OZET
BiYOBELIRTEC TESPITINDE KULLANILAN BiR CIHAZ ELDE
ETME YONTEMI

Bulus, biyobelirteclerin tespit ve tayininin floresansla giiclendirilmis ve yiizeye

uzakhigi belirlenmis metamalzeme-tabanli plazmonik sensorler ile yapilmasini

saglayan taginabilir bir 6lgiim cihazi elde etme yontemi (100) ile ilgilidir.

18



10

15

20

25

30

ISTEMLER

1. Kan, serum veya idrar seklindeki biyolojik sivilardaki hastalik yapici

biyobelirteglerin hem klinikte hem de hasta basinda floresansla
giiclendirilmis metamalzeme plazmonik sensor kullanarak tespit eden
taginabilir bir 6l¢lim cihazi elde etmeyi saglayan;

-optik disk (DVD) yiizeyindeki nanoperiyodik yapinin agiga gikarilarak
kimyasal agindirma yapilmasi (101),

-agindirilan yiizeyin kaplanmasiyla metamalzeme plazmonik sensor elde
edilmesi (102),

-metamalzeme plazmonik sensdr ylizeyinde mikrokanal olusturulmasi
(103) ve

-yilizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore Kisa,
orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulamp floresans malzeme
entegre edilerek biyobelirte¢ 6l¢iim cihazi elde edilmesi (104) adimlar ile
karakterize edilen bir yontem (100).

Optik disk ylizeyindeki nanoperiyodik yapmin agiga ¢ikarilarak kimyasal
asindirma yapilmast (101) adiminda, optik disk yilizeyinde bulunan ve
istenmeyen plastiklerin bir bistiiri araciligiyla yiizeyden uzaklastirilmasi ile
karakterize edilen Istem 1°deki gibi bir yontem (100).

Optik disk ylizeyindeki nanoperiyodik yapinin agiga ¢ikarilarak kimyasal
asindirma yapilmasi (101) adiminda, yiizeyin hacimce 1:1 oraninda
hazirlanan etanol-metanol karisimi ile temizlenmesi ve yiizeyden boya ile
istenmeyen katmanlarin arindirilmasi ile karakterize edilen Istem 2’deki

gibi bir yontem (100).

Optik disk ylizeyindeki nanoperiyodik yapinin agiga ¢ikarilarak kimyasal
asindirma yapilmasi (101) adiminda, hacimce 1:4 oraninda hazirlanan

aseton-izopropanol karigiminin temizlenen ylizeye istenilen periyodik yapi
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elde edilene kadar 30-120 saniye uygulanarak kimyasal asidirma

gerceklestirilmesi ile karakterize edilen Istem 3’teki gibi bir ydntem (100).

. Asindirilan yilizeyin kaplanmasiyla metamalzeme plazmonik sensor elde

edilmesi (102) adiminda, asindirilan yiizeylerin elektron-isinli buharlasma
yontemi kullanilarak sirasiyla 5-15 nm titanyum, 25-50 nm giimiis ve 5-20
nm altin ile kaplanip metamalzeme plazmonik sensor elde edilmesi ile
karakterize edilen yukaridaki istemlerden herhangi birindeki gibi bir
yontem (100).

Metamalzeme plazmonik sensor yiizeyinde mikrokanal olusturulmasi (103)
adiminda, metamalzeme sensOr yiizeyine mikroakigskan bir ¢ip entegre
edilerek yiizeyde mikrokanallar olusturulmasi ile karakterize edilen Istem

5’teki gibi bir yontem (100).

Metamalzeme plazmonik sensor yiizeyinde mikrokanal olusturulmasi (103)
adiminda, olusturulan mikrokanallarin (4-10 mm) x (10-40 mm) x (25-250
um); en x uzunluk x yiikseklik boyutlarinda olmasi ile karakterize edilen

Istem 6°daki gibi bir yontem (100).

Metamalzeme plazmonik sensor yiizeyinde mikrokanal olusturulmasi (103)
adiminda, plazmonik sensdriin 10-20 mm x 15-50 mm boyutlarinda olmasi

ile karakterize edilen Istem 6’daki gibi bir yontem (100).

. Yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore kisa,

orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulanip floresans malzeme
entegre edilerek biyobelirteg Olgiim cihazi elde edilmesi (104) adiminda,
elde edilen metamalzeme plazmonik sensdriin biyobelirteglere karsi olan
hassasiyetini artirmak amaciyla sensor ylizeyine floresans malzemelerin,
biyomolekiiller araciligiyla entegre edilmesi ile karakterize edilen

yukaridaki istemlerden herhangi birindeki gibi bir yontem (100).
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10.

11.

12.

Yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore Kkisa,
orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulanip floresans malzeme
entegre edilerek biyobelirte¢ 6l¢iim cihazi elde edilmesi (104) adiminda,
kullanilan floresans malzemenin, fluoresein izotiyonosiyanat (FITC) olmasi

ile karakterize edilen Istem 9°daki gibi bir yontem (100).

Yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore Kkisa,
orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulamip floresans malzeme
entegre edilerek biyobelirte¢ 6l¢iim cihazi elde edilmesi (104) adiminda,
floresans malzemenin biyomolekiillere baglanmasi i¢in avidin-biyotin
etkilesimi kullanilmasi ve bu etkilesim i¢in avidin-FITC molekiillerinin

secilmesi ile karakterize edilen Istem 10’daki gibi bir ydntem (100).

Yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore Kkisa,
orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulamp floresans malzeme
entegre edilerek biyobelirte¢ 6l¢iim cihazi elde edilmesi (104) adiminda,
floresans malzemenin, metamalzeme plazmonik sensor yiizeyine 6-10 nm
mesafe ile uygulanmast ile karakterize edilen Istem 11°deki gibi bir yéntem
(100).
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TARIFNAME
BiYOBELIRTEC TESPITINDE KULLANILAN BIR CiHAZ ELDE
ETME YONTEMI

Teknik Alan

Bulus, biyobelirteclerin tespit ve tayininin floresansla gili¢lendirilmis ve yiizeye
uzakligir belirlenmis metamalzeme-tabanli plazmonik sensorler ile yapilmasini

saglayan taginabilir bir 6l¢iim cihazi elde etme yontemi ile ilgilidir.

Onceki Teknik

Metamalzemeler dogal olarak bulunmayan, rasyonel olarak tasarlanmis yapilardir.
Bu malzemeler uzaysal olarak diizenlenmis meta-atomlar tarafindan 15181
manipiile eden alt dalga boyu kalinliklarindaki ince plazmonik veya dielektrik
malzeme katmanlari iceren nanoyapili ara-yiizlerdir. Bu meta-atomlar, faz, genlik
ve polarizasyon gibi 1s1k Ozelliklerini dogrudan degistirebilir ve bdylece dogal
malzemelerin fotonik davranisini arttirabilirler. Bu nedenle, metamalzemeler diiz
merceklerde, hologramlarda, goriinmez cilt pelerinlerinde ve fotonik cihazlarda
kullanilir. Metamalzemelerin 151k kontrol kabiliyeti biiyiikk Ol¢iide tasarlanmig
nanoyapilara, 6zellikle bunlarin sekline ve malzeme bilesimine baglidir. Ayrica,
metamalzeme-tabanli plazmonik yiizeyler, klasik yilizey plazmonlar1 (YP)
platformlarina gore c¢esitli avantajlar saglar: 1) Hassasiyeti artirmak igin
elektromanyetik spektrumlarin  ultra-hassaslikla ayarlanmasi, 2) {iretimde
esneklik, 3) sinyal okumada kararlilik, 4) daha diisiik radyasyon sonlimlemesi ve
daha yiiksek kalite faktorii ve 5) ¢oklu rezonanslar olusturma. Bu malzemeler,
kolloidal, diizlemsel veya periyodik desenli nanoyapilardan olusur. Bu yapilar
sayesinde alt dalga boyu dlgeklerinde lokal 151k yapilandirmasini saglar. Ornegin,
fotonik ve plazmonik kolloidal partikiillerin birlestirilmesiyle olusturulan
metamalzemeler, hiicre goriintiilenmesine ve hastalik biyobelirteg tayinine olanak

