda cam vyizeyinde 35 nm mertebelerinde bir yapi transferi icin 60 nm
derinligine sahip bir kirinim agi ylzeyinin uygun olacagi yapilan ¢ok sayida denemeler

sonrasinda anlasilimistir.
Sekil 5.14’te, derinligi 1slak asindirma yéntemiyle ayarlanmis DVD yiizeyinden gikariimis

PDMS kalibin ylizey geometrisi ve AFM ile alinmis ylizey topografisi verilmektedir.
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Sekil 5.14 Derinligi ayarlanmis kirinim agi yapisindan gikartiimis PDMS kalibinin

(a) AFM gizgisel profili, (b) 2D AFM yiizey yapisl, (c) 3D AFM ylizey yapisi.

Yaklasik 60 nm derinlige optimize edilmis bu kirinim agi yapisinin ICP ile cam ylizeyine
gecirilmesi sonrasinda elde edilen optimum 35 nm derinlige sahip kirinim agi yapisinin

cizgisel ve 3 boyutlu AFM profil yapilari ise Sekil 5.15’te verilmistir.
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Sekil 5.15 ICP ile cam ylzeyine gegirilmis kirinim agi yapisinin

(a) AFM gizgisel profili, (b) 2D AFM yiizey yapisi, (c) 3D AFM ylizey yapisi.
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5.7 Algilayici Sistemin Bitiinlestirilme Asamalari

Sekil 5.16 (a)’da ylzeyden 70um yiikselen kanal deseni bulunduran alttas pargasi, bir
petri kabi igerisine yerlestirilerek Uzerine agirlik olarak 10:1 dlgeginde hazirlanmis
PDMS ve sertlestirici kimyasal ajani dokildikten sonra karisim sonrasi olusan
baloncuklardan kurtulmak amaciyla vakum uygulanmistir. PDMS malzemesinin
sertleserek kanal kalibinin seklini almasi icin petri kabi icerisindeki 6rnek 70 derecede 4
saat boyunca firinlanmistir. Sekil 5.16 (a) firinlanma sonrasi sertlesen PDMS
malzemesini, Sekil 5.16 (b) ise bu malzemeden kesilerek ¢ikartilan mikrokanal yapisini,

boru giris/cikisi amaciyla uglarina agilan mikro deliklerle birlikte gostermektedir.

(a)

(b)

Sekil 5.16 Mikro-kanal yapisinin: (a) Fotolitografi ile sekillendirilmis olan kaliptan seffaf
PDMS malzemeye gecirilme asamasi, (b) PDMS malzemeden kesilerek kullanima hazir
hale getirilmis hali.

86



ICP prosesi ile cam ylizeyine gegirilmis olan kirinim agi yapilari, plazmonik algilayici
olarak kullanilabilmeleri igin daha 6nceki bélimlerde bahsi ge¢mis oldugu lizere ince

metal film kaplama islemine tabi tutulmustur.

Uzeri maskelenmis
kirinim agi yapilari

Buharlastirilacak metallerin
bulundugu botlar

Sekil 5.17 Isil buharlagtirma cihazinin i¢ odasi.

Sekil 5.17’de verilmis olan i1sil buharlastirma yontemiyle yapilan tg¢ asamali kaplamada
sirastyla 5 nm Krom, 45 nm Glimus ve 5 nm Altin kullanilmistir. Krom, ikincil film ylzeyi
olan giimisin cam ylizeyine tutunmasi amaciyla kullanilmistir. Ara katman olan giimis
kaplamasi ylzey plazmonlarini en keskin sekilde rezonansa girmelerini saglamaktadir.
Son katman olan altin ylizeyi ise akis sirasinda algilayici ylizey lizerinden gececek olan
biyolojik molekillerin ylzeye tutunabilmesini muimkin kilmaktadir. Kaplama

sonrasinda ortaya ¢ikan algilayici yuzeyler Sekil 5.18'de gorilmektedir.

Metal kapli algilayici ylizeylerin kanal igerisinde sadece 1si18in uyardigi sinirh bir bélgede
etkilesime izin vermesi nedeniyle kaplama maskesi kullanilmistir. Ayni zamanda bu
yontemle PDMS malzemeden Uretilmis olan kanal yapisi ¢iplak cam ylizeyine ¢cok daha

saglam bir sekilde oturtulabilmektedir.
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Plazmonlarin uyarilmasini gerceklestirecek olan kirinim agi yapisi cama gegirilip Uzeri
ince metal film kaplanmis olarak, 1sik kaynagindan gelecek olan 15181 algilayacak olan
fotodiyot vyapisi Uzerine optik uyum saglayan seffaf bir yapistirici yardimiyla
yerlestirilmistir (Sekil 5.19 - a). Sekilde kirinim agi yapisinin yansiyan isikta yarattigi tayf
gorilebilmektedir. Cam ylizeyi tamamen bu kirinim agi yapisiyla kapl olmasina ragmen
sadece mikro-kanal icerisinde etkilesim gerceklesecek dairesel bolgeye plazmon

uyarimini saglayacak olan ince metal film kaplamasi uygulanmistir.

Sekil 5.18 Cam yiizeyine gecirilmis kirinim agi yapilarinin ince metal film kaplama
sonrasi goriantmleri.
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Algilayici tabanin deney diizenegine
yerlesmesini saglayan platform

Isik algilayici alt ylizeyden elektriksel
baglanti almayi saglayan iletken taban

Isik algilayici alt ylzey
(paralel kontakt cizgili)

ICP ile kirinim agi yapisinin transfer
edildigi cam taban

Plazmonik uyarima izin veren ince metal film kaplamali
sinirlandiriimis etkilesim algilama bolgesi

Mikro-kanal yapisinin
sivi giris-cikis borulamalari

PDMS kanal yapisi

Sekil 5.19 Isik algilayici sisteme (a) plazmonik algilayici yapinin ve
(b) mikro-kanalli akis yapisinin bitinlestirilmesi.
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BOLUM 6

BiYOMOLEKULER ETKILESIM DENEYLERI

Bu asamaya kadar yapilmis, 6nceki tez gelisme ara raporlarinda sonuglandirilarak
sunulmus calismalarin devami olarak tasarlanmis olan algilayici mekanizmanin etiketsiz
bir biyomolekiiler baglanma saptayicisi olarak kullanilabilecegi 6rnek bir uygulama
alani secilmis ve bu konuda Hacettepe Universitesi Kimya Mihendisligi ile ortak
calismalara baslanmistir. Mycobacterium tuberculosis (MTB) kompleksi lizerine yapilan
onceki calismalar [74-76] ilerletilerek gelistirilmis olan bltlinlesik algilayici mekanizma
Uzerinde denenmeye baslanmistir. Dinya saglik orgitiinin (WHO) 2009 kiresel
tlberkiiloz kontrol raporunda acikladigi lizere tiberkiiloz, 2007 yili igerisinde 10 milyon
dogrudan ve 13.7 milyon dolayli olmak Uzere etkiledigi populasyonla birlikte ¢ok
belirgin bir sosyal etki yaratarak genis c¢apta yayllma gosteren bulasici bir hastalik

olarak tanimlanmaktadir.
6.1 Deney Protokollerinin Olusturulmasi

MTB kompleksinin varligini saptamak amaciyla bitlinlesik algilayici mekanizma Sekil
6.1’de gorsellestirilmis olan su islemler dahilinde hazirlanmaktadir: (1) MTB problarinin
uygun yiizey kosullandirilmasi altinda algilayici tabana tutturulmasi asamasi, (2) hedef
MTB dizisinin ylzeyden akitilarak hibridizasyonun gerceklestirilmesi ve son olarak (3)
kontrol amacli olarak tiberkiloz yaratmayan bakterilerin (mycobacterium gordonae)
ylizeye immobilizasyonunun vyapilarak olusacak spesifik olmayan etkilesimin

gozlemlenmesi.
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Sekil 6.1 Biyomolekiiler etkilesim deneylerinin sematik gdsterimi

Tuberkiloz hastaligina yol acan bakteri tliriniin DNA sarmal yapisi icerisinde hastalik
yapici baz dizilimi segilerek, bu dizilim sentetik olarak Urettitirildikten sonra, algilayici
ylizey (zerine projenin bu safhasina destek saglayan grup tarafindan onceden
gelistirilmis bir takim protokoller dahilinde yerlestirilmistir. Algilayici ylizeylere, ‘prob
immobilizasyonu’ adi altinda yerlestirilen bu yapilar, hastalik yapan bakteri DNA’sinin

tek sarmal dizilimini icermektedir.