vermistir. Bu birlestirme islemi sirasinda, maalesef nanopartikiiller ya optik ya da
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fotonik davranislarin1 kaybederler. Polimerik malzemeler kullanarak partikiiller
arasinda belli bir uzaklik saglandiginda, metamalzemenin optik 6zellikleri kararli
kalmasmma ragmen bu yapilarin uygulanabilirligi hiicre goriintiileme ve
isaretlemeyle smirli kalmistir. Diizlemsel formlarda tasarlanan, hiperbolik
metamalzemeler biyo-duyarliliga karsi yiiksek hassasiyet gosterir. Fakat bu
yapilar birden fazla, farkli 6zellikteki malzemenin {iist {iste kaplanmasini igeren
karmagik, mesakkatli, zaman alan ve pahali sistemlerle ancak olusturulur. Bu
sistemler, yakin kizilotesi veya kizilotesi dalga boylarindaki dl¢timler ile izlenir.
Bu nedenle karmasik ekipmanlar ve uzman bir kisi olmadan hasta-basinda

uygulanabilirligi diisiiktir.

Metamalzeme iiretimindeki bu zorluklari asmak icin aragtirmacilar halihazirda
periyodik desenlere sahip yiizeyleri de kullanmiglardir. En 6nemli 6rneklerini
dogadaki nanoboyutlu desenlerden alarak, biyo-ilham ve mikrotemas baskilama
stratejileriyle iiretilen periyodik nanodesenli (6rnegin, bal petegi gibi) yapilar
yukaridaki belirtilen iiretim sorunlarinin bir kismina ¢oziim bulmustur. Ayrica,
biyouyumlu ipek kullanilarak fotonik kristal opalleri ve plazmonik sensorler
iiretilip, kirilma indisi farkina bagli degisimlerle biyolojik molekiillerin varligi
tespit edilmistir. Son zamanlarda optik diskler iizerinde bulunan periyodik
nanodesenleri  kullanarak  arastirmacilar  plazmonik yiizeyler {iretmeyi
basarmiglardir. Kirilma indisi degisimlerinin yani sira, bu yiizeylerde biyolojik
molekiil tespiti de yapilmistir. Yakin zamanda, Cok Amacglh Sayisal Disk (Digital
Versatile Disc: DVD) tabanli bir plazmonik yiizeyde biyolojik molekiillerin
(proteinler ve viriis partikiilleri) tayini yapilmistir. Fakat, sadece DVD
yiizeyleriyle yapilan metamalzeme plazmonik sensorler yeteri kadar hassas
Olclimler alinmasina olanak vermemektedir. Bu nedenle, sensor ylizeyi iizerinde
hassasiyetin arttirilmas1 gerekliligi goze carpmaktadir. Bu tarz durumlarda,
plazmonik yiizeylerde sinyal ve hassasiyetin artirimi i¢in altin nanopartikiiller ve
floresans yapida molekiiller kullanilir. Ozellikle, floroforlar, kuantum noktalar ve
nanokristaller uzun stiredir biyomolekiiler goriintiileme ve sensor teknolojilerinde

uygulanir. Ornegin, fotonik malzemeler kullanilarak Forster Rezonans Enerji
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Transferi (FRET) 1sinlayict olmayan dipol-dipol etkilesimleri yoluyla donor
partikiillerinden alict partikiillere uyarmalarin aktarilmasini saglar. FRET
stratejileri renk ayarindan, enerji hasatina ve sensOrlere kadar cesitli
uygulamalarda yaygm olarak kullanilir. Ancak, daha biiyiik boyutlarda
nanokristaller kullanilsa bile (merkezden merkeze mesafe nedeniyle), FRET
verimliligi yaklagik 10 nm uzunluk 6l¢egi ile sinirhidir. Daha uzun mesafelerde
(16-20 nm), FRET'in etkisi 6nemsiz hale gelir. Ciinkii FRET etKisi 1/r% oraninda
diiserek yerini Purcell etkiye (1/r* oraminda) birakir (r: plazmon-florofor
arasindaki ayirma mesafesi). Floroforlarin plazmonik yiizeylere entegre edilmesi
sonucu fotoliiminesans etkisi olusturulur ve boylece donodr-alici etkilesimlerinin
giicti arttirilir. Fakat bu dl¢limlerin yapilmasi kiigiik bir ylizey alaninda karmagsik
ekipmanlarla oldugundan hasta basi tani testlerinde kullanilabilecek sensorler
degildir. Ek olarak, optik diskler iizerindeki nanoyapilar mikro-temas baskilama
yontemiyle ilkin  polidimetilsiloksan (PDMS) damgaya akabinde de
polimetilsilseskuioksan (PMSSQ) malzemesine aktarilarak nanodesenli yapilar
olusturulmustur. Yiizey duyarliliginin arttirilmasi i¢in nanodesenli yapilarda
rastgele olusan nanobosluklar {izerine floresans molekiiller yerlestiginde sinyalin
69 ila 118 kat daha arttigini tespit etmislerdir. Fakat bu nanobosluklar, plazmonik
ylizeyler tretilirken tamamen rastgele olusur ve herhangi bir sekilde bu islemin
kontrolii ve standardizasyonu bulunmaz. Ayrica, bu periyodik nanoyapilar genis
alanda {iretilemez ve belli sayida kullanimdan sonra PDMS damga iizerindeki
nanodesen boyutlarini koruyamazlar. Tiim bunlar bugiin uygulanan metamalzeme
tekniklerinin, tiretim ve yontem standardizasyonunda temel sorunlara ve akabinde
de teknolojik bosluklara sahip olduklarini gosterip, hasta basinda kullanilmaya
uygun tasinabilir biyobelirte¢ tespit cihazina ihtiya¢ oldugunu agikca ortaya
koymaktadir.

Teknigin bilinen durumda yer alan W02009021964 sayili uluslararasi patent
dokiimaninda ylizey plazmon rezonansi ve yiizey plazmonla eslestirilmis emisyon
dahil olmak tizere plazmonik etkilerin bir kombinasyonu yoluyla optik ¢iktinin

arttirilmasini ~ saglamak iizere yapilandirilan bir dizi optik elemandan
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bahsedilmektedir. Boyle bir optik eleman, siiperkritik ag1  floresan
fenomenlerinden yararlanmak i¢in optimize edilmis konfigiirasyonlar tarafindan
saglananlar gibi, optik elemana yayilan 1s181n agisal dagilimini tercihli olarak ayirt
etmek i¢in geometrik olarak konfigiire edilebilmektedir. Bir diizenlemede, bir
biyogipten ylizey tarafindan olusturulan bir fliioresansin yiiksek verimli bir
toplayicisina bir plazmonik giiglendirme olgusunun dahil edilmesi, kiigiik
miktarlarda analitin saptanmasinda uygulamaya sahip olan yiliksek verimli optik
elemanlar saglamaktadir. Saglanan optik eleman, 6zellikle biyomedikal teshis

uygulamasinda kullanilan hassas bir cihazdir.

Bulusun Kisa Aciklamasi

Bu bulusun amaci, biyobelirteglerin tespit ve tayininin floresansla giiglendirilmis
ve yiizeye uzakhg: belirlenmis metamalzeme-tabanli plazmonik sensorler ile

yapilmasini saglayan bir 6l¢lim cihazi elde etme yontemi gergeklestirmektir.

Bu bulusun bagka bir amac1 hem klinikte hem de hasta basinda kullanmaya uygun

taginabilir bir 6l¢iim cihazi1 gergeklestirmektir.

Bu bulusun bir bagka amaci, raflarda kalmis, kullanilmayan ve atil olarak gdziiken
optik disklerin iizerinde halihazirda bulunan periyodik nanodesenlerin
kullanomiyla  metamalzeme elde edilmesini  saglayan bir  yOntem

gerceklestirmektir.

Bu bulusun bir diger amaci, plazmonik, fotonik ve mikroakiskan yapilarin
birlestirilmesiyle Ol¢ciim cihazi elde edilmesini saglayan bir yontem

gerceklestirmektir.

Bu bulusun diger bir amaci, birden fazla biyobelirteci tanima kapasitesine sahip

6lctim cihazi gerceklestirmektir.
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Bu bulusun diger bir amaci, diisiik maliyetli, kullanimi1 kolay, yiiksek hassasiyetle
6l¢tim yapabilen ve 6l¢iim i¢in uzman personel gerektirmeyen bir cihaz elde etme

yontemi gergeklestirmektir.