Sonrasinda da ‘hedef’ olarak tanimlanan ve bu bakteri DNA’sinin hastalik yapan tek
sarmal diziliminin eslenigini iceren tamamlayici bir sarmal yapisini iceren ¢ozeltiler de
farkli derisimlerde olmak lizere algilayici ylizey lzerinden gegirilmis ve neticede hangi
derisimlerde ne derece algilanabilir etkilesimler ortaya cikacagi gozlemlenmistir.
Herhangi bir etkilesim yaratmayacagi bilinen baska bir sarmal yapi da kontrol amagli

olarak ayni ylizeylerden gecirilmistir.

Baglanma kinetiginin gozlenebilmesi igin ylizeye tutturulacak olan problar, algilayici
YPR vyizeyindeki ince altin filmine tutunabilmeleri icin bir thiol sonlandirma grubu
taslyan tek DNA iplikgik yapisina sahip oligonikleotitler (Sekil 6.2) olarak hazirlanmistir.
Hastalik tastyan hedef MTB kompleksinin eslenegi olan bu problar ylizeye kendi
kendine birlesen katmanh olusuma dayanan dogrudan immobilizasyon yontemiyle
(Sekil 6.3 —a ) sivi akisi vasitasiyla tutturulmakta ve ortamdan gegirilen bloklama ajani

¢Ozeltisiyle iplikgik yapilarina istenilen vyerlesme yonelimi (Sekil 6.3 — b)
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verilebilmektedir. Bir sonraki adimda ise ylzeye tutturulmus oligonulkleotitlerin
tamamlayici iplikcik yapisina sahip hedef tiberkiiloz bakterileri, algilayici hassas YPR
yuzeyinden akitilarak her hangi bir hibridizasyon (Sekil 6.3 — c) olup olmadig
gozlemlenmektedir. Sivi igerisinde olusan gercek zamanli ortam degisimi (yani kirinim
indisi degisimleri), gozlemlenen YPR agisinda gergcek zamanli ufak kaymalar olarak

kayda gecmekte ve buradan yola cikilarak baglanma kinetigi hakkinda c¢ikarimlar

yapilabilmektedir.

Sekil 6.2 Yuzeye tutturulan, thiol grubu ile sonlandiriimis tek iplikgikli Mycobacterium
tuberculosis (MTB) probu [kaynak: Piskin, E. arastirma grubu]

Sekil 6.3 MTB probunun (a) ylizey immobilizasyonu, (b) bloklama ajaniyla dogru
yonelime getirilmesi, (c) hedef eslenik DNA iplikcik yapisi ile hibridizasyonu.
[kaynak: Piskin, E arastirma grubu.]

6.2 Deneysel Etkilesimlerin Algilanma Sistematigi

YPR’ye dayali hazirlanan algilayici bitlnlesik sistemin sematik gosterimi ve YPR'ye
dayali algilama metodolojisi Sekil 6.4’te verilmistir. Biyomolekiiler etkilesimleri
saptamak Uzere hazirlanan algilayici sistemin yaptigl okuma ciktisi temel olarak ortam
kirinim indisindeki degisimlere bagli olarak kayan plazmonik rezonans agisindaki ufak

oynamalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yansima acisina bagli bir degisim izlenmek
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istendiginde karakteristik YPR egrilerinin dip noktalarinda kaymalar gozlenmektedir.

Biyomolekiler etkilesimlerin zamana bagli olarak izlenmesi durumunda ise ortaya

algilayici sistemin yuzeydeki

baglanma kinetigine verdigi tepkiyi gosteren SPR

sensorgrami cikmaktadir. Sekil 6.5’ te ise bir YPR dayali algilama mekanizmasinin

yluzeyde olglilmeye calisilan biyomolekiiler etkilesim kinetigine verdigi karakteristik

cevap, daha 6nce gorsellestirilmis olan MTB prob ve hedef DNA iplikgiklerinin grafik

Uzerine oturtulmasi yoluyla somutlagtiriimaya galisiimistir.
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Sekil 6.4 YPR prensibine dayali karakteristik 6l¢iim ve algilama metodolojisi.
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Sekil 6.5 MTB prob ve hedef kinetigine YPR algilayici mekanizmanin verdigi cevap

[kaynak: Piskin, E. Arastirma grubu]
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6.3 Deney Diizenegi ve Ol¢iim Sistematigi

Sekil 6.6’da verilmis olan deney dizenegi kullanilarak biyomolekiler etkilesimler
esnasinda (yani algilayici ylzeye prob molekillerin yerlestirilmesi ve sonra da prob
molekillerin Gzerlerinden optimize edilmis belirli bir hizda (10ul/dak) hedef
molekdillerin akitilarak olasi etkilesimlerin gbzlemlenmesi) asagida belirtildigi sekilde 2
asamada okumalar vyapilarak kaydedilmis ve bu sonuclar grafiklendirilerek

yorumlanmustir.

Sekil 6.6 Biyomolekiler Etkilesimleri Algilamak tizere olusturulmus Deney Diizenegi:
(a) Peristaltik Pompa, (b) Biyolojik Ornek, (c) 3 eksende hareketli tabla, (d) YPR
algilayici buttinlesik akis hiicresi, (e) Bilgisayar kontrolli doner tabla, (f) Lazer diyot 151k
kaynagi (650 nm, < 5mW).

Asama 1: Olciimler esnasindaki rezonans pozisyonundaki kaymalara referans
olusturulabilmesi icin oncelikle bos algilayici ylizey Uzerinden bir tampon ¢ozeltisi
gecirilmektedir. Bu ¢o6zelti, prob molekillerinin ylizeye tutunabilmesi icin, ylzeyde
kaph bulunan ince altin tabakasinin acik (-SH) uclarini prob molekilin gelip

baglanabilmesi i¢in hazirlayan uygun ph seviyesinde MUA (MerkaptoUndekonoik Asit)

¢Ozeltisinden olusmaktadir.

Kanal yapisi igerisinden bu referans ¢ozeltisi gegirildikten sonra Sekil 6.7'de verildigi
Uzere Sekil 6.6 (e)'deki bilgisayar kontrolli doner tabla kullanilarak +50 derece
araliginda acisal olarak dolasilarak, Sekil 6.6 (f)’de goriilen isik kaynagi yardimiyla Sekil

6.6 (d)’de yer alan akis sistemi ve kirinim agi yapisiyla bitlinlesik olan algilayici ylzey
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taranmaktadir. Cizdirilen bu grafigin yatay ekseni yapilmis olan agisal taramanin
adimlarini, diisey ekseni ise bu her bir adimda isik algilayici yiizeyde okunan isik
miktarini (akim degeri Gzerinden) yansitmaktadir. 0 merkezinin saginda ve solunda
ikiser tane olmak Uzere olusmasi beklenen harmonik yapilarin (Sekil 6.7’deki biylik
resimde bir tanesi isaretlenmis olarak goriilmekte olan) diizgiin bir sekilde ortaya ¢ikip,
plazmonik yapilarin ylizeyde rezonansa ge¢mis olduklari anlasildiktan sonra, ylizeyde
gerceklesecek olan muhtemel etkilesimlerin gercek zamanl olarak algilayici ylizeyde
yaratacagl degisimleri yakalamak Uizere o6l¢im kayit islemlerinde ikinci asamaya

gecilmektedir.
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Sekil 6.7 Labview arayuziinde arti ve eksi birinci ve ikinci plazmonik harmoniklerinin
olusumunun gozlenerek kaydedilmesi ve galisma bélgesinin segilmesi.

Asama 2: Olciimlerin ikinci asamasinda ise Sekil 6.7’de daire icerisine alinarak
gosterilmis oldugu UGzere harmoniklerden bir tanesi secilerek, bu rezonans egrisinin
keskin Ust tepesi etrafinda daha dar bir agisal aralik (Sekil 6.8 6rneginde daire
icerisinde gosterildigi Gizere 29.8 — 31 acilari arasinda) taranmakta, Sekil 6.8’in Ust
kisminda yer alan grafikte olusan rezonans egrisinin agisal pozisyonunun kaydi
tutulurken, bir yandan da altinda yer alan grafikte ise bu rezonans egrisinin zamana
bagh degisimi kaydedilmektedir. Ustteki grafik etkilesimlere bagli olarak rezonans
egrisinde gerceklesen acisal ve 1sik siddetsel kaymalari verirken, altinda yer alan grafik
cizgisel olarak rezonans egrisinin tepe noktasinda gerceklesen kaymalari zamana bagh

olarak 1sik siddetsel olarak vermektedir.
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Sekil 6.8 Algilayici batlinlesik mekanizmanin ylizeyinde gergeklesen molekiler
etkilesimlere verdigi gercek zamanli cevaplar.

Bu bahsedilen kayit tutma yontemleri kullanilarak Sekil 6.9’da verilmis olan tipik bir
YPR prensibine dayali biyomolekiler etkilesim algilama metodolojisi igerisinde yer alan

‘Rezonans Agisi Kaymasl’ ve ‘YPR Sensorgram’ bilgileri toplanmis olmaktadir.