Bulusun Ayrintih Aciklamasi

Bu bulusun amacma ulasmak icin gergeklestirilen “Biyobelirte¢ Tespitinde
Kullanilan Bir Cihaz Elde Etme Yontemi” ekli sekillerde gosterilmis olup, bu
sekillerden;

Sekil 1. Bulus konusu yonteme ait akig semasidir.

Sekil 2. Bulusun izdiisiimii ¢izimleri. a) DVD plastik kalib1 ve birden fazla metal
kaplamasi (Titanyum: 10 nm; Giimiis: 30 nm; Altin: 15 nm) b) 3-MNHS ile elde
edilen kisa mesafeli modifikasyon (~4 nm), ¢) SH-PEG 600-biyotin ile elde edilen
orta mesafeli modifikasyon (~6-10 nm), d) SH-PEG 2000-biyotin ile elde edilen
uzun mesafeli modifikasyon (~16-20 nm).

Sekil 3. a) DVD plastik kalibin ve b) bu kalip iizerine birden fazla metal
kaplamasi (Titanyum: 10 nm; Gimis: 30 nm; Altin: 15 nm) ile olusturulan
metamalzeme plazmonik sensériin AFM ve SEM goriintiileridir.

Sekil 4. Yiizey kimyas1 uygulamalari (a-b) 3-MNHS ile kisa mesafeli (~4 nm), (c-
d) SH-PEG 600-biyotin ile orta mesafeli (~6-10 nm), (e-f) SH-PEG 2000- biyotin
ile uzun mesafeli (~16-20 nm) modifikasyonlar1 gsterilmektedir.

Sekil 5. (a) Avidin-FITC ve avidin molekiilleri (b) kisa, (¢) orta ve (d) uzun
mesafeli modifikasyonlara avidin-FITC uygulamasidir.

Sekil 6. (a-b) Kisa mesafeli modifikasyon iizerine, (c-d) orta mesafeli
modifikasyon {izerine ve (e-f) uzun mesafeli modifikasyon iizerine avidin ve
avidin-FITC proteinlerinin baglanmasi. (g-h) Violin-kutu grafigi ve verinin
normalize edilmesiyle (0-1 arasinda) tiim modifikasyonlarin karsilastiriimasi
gosterilmektedir. Parametrik olmayan Kruskal-Wallis istatiksel analizi yapilarak
veriler incelenmis ve istatiksel farklilik, * p<0.05 ve ** p<0.01 olarak

gosterilmistir.
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Sekil 7. Avidin-FITC proteinlerinin yapay idrarda (a-b) SH-PEG 600-biyotin ile
modifiye edilen sensOr ylizeyi iizerine baglanmasi. (c) Son Ol¢iim analizi
yapilarak farkli gliserol ¢ozeltilerinin (%1-%70) plazmonik rezonans degerindeki
degisimleri. (d) Modifikasyon yapilan ve yapilmayan sensor iizerine farklh
derisimde ve kirilma indisindeki gliserol ¢ozeltilerinin olusturduklari etkinin
gosterimidir.

Sekil 8. Floresan mikroskobu goriintiilemesi. (a) Sirasiyla bos yiizey, avidin-
FITC ve yikama sirasinda elde edilen goriintiiler. (b) Analiz sonucu olusan yesil

1s1k yogunlugu karsilastirilmasi ve (¢) normalize edilen veriler gosterilmektedir.

Sekilde yer alan parcalar numaralandirilmis olup, bu numaralarin karsiliklar

asagida verilmistir:

100. Yontem

Kan, serum veya idrar seklindeki biyolojik sivilardaki hastalik yapict
biyobelirte¢lerin hem klinikte hem de hasta basinda floresansla giiglendirilmis
metamalzeme plazmonik sensor kullanarak tespit eden tasinabilir bir 6l¢iim cihazi
elde etmeyi saglayan bulus konusu yontem (100);

-optik disk (DVD) yiizeyindeki nanoperiyodik yapiin agiga ¢ikarilarak kimyasal
asindirma yapilmasi (101),

-agindirilan yiizeyin kaplanmasiyla metamalzeme plazmonik sensor elde edilmesi
(102),

-metamalzeme plazmonik sensor yiizeyinde mikrokanal olusturulmasi (103) ve
-yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme plazmonik sensore kisa, orta ve
uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulanip floresans malzeme entegre edilerek

biyobelirteg 6l¢iim cihazi elde edilmesi (104) adimlarin igermektedir.

Bulus konusu yontemin (100) optik disk yiizeyindeki nanoperiyodik yapinin agiga
cikarilarak kimyasal agindirma yapilmasi (101) adiminda, optik disk yiizeyinde

bulunan ve istenmeyen plastikler bir bistiiri araciligiyla yiizeyden
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uzaklastirilmaktadir. Ardindan yiizey hacimce 1:1 oraninda hazirlanan etanol-
metanol karigimi ile temizlenmekte ve yiizeyden boya ile istenmeyen katmanlar
arindirilmaktadir. Hacimce 1:4 oraninda hazirlanan aseton-izopropanol karigimi
temizlenen yiizeye istenilen periyodik yapi elde edilene kadar 30-120 saniye

uygulanarak kimyasal asindirma gerceklestirilmektedir.

Bulus konusu yontemin (100) asindirilan yiizeyin kaplanmasiyla metamalzeme
plazmonik sensor elde edilmesi (102) adiminda, asindirilan yiizeyler elektron-
1sinli buharlasma yontemi kullanilarak sirasiyla 5-15 nm titanyum, 25-50 nm
gimiis ve 5-20 nm altin ile kaplanip metamalzeme plazmonik sensor elde

edilmektedir.

Bulus konusu yontemin (100) metamalzeme plazmonik sensdr yiizeyinde
mikrokanal olusturulmast (103) adiminda, metamalzeme sensor yiizeyine
mikroakiskan bir ¢ip entegre edilerek yiizeyde istenilen dlgiilerde mikrokanallar
olusturulmaktadir. Bulusun bir uygulamasinda olusturulan mikrokanallar (4-10
mm) X (10-40 mm) X (25-250 um); en x uzunluk x yiikseklik boyutlarindadir.
Bulusun bir uygulamasinda plazmonik sensér (10-20 mm x 15-50 mm)

boyutlarindadir.

Bulus konusu yontemin (100) yiizeyinde mikrokanal olusturulan metamalzeme
plazmonik sensore kisa, orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarin uygulanip
floresans malzeme entegre edilerek biyobelirteg 6l¢tim cihazi elde edilmesi (104)
adiminda, elde edilen metamalzeme plazmonik sensoriin biyobelirteglere karsi
olan hassasiyetini artirmak amaciyla sensor yiizeyine floresans malzemeler,
biyomolekiiller aracihigiyla entegre edilmektedir. Bulusun bir uygulamasinda
kullanilan floresans malzeme, fluoresein izotiyonosiyanat (FITC)’ dir. Floresans
malzemenin biyomolekiillere baglanmasi1 i¢in avidin-biyotin  etkilesimi
kullanilmakta olup, bu etkilesim i¢in avidin-FITC molekiilleri secilmektedir.
Floresans malzeme, metamalzeme plazmonik sensor yiizeyine 6-10 nm mesafe ile

uygulanmaktadir.
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Bulus konusu yontem (100) sayesinde elde edilen tasmabilir 6lgiim cihazi; kan,
serum veya idrar seklindeki biyolojik sivilardaki hastalik yapici biyobelirteclerin
hem klinikte hem de hasta basinda diisiik maliyetle ve yiiksek hassasiyetle

Olciilmesini saglamaktadir.