Biyomolekiiler Etkilesim Rezonans Agist Kaymasi SPR Sensorgram
Gegen Isik Miktar: E ME

Zaman (dakiu

f, @, GelisAcisi

Sekil 6.9 YPR prensibine dayali karakteristik 6l¢im ve algilama metodolojisi.
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6.4 Kullanilan Biitiinlesik Algilayici Platformlar

Algilayici ylizeyi test etmek (lizere calismaya uygun en uygun derisimleri belirlenmek
Uzere farkh derisimlerde ‘prob’ ve ‘hedef’ molekilleri ile ¢alisiimis ve bu optimizasyon
faaliyetleri Sekil 6.10 (b)’'de verilmis olan makro-kanal yapisi (malzemesi seffaf polimer
olan kirinim agi yapisi olarak modifiye DVD yapisi iceren, 400um derinligi ve 1cm c¢api
olan bir hicre yapisi) icerisinde uygulanmistir. Algilanabilir uygun derisimler tespit
edildikten sonra Sekil 6.10 (a)’da verilmis olan 6zel mikro-kanal yapisi (malzemesi
PDMS olan, kirinim agi vyapisi cam bir ylizeye transfer edilmis olup, 70um

derinliklerinde kanal yapisina sahip olan) icerisinde etkilesim deneyleri tekrarlanmistir.

Sekil 6.10 (a) Butiinlesik mikro-kanal yapisi, (b) Butilinlesik makro-kanal hiicre yapisi.
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6.5 Prob Molekiillerinin Algilayici Yiizeye Tutturulmasi
Algilayici yuzey Uzerinde gergeklesmesi beklenen biyomolekiiler etkilesimler teoride

sematiksel olarak Sekil 6.11’de verilmis olan senaryo g¢ergevesinde gerceklesmektedir.

2 ) HiBRIDiZASYON

\VAVELV,

Gelen Isik . » INCN
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Thiol sonlu \\’\< \/

Prob \ \/ \)
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Akis Hilcresi | sH SH SH SH SH Au Kaplama

Desenli Gegirgen Polimer

Istk Algilayici Taban p

Sekil 6.11 Biyomolekiiler etkilesim deneylerinin sematik gosterimi.

Mikro-molar 6lcekli olmak tizere farkli derisimlerde hazirlanmis olan 6rnekler algilayici
ylzeyin altin kaph tabanina tutunabilecek sekilde thiol sonlu bir bag icerecek sekilde
modifiye edilmislerdir. Belirli bir sire boyunca ylizeye butlnlestirilmis akis-kanali
icerisinden akitilan farkli derisimlerdeki problarin hangi derisimde en belirgin (tercih
edilen secim olasi en dusiik derisimde olasi en iyi sensér cevabini almak Uzerine
yapilmaktadir) sinyal cevabini Urettigi derisim belirlenmekte ve bu belirlenen prob
derisimi Uzerinden de bir sonraki asama olan hedef gecirme safhasinda, farkh hedef

derisimlerindan ¢alismaya en uygun olani tespit edilmeye calisiilmaktadir.
Prob Immobilizasyon asamasindaki deney protokolii su sekilde tasarlanmistir:

Adim 1: Problarin icerisinde bulundugu c¢o6zeltisinin prob molekilsiiz hali kullanilarak
altin ylzeyinin prob baglanabilir hale getirilmesi — pH 3.8 lik bir tampon ¢6zeltisinin

yaklasik 15 dk stiresince ylzeyden 10 rpm (10ul/dk) lik bir hizda yuzeyden gecirilmesi,

Adim 2: Prob molekillerin ayni akis hiziyla ylzeye baglanma sabitlenene kadar
(dinamik olarak Uretilen YPR sinyallerinin grafiksel olarak belirli bir diizlGige ulastigi ana

kadar) akis-kanali igerisinden gegirilmesi.
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Adim 3: Yiizeye tutturma (immobilizasyon) isleminin son asamasi olarak ylzeye
tutunan tek sarmalli DNA yapisinin yan yatarak yilizeyi bloke etmesini engellemek
amaciyla MCH denilen merkaptohekzagonal solusyonunun akig-kanal igerisinde 15dk
slireyle ayni hizda gecirilmesi. DNA sarmalinin oryantasyonunu saglayan MCH, sarmal
yapilari ylizeye tutunduktan sonra bos kalan alanlari doldurarak sarmalin icerisindeki
baska bir baz grubundan altin ylzeyine ikinci bir kez daha istenmeyen sekillerde

yapismasini engellemektedir.

6.5.1 Yiizey immobilizasyonu Deney Seti (Makro Kanall)

ilk denemeler, ph seviyesi 3.4 olan bir tampon ¢ozeltisiyle yiizeyin immobilizasyona
hazirlanmasindan sonra, 0.125, 0.25, 0.5, 1 ve 2 uM (mikro-molar) olmak lizere farkli
derisimlerde hazirlanmis MTB problarinin algilayici ylzey lizerinden 10 rpm’de 0.368
mililitre/dakika’lik bir salimla akitiimasiyla yapilmistir. Ylzeyin ph uyumlulugu igin 15
dakikalik bir akis yapilmis, ardindan problar akis hiicresinden 1, 2, 4 ve 6 saat siresince

akitilarak anlik ve gergek zamanli kayitlar alinmistir.

GuUndmuzde henliz YPR teknigi disinda oOzellikle DNA gibi cok kiglk olcekte
molekillerle ¢calisildiginda, ylizey gorintiilemesi yapabilecek herhangi bir 6l¢iim sistemi
bulunmamasina karsin, gergeklestiriimeye calisilan immobilizasyon denemelerinin
ylizeyde yarattigi degisimler hakkinda fikir sahibi olabilmek icin mimkin olan cihazlar
kullanilarak bir takim aletsel dlgcimler yapilmistir. Bu olglimlerden ilkini ylizeye bir su
damlasi birakilmasi suretiyle yiizey enerjisindeki degisimin yol actig hidrofobiklikten
hidrofiliklige gecisin gozlemlenebildigi temas acisi  dlgimleri olusturmaktadir

(Sekil 6.12).
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Sekil 6.12 Temas acisi 6l¢lim cihazi ile yapilan ylizey enerjisi 6lcimd.

Farkli derisimlerde ylizey immobilizasyonu sonrasinda alinan temas agisi dl¢iimleri Sekil

3.1.2'de verildigi Uzere derisim artisinin ylzeyin hidrofobikligini gittikce azalttigini

ortaya koymaktadir.

" , O

Sekil 6.13 — Temas agisi 6lciim sonuglari. (a): Yuzeyle yaptigi agl, (b): Bos ylizey 92.3°,
(c): 0.125uM’hik immobilizasyon 50°, (d): 0.5 uM’hk immobilizasyon 47.7°.

Yiizeye yapilan yerlestirme isleminin sonuglari gorsellestirmek icin kullanilan diger bir
aletsel Olgim yontemi de AFM (atomic force microscopy) ol¢uimleridir. Yizeye
tutturulacak olan biyolojik 6rneklerin derisimleri arttik¢a ylizeyin pirizsiizIGgu giderek
azalmaktadir. Uzerinde biyolojik orneklerin bulundugu yiizeylerden daha kaliteli

gorlintu alabilmek icin AFM olg¢limleri sirasinda farkh uglar denenmistir.
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Sekil 6.14 AFM olglim sonuglari. (a): Segilen temas ucu (temas modu, 13 KHz), (b): Bos
ylzeyin AFM gorintusd, (c): 0.125uM’hk immobilizasyon sonrasi ylizey topografisi, (d):
0.5 uM’lik immobilizasyon sonrasi artan ylizey purtzIlGlaginin gorintisa.

Bos bir ylizeye kiyasla Ulzerine bir takim biyolojik 6rneklerin tutundugu purizli
ylzeylerden gelen geri yansima sinyallerindeki glriltinin asgari seviyede
tutulabilmesi icin kullanilan uglarin optimizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bu
dogrultudan hareketle en verimli goriintlilemenin ylizeye temas eden tipte olup 13 KHz
salinim frekansina sahip uzun ya da lg¢gen geometrili AFM uglar kullanilarak distk

frekansli ylizey taramalari ile elde edilebildigi sonucuna varilmistir (Sekil 6.14).