Bulus konusu yontem (100) sayesinde biyobelirte¢ tayini yapan 6l¢iim cihazina
ulasilmasi icin gergeklestirilen deneysel siire¢ ve karakterizasyon g¢alismalart su
sekildedir: Optik disklerin (DVD) yiizeyinde bulunan nanoperiyodik yap1 sensor
{iretimi igin kullanilmaktadir. Ilk olarak, DVD yiizeylerdeki periyodik yapinin
plazmonik etkiyi saglayabilmesi i¢in organik ¢oziiclilerle kimyasal asindirma
islemi uygulanip, bir sonraki asamadaki metal kaplama icin ylizeyler hazir hale
getirildi. Bu islem i¢in DVD ylizeyinde bulunan istenmeyen plastikler, bir bistiiri
araciligiyla basit bir sekilde yiizeyden uzaklastirildi. Akabinde, etanol-metanol
(1:1, hacim:hacim) karigimi ile temizlenen bu ylizeylerden ilgili boya ve
istenmeyen katmanlar yiizeyden arindirildi. Literatiirde belirtildigi tlizere, 1:4
(hacim:hacim) oraninda aseton-izopropanol karisimi 60 saniye uygulanarak,
asindirma islemi gercgeklestirildi. Bu yiizeyler, elektron-isinli buharlagsma
yontemiyle titanyum (10 nm), giimiis (30 nm) ve altin (15 nm) kaplanip,

metamalzeme plazmonik sensorler elde edildi.

Sonrasinda, daha genis alanda nanoperiyodik alanin devamliligin1 gézlemlemek
icin taramali elektron mikroskopisi (Scanning Electron Microscope: SEM)
kullanildi. Bu islem icin 60 saniye kimyasal asindirmaya maruz birakilan DVD
yiizeyleri 6n igleme tabi tutuldu. Yiizeyler ilk 6nce ethanol ile yikandi ve 5 dakika
boyunca sonike edildi. Boylelikle, ylizeyde bulunan yabanci maddeler ortamdan
uzaklastirildi. DVD yiizeyler polikarbonat yapida oldugu i¢in bu yiizeylerin SEM
cihazinda goriintiilenebilmesi  igin iletken bir madde ile kaplanmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde, yiizeyde biriken negatif yiikler karakterizasyon
metodunun dogru bir sekilde gergeklestirilmesine engel olmaktadir. Bu nedenle,

yiizeyler piiskiirtmeli kaplama (sputter coating) metoduyla altin-paladyum (Au-
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Pd) karisimi ile kaplandi. Kaplama islemi i¢in hassas asindirma ve kaplama
sistemi (Precision Etching and Coating System: PECS) kullanildi. Islem sirasinda
cihaz parametreleri, kaplama Ozkiitlesi (density) 19.32 g/cm® ve akustik direng
23.20 x 105 gm/cm?s (akustik empedans) olacak sekilde ayarlandi. Kaplama
islemi sonucunda olusan film kalinlig1 yaklasik olarak 10 nm olup nanoperiyodik
yapiya herhangi bir zarar vermemektedir. SEM karakterizasyonu sonucunda,
nanoperiyodik yapilarin genis alanda devamlilik gdsterdigi ve yer yer de kivrimli
bir ilerleyisin oldugu gozlemlendi. Ayrica, AFM’de bu DVD yiizeylerin daha
kiiciik boyutta incelendiginde ise ~740 nm periyotlariin oldugu hesaplandi (Sekil
3a). Benzer islemler, metal kapli metamalzeme plazmonik sensor igin de
uygulandi (altinpaladyum kaplama hari¢). Burada da benzer yapilarin kaplama
sonrasinda da genis (SEM) ve dar (AFM) alanda devam ettigi ve ylizey
periyotunun daha da diizgiin oldugunu gézlemlendi (Sekil 3b).

Sonrasinda, biyomolekiillerin uygulanmasi ig¢in mikroakigkan bir ¢ip entegre
edilerek metamalzeme plazmonik sensor (15 mm x 15 mm) {izerine mikrokanal
(4.5 mm x 10.2 mm x 50 um; en x uzunluk x yiikseklik) olusturuldu. Uretilen
plazmonik metamalzemenin biyobelirteclere karsi olan hassasiyetini bir adim
Oteye tasimak amaciyla ylizey tlizerine floresans malzemeleri biyomolekiiller
araciligiyla entegre edilmesi planlandi. Boylelikle, floresans molekiillerinin
ylizeye olan mesafesinin degismesi sonucunda olusabilecek 6zel durumlarin
plazmonik sinyale olan etkisi arastirilmak istendi. Literatiirde, plazmonik yiizeyler
ile floresans molekiillerinin olasi etkilesimleri incelenmis olup, sonug olarak iki
farkl1 tipte optik durum &ngdriilmiistiir. ik durum, floresans molekiillerinin nano-
yapilarla kurmus oldugu 1s1n1ima bagli olmayan 1s1 enerji transferleri ile alakalidir
ve bu etki FRET olarak adlandirilir. FRET etkisi floresans molekiillerinin yiizeye
olan uzakhiginin yaklastk 10 nm’nin altinda tutunmasi ile meydana gelir. ikinci
durumda ise floresans molekiiliiniin yiizeyden yaklastk 10 nm’den fazla
uzaklasmasi, FRET etkisinden kurtulmasi ve bunun sonucu meydana gelen
emisyon sinyalinin artan elektromanyetik alan ile gelistirilmesine dayanir. Bu etki