Sekil 6.6’da verilmis olan kurulmus deney diizeneginde yapilan olglimler sonrasinda
yluzeyde olusan farkh konsantasyonlardaki tabakalanmalarin neden oldugu indis
degisimleri, yapilan acisal taramalarla YPR acisi kaymalarinin gozlemlenebilecegi
grafikler olarak cizdirilmis (6.15) ve Acisal Degisim — Gegen Isik Miktari (bu degerin i1sik
akim karsiligi olarak) eksenli veriler metin dosyalari icerisinde kaydedilmistir. Bu metin
dosyalarindan gerekli verilerin ¢ekilerek islenmesi sonucunda derisime bagh YPR kayma
miktarlari ortaya cikarilmistir (Sekil 6.16). Akis oncesi ve sonrasinda alinan bu agisal

taramalar disinda gercek zamanli élgiimler de alinmis ve en kullanilabilir gercek zamanli
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kayitlarin hangi parametrelere bagl olarak alinacagi Gzerinde yogun olarak denemeler

yapilmistir.
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Sekil 6.15 Butinlesik YPR algilayici mekanizmali deney diizeneginden alinan grafik
ciktilari. X-ekseninde 1sik kaynagi ile yapilan agisal tarama, y-ekseninde bu tarama
esnasinda 1sigin YPR yizeyinin altindaki isik algilayici tabana gecerek yarattigi akim
degisimleri cizdirilmistir. (a): ph 3.4’lik ¢ozeltiyle hazirlanmis bos yizeyin olusturdugu
plazmonik harmonikler, (b): 0.125uM’lik immobilizasyon sonrasi YPR agilarinin
degisimi, (c): 0.5 uM’lik immobilizasyon sonrasi YPR agilarinda meydana gelen
kaymalar.

Bahsedilmekte olan algilayict mekanizmanin gergek zamanli cevabinin okunabilmesi
icin akis hiicresi icerisine sivi salinimi yapilirken bir yandan da algilayici ylzey isik
kaynagi ile dnceden saptanmis olan rezonansa girme agisal aralig icerisinde gergek
zamanh olarak taranarak kayit altina alinmistir. Algilayici mekanizmanin cevabini en

anlamli sekilde kayit edebilmek igin farkh yaklasimlarda bulunulmustur (Sekil 6.17).

102




70 T T T T T T T T

T
— = =0.125 ut

——— 0.5 uM
Ba |
a0
551 ;
g0k —
0.8° lik kayma
il 0.2° lik kayma

Gecen Isik Sevivesi (LUA)

a5 I I I I I I I 1 I
0 4 ; 3

Isigin Gelme Acisi (derece)

Sekil 6.16 Farkh derisimlerdeki ylizey immobilizasyonunun yarattigi YPR acilarindaki
karsilastirmali kayma miktarlari.

1(a) 2 (a)

Wivesorme Craph
Current () Poto IG% P

5.56-5
5.25E-5
SE-5
4,75E-5-
4.56-5-|

| 0 0 | | T | | I |
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000
Time:

Arpltade

REyprrEssisasnsEys

W0 MO W00 400 W00 GO0 W03 MDD G0 10000 LD w60 10 100 15000
Frc

Sekil 6.17 Gergek zamanli algilayici cevabini yakalama denemeleri. 1 (a): Rezonans
acisinin en keskin degisim gosterdigi bir agiya sabitlenerek bu agida zamana bagl kayit
alimi, 2 (a): Rezonans egrisinin agisal sinirilarinin belirlenerek bu aralikta zamana bagh

kayit alimi, 2 (b): Rezonans egrisinde zamana bagli meydana gelen degisimlerin
gozlemlenmesi.
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6.5.2 Alinan ilk Sonuglarin Degerlendirilmesi

Hazirlanmis olan bitinlesik YPR algilayicili deney diizeneginde farkli molaritelerdeki
biyolojik 6rnek ¢ozeltileri denenmistir. Akis kontrolli olarak farkli siirelerde yapilan
ylizey immobilizasyon denemeleri sonrasinda 0.375 pM’lik bir derisim degisiminin
algilayici YPR sisteminin okumalarinda birinci plazmonik harmonikte 0.8, ikinci
plazmonik harmonikte 0.2 derecelik agisal kaymalar yarattigi tespit edilmistir. Bu
verilerden yola cikarak kabaca 4.68 x 107 mertebelerinde bir hassasiyetle okuma

yapilabildigi séylenebilir.

0.125, 0.25, 0.5, 1 ve 2 pM’lik hazirlanmis prob ¢ozeltileri algilayici ylzey Uzerinde
cahistinlldiktan sonra kullanilabilir en anlamh verilerin 0.25, 0.5 ve 1 mikro-molarlik

derisimlerde hazirlanmis olan 6rneklerden elde edildigi ortaya ¢ikmistir.

Sekil seti 6.18’de bu derisimlerde yapilan deneylerin kayit altina alinabilmis takip

edilebilir anlamli verilerinden yapilmis alintilar sergilenmektedir.
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Sekil 6.18 Algilayici batinlesik mekanizmanin farkh derisimlerdeki (a) 0.25uM, (b)
0.5uM, (c) 1uM’lik problarin ylizeye immobilizasyonu sirasinda verdigi cevaplar. X-
ekseni agisal tarama araligini, Y-ekseni isik algilayici tabana gegen i1sik seviyesi miktarini
(1A seviyesinde) gostermektedir.

Sekil seti 6.18'de farkli derisimlerdeki problarin platoya ulastiklari gdzlemlendigi anda
yarattiklari YPR sinyal degisimleri, ylzeyi hazirlayici ilk tampon ¢o6zeltisinin gegirilmesi
sonucu alinan sinyaller referans tutularak verilmektedir. Grafiklerdeki x degisim
degerleri, YPR aninin ylizeyden akan sivi derisimindeki degisimlere bagli olarak degisen
ortam kirilma indisindeki ufak oynamalarin sonucunda ugradigi kaymalari
gostermektedir. x degerleri ile degisen ortam kirilma indisi arasinda dogrudan bir iliski

bulunmaktadir.
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Grafiklerdeki y degisimleri ise ylizeyde degisen sivi derisimine bagl olarak yiizeyde
meydana gelen tabakalanmadaki degisimlerin alt tabandaki isik algilayici ylizeye gecen
1stk miktarinda olusturdugu kaymalari géstermektedir. Y degerleri ile ylizeyde meydana

gelen molekdler birikim arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir.

Bir sonraki asama olan hedef gecirme deneylerine gegmeden 6nce algilayici ylzeyin en
takip edilebilir, tekrarlanabilir ve anlamli cevaplari hangi derisimlerdeki ylizey
tutunmalarina karsi sergilediginin tespit edilmesi amaciyla Sekil 6.17 ve 6.18’de tarif
edilmis olan sistematik icerisinde cesitli denemeler yapilarak kayitlari tutulmustur. En
belirgin sinyal cevabini Urettiren prob derisimi, bu nedenlerle optimize edilmeye
calisiimis ve optimize edilen bu derisim sabitlenerek bir sonraki agsama olan hedef

gecirme yani DNA hibridizasyonu deneylerine hazirliklar yapilmistir.

6.5.3 Uygulanan Prob Immobilizasyon Deneylerinin Sonuglari

Sekil 6.9’da verilmis olan metodolojiye uygun sekilde olusan ‘rezonans acisi kaymalar’
ve ‘YPR Sensorgram’ grafikleri kademeli olarak asagida verildigi sekilde

olusturulmustur.

A) Rezonans Agisindaki Kaymalarin Gozlemlenmesi:

Sekil 6.9’da yer alan ‘rezonans agisi kaymasi’ grafigi geleneksel prizmali YPR
konfiglirasyonu temel alinarak yapilmis oldugu ve yilzeyden yansiyan isik miktarina
bagl olarak cizildiginden rezonans egrileri alt uclarinda dip yapmaktadirlar. Bu
calismada kullanilan yontem yansima modunun karsit eslenigine denk gelen ‘sigin
ge¢me miktari’'na dayali olarak tasarlanmis oldugundan sergilenen grafiklerdeki

rezonans egrilerinin Ust uclarinda tepe noktasi vermekte olduguna dikkat edilmelidir.
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Sekil 6.19 Algilayici bitlnlesik mekanizmanin farkh derisimlerdeki (a) 0.25uM, (b)
0.5uM ve (c) 1uM’lik problarin ylizeye immobilizasyonu sirasinda verdigi cevaplar. X-
ekseni agisal tarama araligini, Y-ekseni 1sik algilayici tabana gecen isik seviyesi miktarini
(WA seviyesinde) gostermektedir.

Bir sonraki asama olan hedef gecirme deneylerinde hangi derisime sahip 6rneklerin
kullanilacagina karar verirken, yalnizca Sekil 6.19'da verilmis olan YPR grafiklerinin tepe
yaptigl sayisal degerlere bakmak yaniltici olabilmektedir. Zira bu grafikler etkilesim
oncesi ve sonrasinda alinmis anlik degerlere dayanmaktadir. Karar verme asamasinda
Sekil 6.20’deki gibi zamana bagh degisim grafiginin de gbz oniinde bulundurulmasi
gerekmektedir. Nitekim Cizelge 6.1’de verilmis sayisal degerlere bakildiginda 0.25 ve 1
uM’lik derisimlerde herhangi bir agisal kayma olmadigl ve dolayisiyla YPR agisindan
tespit edilebilecek bir degisim olmadigl kanisina aceleci bir degerlendirme sonucu
varmak an meselesidir. Oysaki durum yukarida bahsedildigi tzere anlik okumalarin
Ol¢im anindaki sadece o anda verdigi verilerin degiskenliginden kaynaklanmaktadir. O
Olciim aninin 5 saniye ya da 5 dakika 6ncesinde ¢ok dramatik degisen okumalar

kaydetmek olasidir.

Referanstan sapma miktari 0.25 uM prob | 0.5 uM prob 1 uM prob
Isik Siddeti (uA) -1.597 -1.069 -3.274
Agisal Kayma (derece) 0 0.1 0

Cizelge 6.1 Algilayici ylizey okumalarinda farkli prob derisimleri sonucu 6lgilen
rakamsal degisimler.
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B) Gergek Zamanli YPR Sensorgraminin Gozlemlenmesi:

4.5
4

w
U

w

e 1 UM prob

e (0.5 UM prob

Delta Degisimi (nA)
= N
= 00N U

g

0.25 uM prob

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dak.)

Sekil 6.20 Algilayici ylizeyden gegirilmis olan farkli derisimlerdeki prob molekiillerin
zamana bagli olarak ylizeye tutunmalarini sergileyen grafik gésterimi.

Yapilmis olan cesitli deneysel Olglimler sonrasinda 3 farkh derisime sahip prob
molekdllerin algilayici ylizeye yerlestirilmesi sonucunda elde edilmis olan veriler goz
onitnde bulundurularak (Sekil 6.19, Cizelge 6.1 ve Sekil 6.20) 0.5uM olarak hazirlanmis
olan prob ¢ozeltisinin ¢calismanin bir sonraki asamasinda (hedef molekiillerin ylizeyden
gecirilmesi) calisiimaya uygun oldugu anlasiimistir. Sekil 6.20 incelendiginde 1 ve 0.5
UM’k cozeltilerden herhangi birinin de calismaya muisait oldugu anlasiimaktadir.
Cunkl bu iki derisime sahip prob ¢ozeltilarinin algilayici yizey lizerinde oldukca net
farkedilebilen sinyalleri gercek zamanli olarak Uretebildigi dikkat cekmektedir. Ancak
diger taraftan Cizelge 6.1’de hem acisal kayma hem de i1sik siddeti degisimi seklinde
belirgin olcllebilir farkhliklar gosteren derisimin 0.5 uM’lik c¢ozeltiye ait oldugu
gorulmektedir. Diger bir taraftan da algilayici ylizeyin amaca uygun bir sekilde
kullanilabilirligini gosterebilmek agisindan olasi en disik seviyedeki derisimle calismak
uygun olacaktir. Nitekim biyomolekiler algilayici platformlarinin  performansini
ispatlayici temel kriterlerden bir tanesi de kullanilan sarf malzemesi ihtiyacini asgari

seviyede tutabilecek bir derisimde galisilabilecek olmasidir.
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Hedef gecirme asamasina gecme oOncesinde calisilacak en uygun derisimi secme
noktasindaki bir diger 6nemli degisken de bu verilere ulasilirken gecen deney siiresidir.
Alinan sinyallerin platoya ulasma siresi geciktikce ylzeyde istenmeyen ikincil bir
molekiler katmanin olusma olasihgl da yilikselmektedir. Bu calismadaki prob
immobilizasyon deneyleri yaklasik olarak 0.25ml’lik 6rneklerin ylizey Uzerinden
donglsel bir sekilde gecirilmesi yontemiyle yapildigindan, DNA’nin tek sarmalli prob
yapisi belirli bir siire icerisinde altin yilzeyine tutunduktan sonra ylizeyden bu problar
donglisel bir sekilde geciriimeye devam ettikce bir takim istenmeyen kopmalar
olabildigi ya da sarmal vyapilarin birbiri (izerine tekrar baglanmaya calistiklari
bilinmektedir. Bu nedenle en kisa sirede (ki bu sire literatlirdeki DNA hibridizasyon
calismalarinin prob immobilizasyon asamasinda 120-200 dk arasinda degismektedir)
sinyal seviyesinde platoya ulasildigi anda sonlandirilmasi gerekmektedir. Sekil 6.20’deki
0.25uM’hik probun ylizeye yerlesme esnasinda sergilemis oldugu tavir iste bu

bahsedilen nedenden 6turudur.

6.6 Hedef Molekiillerinin Algilayici Yiizeyden Gegirilmesi (Makro Kanalli)

Algilayici ylzeylerin validasyonu asamasinda gergeklestirilmesi planlanmis olan ikinci ve
son asama ise ylizeye yerlestirilmis olan prob molekillerine baglanma egilimi gbésteren
hedef molekillerinin ylizeyden gecirilmesi durumunda, algilayict yizeyin farkh
derisimlerde hazirlanmis olan bu hedef molekiil iceren ¢ozeltilere ne sekilde cevap
vereceginin gozlemlenmesi olmustur. Bu maksatla bir 6nceki Bolim 6.5’te belirtildigi
Uzere segilmis uygun 0.5 uM’lik prob molekdllerin yerlestirilmis oldugu algilayici
ylzeylerde asagidaki deney protokoli adimlari cercevesinde farkli derisimlerde
hazirlanmis olan hedef molekillerine algilayici mekanizmanin nasil cevaplar verdigi

kayit altina alinmistir.

Adim 1: Hedef molekilln igerisinde hazirlandigi pH 7.4’lik ikincil tampon glzeltisinin

ylzeyden 15-25 dk arasinda gegirilmesi,

Adim 2: Hedef molekll olan tamamlayicic DNA sarmal vyapilarini igceren farkli
derisimlerde hazirlanmis c¢ozeltilerin ylizeyden gecirilerek etkilesim adimlarinin

tamamlanmasi seklinde acgiklanabilir.
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6.6.1 Uygulanan Hedef Gegirme Deneylerinin Sonuglari

Sekil 6.9’da verilmis olan metodolojiye uygun sekilde olusan ‘rezonans agisi kaymalarr’
ve ‘YPR Sensorgram’ grafikleri kademeli olarak hedef molekiillerinin ylizeyden
gecirilmesi esnasinda da olusturulmustur. Hedef molekdillerin yiizeye tutturulan prob
molekiller {zerinden geciriimesine iliskin deneylerde vyine c¢esitli derisimler
denenmistir. Ancak burada aralarindan en anlamli sonuglar vermis olan 3 farkh derigim

secilerek sirasiyla 0.5, 1 ve 2 uM’lik derisimlere ait kayitlar sergilenmektedir.

A) Rezonans Agisindaki Kaymalarin Gozlemlenmesi:

referans {tampon)
TR = hedef 0 Sub

referans (tampon) | 22" referans (lampan)

N = = ~hedef 1uM === hedef 2uM
x4 , = o " - = = - - .1 n n n L . M |
= 25 0 05 3 35 2 2 %5 30 05 ET] N5 32 2 A8 30 305 ET] 35 2 25 k<]

Sekil 6.21 Algilayici bltiinlesik mekanizmanin farkli derisimlerdeki (a) 0.5 uM, (b) 1
UM ve (c) 2 uM’hik hedeflerin ylizeydeki prob molekillere baglanma sirasinda verdigi
cevaplar. X-ekseni agisal tarama araligini, Y-ekseni 1sik algilayici tabana gegen 151k
seviyesi miktarini (LA seviyesinde) gostermektedir.

Sekil 6.21, ylzeye yerlestirilmis olan prob molekillerin, izerlerinden akitilan hedef
molekillerle etkilesimi éncesi ve sonrasina ait karakteristik YPR grafiginde olusan anlik

kayma miktarlarini sergilemektedir.

Referanstan sapma miktari 0.5 uM hedef | 1 uM hedef 2 uM hedef
Isik Siddeti (uA) -0.327 -0.239 -0.576
Agisal Kayma (derece) 0.1 0.3 0.1

Cizelge 6.2 Algilayici ylizey okumalarinda farkli hedef derisimleri sonucu 6lgiilen
rakamsal degisimler.
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B) Gergek Zamanli YPR Sensorgraminin Gozlemlenmesi

Sekil 6.22’de verilmekte olan 6lgiim kayitlari bir dnceki boélimde anlatildigl Gzere
ylizeye prob molekillerin yerlestirilmesi icin uygun oldugu tespit edilmis olan 0.5
uM’lik derisim kullanilarak, her seferinde yeniden hazirlanan bir algilayici yizey ¢ipi
Uzerinde bu secili prob immobilizasyonunun tekrarlanarak sonrasinda da farkl
derisimlerde hedef molekilleriyle etkilesime sokulmus oldugu deneysel calismalardan
alinmistir ve bu kayitlar bastan sona kadar bitiin deney protokol adimlarini

icermektedir.
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Sekil 6.22 Hedef molekil olarak sirasiyla (a) 0.5 uM, (b) 1 uM ve (c) 2uM’hk
derisimlerin kullanildigl deney protokolliniin bastan sona tiim adimlarinin gésterimi.

Sekil 6.22’de verilmis olan grafik seti dikkatle incelendiginde, ylizeye prob yerlestirme
adimi olan ilk bolimlerin her ¢ denemede de birbirine esdeger sonuglar Urettigi
farkedilecektir. Bu durum, her bir deney baslangicinda kullanilan ¢ogaltiimis algilayici
taban pargalarinin, her seferinde ayni protokol adimlari kullanildiginda ayni sensor
cevabini tekrarladigini ispatlamaktadir. Burada prob molekiiller icin dnceki bélimde
optimize edilmis oldugu anlatilan derisim degerinin her farkli hedef molekuli igin 0.5

KM’a sabitlenmis oldugu gorilmektedir.

Farkh hedef derisimlerinin denenmis oldugu prob-hedef etkilesimi adimlarinda Sekil
6.22’de gorildiigu Gzere algilayici taban farkli cevaplar tiretmektedir. Uretilen bu farkli
cevaplar Sekil 6.23'te ayni grafikte cizdirilerek bir kiyaslamaya gidilmistir. Ustelik bu
grafikte algilayici ylzeylere tutturulmus olan prob molekillerin baglanma egilimi
gostermeyecegi bilinen farkh bir hedef ¢ozelti kullanilarak (Uyumsuz Hedef) algilayici
tabanin istenmeyen ve spesifik olmayan baglanmalara karsi tepkisiz oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 6.23 Hedef molekil olarak sirasiyla 2 uM, 1 uM ve 0.5uM’lik derisimlerin
kullanildigi deney protokoliiniin sadece prob-hedef etkilesiminin gergeklestigi
bolimlerinin gdsterimi.

6.7 Etkilesim Deneylerinin Mikro-Kanall Biitiinlesik Sistemde Tekrarlanmasi
Bu tez galismasinin son asamasinin anlatildigi bu bélimde Sekil 6.10 (a) ile bahsedilmis

olan mikro-kanal bitlinlesik algilayici tabanlar kullaniimistir.

ICP prosesi ile cam ylizeyine gegirilmis olan kirinim agi yapilari, ylzeyleri plazmonlarini
uyarici ince metal tabakasiyla kaplanip Uzerine mikro-kanalli PDMS yapisi
bitlnlestirildikten sonra optimize edilmis olan prob (0.5uM) ve hedef (2uM)

derisimleri kullanilarak ayni deneyler kiyaslama yapmak amaciyla tekrarlanmistir.

PDMS mikro-kanal yapisinin akis haznesi makro-kanalli yapiya kiyasla ¢cok daha kigik
bir alan kapladigindan, yizeye disen i1sik spotunun bu alan icerisinde kalabilmesi icin
optik olarak spot buyuklGgu kigultilmustir. Bu degisimden dolayi bu deney serisinde
okunan stk siddeti miktarlari, ©onceki deney serilerindekine kiyasla azalmig
bulunmaktadir (6rnegin Sekil 6.21'de alt ylzeye gecen 1sik siddeti azami 40pA
seviyelerine ulasirken Sekil 6.24’teki grafikte azami 12pA okunmasinin nedeni bu optik

ayarlamanin yapilmis olmasidir).

PDMS mikro-kanal yapisinin akis haznesi makro-kanalli yapiya kiyasla ¢cok daha kigik
bir alan kapladigindan, igerisinden gegirilen sivi akis hizlarinin ayari ¢ok kritik
olabilmektedir. Sivi akis sistemini gerceklestirmek icin kullanilan peristaltik pompa
mekanizmasinin siviyi ileriye dogru itmek igin kullanmakta oldugu sikistirarak 6teletme
hareketi (peristaltik pompalar biyolojik olarak bagirsak sisteminin hareketini 6rnek
almaktadir) sonucunda meydana gelen ileri-geri itme hareketleri, makro-6lcekli kanal
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yapilarinda sorunsuz c¢alisirken, sivi akis hacminin gérece c¢ok kii¢iik oldugu mikro-kanal
yapilarinda istenmeyen dalgalanma ve basingli puskirtme durumlarina sebebiyet
verebilmektedir. Ornegin bu etki etkilesim dncesi ve sonrasi alinan anlk okuma
degerlerini gostermekte olan Sekil 6.24’te acikca hissedilebilmektedir. Beklenmeyen

miktarlarda gerceklesen YPR egrisi kaymalarini bu sekilde agiklamak mimkindr.

(a) (b)
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Sekil 6.24 Cam yuzeyine gecirilmis kirinim agi yapilarinin bitlinlesik mikro-kanal yapisi
ile birlikte kullanildigi tekrarlamali kiyaslama deney serisi: (a) 0.5uM prob
immobilizasyonu, (b) 2uM hedef gecirilmesi. X-ekseni agisal tarama araligini, Y-ekseni
1stk algilayici tabana gecen i1sik seviyesi miktarini (LA seviyesinde) gostermektedir.

Gerceklesen etkilesimlerin genel seyri hakkinda yorum yapabilmek icin bu nedenden
oturl karakteristik YPR tepe grafiklerinin anlk sayisal degisimleri yerine YPR
durumunun gergeklestigi aci etrafinda gercek zamanh olarak yapilmis olan acisal
taramalarin sonuglarini incelemek yerinde olacaktir. Zira yukarida bahsedilen anlk akis
basinci degisimlerinin etkisi, Sekil 6.25’te verilmis olan uzun siireli ve gercek zamanli
etkilesim analizi grafiklerinde gobzardi edilebilecek dlzeylerde kalmakta ve

etkilesimlerin seyri hakkinda yorum yapabilmek mimkin olabilmektedir.
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Sekil 6.25 — Mikro-kanal icerisinde gerceklestirilen etkilesim adimlarinin algilayici

tabanda yaratmis oldugu zamana bagl degisimlerin gosterimi.

114




BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

‘Yizey Plazmon Rezonansina dayal biyo-algilayici tasarimi’ ¢ercevesinde bu doktora
tezi dahilinde yapilan calismalara ilk olarak YPR uyarici ylzeylerde kullanilmakta olan
prizma yapilarinin alternatifi olabilecek olan kirinim agi yapilarinin hizh ve pratik
sonuglari olan 6zgiin bir teknik kullanilarak Gretilmesinin arastiriimasiyla baglanmistir.
Hazirlanan ornek algilayici tabanlar Gzerinde ilk olarak YPR aninin bir CMOS kamera
yardimiyla sirasiyla hem yansima hem de gecirme (transmisyon) modlarinda yeterli
hassaslikta goriintlilenerek islenebilip islenemeyecegi saptanmistir. Calismalarin
devaminda YPR durumu olusturabilecek farkh kirinim agi yapilari denenmis, bu yapilar
karakterize ve optimize edilmeye calisiimistir. Buna ek olarak farkli modlarda (yansima
ve transmisyon) gozlemleme yapilabilecek birkac farkh kirinim agi substrati hazirlanmis

ve bu yapilar Gzerinde ilkesel denemeler yapilmistir.

Bu asamadan sonra YPR’nin gozlem modlarindan olan transmisyon modunda c¢alisan,
ayni zamanda duzlemsel bir geometriye sahip olacak sekilde bitlinlestirilebildiginden
sistemin minyatirizasyon ve Uretiminde blyuk kolayliklar saglayacak olan temel
mekanizmanin tasarim ve isleyisine odaklanilmistir. Tez 6nerisinde 6ngoriilmis olan bu
bitlinlesik algilayici mekanizmanin temel olarak prensipte calistigl ve hassasiyet
hesaplamalari tez calismasi sirasinda yayinlanmis olan bilimsel makale icerisinde
gosterilmistir [68]: Bu ¢calismada A = 740 nm olan glimis kaplamali kirinim agi yiizeyinin
632.8 nm dalgaboyunda 1sik kaynagi ile uyarildiginda ortaya cikan rezonans acilari
hesaplanmistir. Birinci ve ikinci dereceden harmonik rezonanslarin, dielektrik ortam
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indisi ny = 1.33 iken O = 33.9° ve 17.4° lerde olustugu hesaplanmistir. Rezonans
acilari NaCl ¢ozeltili ortamda teorik olarak sirasiyla 34.8° ve 16.6° lerine kaymistir.
Deneysel olarak tespit edilen kayma agilarinin teorik hesaplamalara yakin benzerlik
gostermektedir. Saf su ortaminda Or = 34.1° ve 17.9° lerinde olustugu olglilen birinci ve
ikinci dereceli rezonanslar, NaCl ortaminda Og = 34.1 ve 17.9 acilarina kaymistir. Teorik
hesaplamalara karsin rezonanslarin agisal hassasiyetleri 91 derece/RIU ve
83 derece/RIU olarak gozlemlenmistir. Bu farkliigin hazirlanan 6lgim dizeneginde
rezonans agisl Olglimlerindeki sistemsel hatalardan kaynaklanmis olabilecegi
distunulmektedir. Gergek zamanli olgiimlerde ise algilayici ylizeylere butinlestirilmis
akis sistemi igerisinden saf su ve NaCl gegcirilmis ve i1sik-akim degerleri takip edilmistir.
inceleme acisi olarak isik-akim miktarinda degisikliklere yol acan ortam kirinim indisi
yukselme anlari segilmistir (1sik gelme agilari ©; = 35.6 ve 17.1 iken). Isigin transmisyon
egrisindeki en yiiksek egimin bulundugu andaki akim hassasiyeti deneysel olarak birinci
derece harmonik igin 7.37 uA/derece, ikinci dereceden harmonik iginse 2.92 uA/derece
olmustur. Tiim hassasiyet ise birinci dereceden harmonikte 6.11 x 10 Amper/RIU,
ikinci dereceden harmonikte ise 2.42 x 10 Amper/RIU olarak hesaplanabilmistir.
Kullanilan algilayici mekanizma igin glirtltt sinirh bir dlgim yapildig varsayildiginda,
saptanabilen asgari kirnim indisi degisiminin 5.61 x 10° RIU/VHz olacag
ongorilmaustir. Bununla birlikte lazer i1sik kaynaginin domine ettigi glirtltiiden 6turd, bu
deger 6.3 x 10° RIU/VHz olarak tespit edilmistir. Dogru akimda olciilen isik-akim
glrlltist teorik glralth seviyesi olan 1.8 pA/VHz degerine karsin 1.7 nA/VHz

seviyerinde olmustur.

Gahsmalarin ilerleyen asamalarinda tasarlanmakta olan bu bitlinlesik mekanizma igin
en uygun olasi akis kanallarinin hem makro hem de mikro 6lcekli olarak tasarimi ve

Uretimi tGzerine uzun soluklu denemeler yapiimistir.

Plazmonlari uyarici kirinim agi yapilarinin kopyalanarak cam tabanlara transfer edilmesi
arastirilmis ve bu islemin olabilirligi ortaya konulmustur. Uzerinde gémilii plazmon
uyarici yapilarin oldugu bu cam tabanlarin lzerine makro-kanal yapilarina alternatif
olarak tasarlanarak Uretilmis olan PDMS mikro-kanal yapilarinin sabit bir sekilde

batlnlestirilebiliyor olmasi saglanmistir.
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Elde edilen bu 06zgin ve bitlinlesik algilayici mekanizmanin  biyo-molekdiler
etkilesimleri algilayabilen bir biyo-sensor platformu olarak kullanilabilecegini
arastirmak maksadiyla Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi B6limii ile ortak bir

deneysel calismaya girisilmistir.

Bir cesit tehlikesiz Tlberkiloz bakterisi olan MTB (Mycobacterium Tuberculosis)
tlirdnin DNA’sindan sentetik olarak Urettirilmis olan ve bu hastalikla ilgisi bulunan ilgili
sekansin, tek sarmalli bir dizi seklinde 6nceden calisilmis bir deney protokoli dahilinde,
bitlinlesik plazmonik algilayici  platformunun kabiliyetlerini arastirmak (zere
kullanilmasina baslanmistir. Oncelikle algilayici yiizeylere Tiberkiiloz bakterisinin
varligini tespit edecek olan tek sarmalli dizi isaret¢i olarak yerlestirilerek ylzey
immobilizasyonu gerceklestirilmis, bu prob immobilizasyonlari gesitli farkl derisimlerde
denenerek en anlamli ve ideal sonuglari verecek olan derisimler tespit edilmistir.
Sonrasinda da problarin tanimasi beklenen hedef molekiller (yani Tiberkiloz
bakterisinin hastalik yaratan DNA sekansina ait tek sarmalli yapisinin eslenigini iceren
diger bir tek sarmalli yapi1) algllayici ylizeyler Uzerinden gecirilerek DNA
hibridizasyonunun gergeklesmesi igin uygun kosullar saglanarak, bu etkilesimler anlik

ve gercek zamanli olarak takip edilmistir.

Bahsi gecen bu etkilesim deneyleri hem makro hem de mikro 6lcekli kanal yapilari
icerisinde verilen sirayla tekrarlanmis, ortaya c¢ikan sonuglar sergilenmistir.
Tamamlanmasi hersey yolunda gittigi takdirde iyimser olarak yaklasik 6 saat siiren
deney protokol serileri, her farkh prob ve hedef molekiil derisim o6rnekleri igin
defalarca tekrarlanmistir. Sergilenmis olan zamana bagli ve anlik sensor cevaplari, uzun
siren bu deney adimlari esnasinda siirekli kaydi tutulan ve sadece bir deney serisine
ait 78 bin satirlik metin dosyalarinin biriktigi bir veritabani icerisinden secilerek ancak
Uzerinde herhangi bir manipulasyon yapmadan olabildigince ham olarak cizdirilmeye
cahsilmistir. Elde edilen sensdr cevaplarinin kiyaslanabilecegi MTB’ye ait DNA
hibridizasyonunun YPR teknigiyle oOlcilmesine yonelik calismalara literatiirde pek
rastlanamamistir. Bu nedenle sistemin ilkesel ¢alisirligi agisindan 6nceden bahsi edilmis
olan yayimlanmis ilgili bilimsel makalede yer alan hassasiyet degerlerine atifta
bulunmak yerinde, merak edildigi takdirde ise okuyucular igin géz atmak yeterli
olacaktir. Ancak ortak calisma icerisine girmis oldugumuz Hacettepe grubu tarafindan
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yakin bir gegmiste tamamlanmis olan bir yiksek lisans tez ¢alismasi dahilinde MTB’ye
yonelik DNA hibridizasyonu protokolleri (izerine calismalar yapilmistir, ilgili 6lgiimler
piyasada laboratuvar kullanimina yonelik olarak bulunabilen ve geleneksel YPR
teknigiyle calisan bir analiz cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir ve ortaya cikan
sonuclar kiyaslandigi zaman (farkh 6l¢iim birimleri kullanilmis olmakla beraber) her iki

kullanilan 6l¢iim mekanizmasinin birbirine ¢ok yakin giktilar trettigi gériilmektedir [79].

Tartisma

Tasarlanmis olan blitiinlesik plazmonik algilayici mekanizmada kullaniimis olan tasarim

ve Uretim tekniklerinin 6zglinliigii tzerine:

Bu tez galismasi esnasinda elde edilen olumlu sonuglar bilimsel bir makale dahilinde
derlenmis ve bu makalede plazmonik transmisyon algilamasina dayali bitinlesik
dizlemsel bir sensér mekanizmasinin baslica 6zgin yonleri ve Umit vaad edici
kabiliyetleri sergilenerek irdelenmistir. Bu makale cercevesinde iki-harmonikli bir
kirinim ag profili kullanilmasi durumunda glglendirilmis bir ikinci dereceden plazmonik
rezonans uyarilmasi gerceklestiginin ortaya cikarilmis oldugundan bahsedilmistir.
Foto-diyot tabakasindan olusturulan dizlemsel bir algilayici tabanin sisteme
bitlinlestirilmesine ozellikle vurgu yapilarak, en uygun hale getirilmis kirinim agi
yapilarinin ve Uzerine butunlestirilen mikro-akiskan bir kanalin oldukga kolaylastiriimis
Uretim yontemleri gosterilmis; bu bitlinlesik dizlemsel yapinin olduk¢a ylksek

oranlarda minyatiirizasyonu miimkin kildig1 agiklanmistir.

Birinci ve ikinci harmonik rezonans egrilerinin ortamin kirma indisi degisimlerine
gosterdigi karakteristik bir davranisin var oldugu, bu egrilerin birbirlerinden
karakteristik bir sekilde uzaklastigi ya da yakinlastigi tespit edilmistir. Bu davranis
karakterize edildigi durumda, indis degisimlerinin herhangi bir ilave dayanak gizgisi
veya referans Olclimine gerek duyulmadan diferansiyel bir sekilde hesaplanabilecegi

ongorilmustir.

Kirinim ag1 ve onun altinda bulunan foto-diyot alaninin diizlemsel tasarimi, bunlarin
Uzerine bdtilnlestirilmis olan mikro-akiskan kanalin istenilen bélgelerine algilayici

sistemin yerlestirilebilmesi gibi essiz bir tasarim esnekligi saglamaktadir. Mikro-akiskan
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kanalin PDMS malzemesi kullanilarak Gretilmesi durumunda litografik sekillendirme ile
cok kanalli ve ¢ok sirali bir akiskan taban tasarimi yapmak mimkiindir. Bu yontemle
hazirlanacak olan kanalin istenilen farkl boélgelerinde yukarida bahsedilen esneklik

cercevesinde cesitli algilayici alanlar olusturmak pratikte olasi gortilmektedir.

Uzerinde calisilan sistemin algilama yetenegini ortaya koymak maksadiyla basit sivi
degisimlerinin yaratildigl deneysel bir yaklasim izlenmistir. Literatirde prizma ya da
dalga kilavuzu eslemeli YPR algilayicilarina kiyasla daha disiik bir hassasiyete sahip
oldugu belirtilen kirlnim ag1 eslemeli YPR algilayicilarinin 6éniinde duran bu temel
sinirlayici etken, bu calismalarimizda hassasiyetin kabul edilebilir ve tatmin edici bir
seviyeye c¢ekilmesiyle digerleriyle yarisabilir hale getirilmistir. Sivi degisiminden
kaynaklanan kirma indisi degisimleri etkili bir sekilde o6lclilerek, cok iyi derecede
tekrarlanabilen ve kararli bir sensor cevabi olan, 2.2 x 10 RIU/VHz mertebelerindeki
guriltu sinirl teorik hassasiyet degerine kiyasla pratikte 6.3 x 10° RIU/VHz seviyesine

esdeger bir kirilma indisi girtiltistu hesaplanmistir.

Kullanilan cihaz icin eslenme sartinin optimizasyonunun, algilama hassasiyetini daha da
guclendirmesi ihtimal dahilindedir. Nitekim, rezonans agisi ©g'nin siyirma acilarina
yaklasmasi durumunda agisal hassasiyetin artacagi bilinmektedir [61]. Cos(©g) yaklasik
0.1 olacak sekilde farkh bir kirnim agi periyodu ve uyarma dalgaboyu segilmesi
durumunda hassasiyetin bir blytklik derecesi kadar artirilmasi mimkiin olabilir.
Ayrica Romanato et al. [80, 81] calismalarinda, kirinim aginin azimut acisi etrafinda
dondirilmesiyle daha biylk rezonans agisi  kaymalarinin - (bu ¢alismadaki
50 - 100 derece/RIU degerine kiyasla 800 derece/RIU degerine kadar) gerceklestigini
bildirmistir. Bu ¢alismada kullanilan algilayici kirinim agi mekanizmasi, CCD gibi bir
dizi-detektorinin Gzerine butunlestirildigi takdirde, 6zellikle biyomolekiler etkilesim

algilamalari gibi dizi-goriintilemesi gerektiren ¢alismalarda kullanilabilecek niteliktedir.
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Uretilmis olan biitiinlesik plazmonik algilayici  mekanizmanin  biyomolekiiler

etkilesimlerin analizinde kullanilabilirligi iizerine:

Bu calisma gergevesinde, basit ve kolay uygulanabilir bir tGretim teknigi kullanilarak
Uretilebilen bu algilayici mekanizmanin, optik sensorle kirinim agi eslemeli plazmonik
algilayici mekanizmanin entegrasyonu ile ¢ok umut vaad edici hassasiyet ve sensor
cevaplarina ulasabilecegi ihtimali sergilenmistir. Bu yaklasim, yiksek seviyelerde
ufaltilabilecek olan uygun maliyetli bir YPR algilayicisina yol vermektedir. Bu
mekanizma, kirnnim agr vyapisinin  saglamis oldugu kazanimlarin timiinden
faydalanmakta ve prizmali YPR sistemleriyle kiyaslanabilir hassasiyet seviyelerine
ulasilabilmesi yolunda da kapiyi agik tutmaktadir. Bu haliyle, etiketlemesiz algilamanin
tercih edilebilecegi entegre lab-on-chip tasarimlarinda kendisine uygulama alani

bulabilecektir.

Ulusal patenti alinarak uluslararasi patent basvurulari beklemede bulunan bahsi gecen
batinlesik plazmonik algilayici mekanizmanin biyo-algilayici olarak kullanilabilirligini
ortaya koymak Uizere anlatilan etkilesim deneyleri belirli bir protokol ¢ercevesinde
gerceklestirilmistir. Pratik ve deneysel calismalarin agirlikh oldugu bu tez calismasi
dahilinde vyapilan arastirmalarin deneme-odakli sonuglari sergilenmistir. Bilimsel
makalede anlatildigi Uzere 1sik algilayici taban olarak kullaniimis olan foto-diyot
yapisinin laboratuvar kosullarinda Gretilmesi durumunun verimli bir sekilde calisirhgi
ortaya konulduktan sonra, calismanin ilerleyen asamalarinda isik algilayici taban olarak
hazir giines pili (solar cell) pargalarinin kullanilmasinin yapilacak olan etkilesim
deneylerinde coklu kullanim ve silirekli yenileme asamalarinda pratik faydalar
saglayacagl goruldigu icin bu yontem izlenmistir. Biyomolekuler etkilesim
deneylerinde bu pratik nedenlerden 6tliri hazir tabanlar kullanilmis, tasarlanmis olan

0zglin plazmonik algilayici yapilar bu hazir tabanlara bitinlestirilmigtir.

Etkilesim deney protokoll olarak secilmis olan DNA hibridizasyonunun gercek zamanli
gorintilenmesi ve incelenmesi asamalarina gelindiginde bu alanda YPR algilama
platformlarinin literatiirde henliz ¢ogunlukla tercih edilip kullanilan platformlar
olmadigl gorilmektedir. Bunun baslica nedenleri arasinda molekiiler etkilesim

deneyleri Uizerine galismalar yiriten bilim insanlarinin biyoloji ve kimya temelli olarak
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geleneksel anlamda kabul gérmis olan klasik 6lglim tekniklerine (ELISA, HPLC, QCM
vs.) karsi gosterdikleri aliskanliklarin olabilecegi distnidlmektedir. Ayrica, genellikle
muihendislik temelli bilim insanlari tarafindan gelistiriimekte olan algilayici
platformlarin etkilesim kinetigi herkes tarafindan bilinen genel gecer molekiler
modeller (avidin-biotin-streptavidin gibi ¢ok temel protein etkilesimlerinin izlenmesi

gibi) Gizerinden dogrulanmasi tercih edilmektedir.

Bahsi edilen bu zorlayici etmenlere ragmen elde edilmis olan sonuglar, kiyaslama
yapilabilecek olasi benzer deneylerin sonuglarina, Hacettepe arastirma gurubunun
benzer etkilesim denemelerinin sonuglarinda oldugu Uzere, olduk¢a umut vaad edici

yakin benzerlikler gostermistir [74-79].

Diger taraftan gelistirilmis olan platformun bugiin icin endistri standardi kabul
edilmekte olan ve geleneksel prizmali YPR sensér konfiglirasyonu kullanan ticarilesmis
analiz cihazlariyla mukayese edilmesi acisindan, bu varolan sistemlerde kullanilan
benzer etkilesim deneylerinin yapilmasi yerinde olacaktir. Bu sekilde, tasarlanmis olan
algilayici mekanizmanin galisma sinirlari ve kabiliyeti rakamsal kiyaslamali olarak daha

net bir sekilde ortaya konulabilir.
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Gelistirilmis olan biitiinlesik plazmonik algilayici platformun gergek diinyada somut
olarak kullanilabilir, katma degeri yiiksek bir teknoloji liriinii olarak endiistriye transfer

edilebilir bir sekle sokulmasi lizerine:

Bir doktora tezi calismasi esnasinda ortaya ¢ikmakta oldugu gorilen Gmit verici
gelismelerin son kullanicilara da fayda saglayabilecek, somut olarak kullanilabilir bir
Urline donusturilebilmesi gayesiyle Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhg tarafindan da
desteklenmis olan bu tez calismasi vasitasiyla ortaya mobil olarak kullanilabilmeye
uyumlu bir cihaz prototipi ortaya ¢cikmistir. Tze ¢alismasina paralel olarak ylritilmekte
olan bu projede, Android tabanli mobil cihazlarla biyo-molekiiler etkilesimlerin gergek

zamanli takibinin yapilabildigi gelecek vaad eden bir asamaya gelinmistir.

Bu tez calismasinin sonlandirilmasini takiben bahsi gecen bu projeye devam edilerek,
algilayici platform igin baska uygulama alanlari yaratilmasi Gizerine arastirma-gelistirme
faaliyetlerine devam edilmesi planlanmaktadir. Bu baglamda ilk olarak genel kabul
gormus ve kinetigi herkesge bilinen bir etkilesim protokolliniin platform izerinde nihai
validasyon amaciyla calistirilmasi kurgulanmistir. Sonrasinda ise Bilkent Genetik ve
Molekdiler Biyoloji bélimiinde oldukga 6liimcil olan spesifik bir akciger tiimoriine karsi
tani amagli gelistirilmis olan protein setinin kullanildigi, erken asamada kanser tanisi

yapabilecek olan bir plazmonik algilayici platformunun tasarlanmasi 6ngorilmektedir.
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