literatiirde, Purcell etkisi olarak belirtilir. Yukarida belirtilen iki optik etki
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diisiintilerek, calismada floresans malzeme olarak fluoresein izotiyonosiyanat
(FITC) segildi. Bu se¢imde, emisyon dalga boyu ile plazmonik sogurma dalga
boylarinin spektrumda benzer araliklarda yer almalar etkili olmustur. Floresans
molekiillerinin biyomolekiillere baglanmasi avidin-biyotin etkilesimi kullanilmak
istenip, avidin-FITC molekiilleri kullanildi. FITC’nin yilizeye olan uzakligi {i¢
asamada belirlendi. (1) Kisa mesafeli modifikasyonda sensor ve floroforlar
arasindaki asil mesafeyi saglayan unsur avidin molekiilleri oldugundan, avidinin
boyutu belirleyici unsur olmustur ve literatiirde ~4 nm olarak raporlanmistir. 3-
merkaptopropanil- N-hidroksisiiksinimidil propiyonat (10 mM) araci molekiilii
burada kullanilarak, tiyol gruplariyla metamalzeme sensériin altin kismina
baglanma gerceklesip siiksinimit gruplar1 da avidin-FITC molekiillerini baglamak
icin kullanildi. Bu konfigiirasyonda, FRET (~4 nm) etkilesimine bakild1. (2) Orta
mesafeli modifikasyon uygulanarak, sensor ve floroforlar arasindaki mesafeyi
arttirmak i¢cin SH-PEG 600-biyotin (molekiil agirlik: 600 Da) (10 mM) kullanildi.
Bu polimerik molekiiliin u¢ kismindaki tiyol fonksiyonel grubu altin
metamalzeme yiizeyle etkilesirken, yiizeye biyotin kismin1 sunmaktadir. Daha
sonra, avidinfloroforlar sisteme farkli derisimlerde gonderilerek, sensor
ylizeyinden belli bir yiikseklikte florofor kapli bir katman olusturuldu. Literatiirde
belirtildigi gibi PEG molekiiliiniin uzunlugu sahip oldugu tekrarli etilen glikol
miktarlariyla iligkilidir. Etilen glikol sayist (n), PEG molekiiler agirligi (18.02 +
(44.05 x n) formiiliiyle belirlenir. Ornegin, PEG 600°de 13 alt-iinite (etilen glikol)
bulunur. Baglarin oryantasyonuna bagli olarak, her bir alt-iinite segmentinin boyu
0.278 nm-0.358 nm arasinda degisir. Kullanilan aract molekiil entegre biyotinin
avidin ile olusturdugu kompleks boyutlart da 4.2 nm-5.8 nm arasinda degisir
(Weber vd., 1992; Weber vd., 1989). Boylelikle, SH-PEG 600-biyotin yaklagik
7.8 nm-10.4 nm boyutlarindadir (tiyol boyutu angstrom seviyesinde oldugundan
hesaba katilmamistir). Bu modifikasyon ile sensor ve floroforlar arasindaki
mesafe 6-10 nm olarak ayarlanip FRET-Purcell arasindaki gegis izlendi. (3) Uzun
mesafeli modifikasyon uygulayarak, daha ¢ok Purcell etkiyi gormek amaglandi ve
(2)’de bahsedilen modifikasyon stratejisi daha uzun bir polimerik molekiil olan

SH-PEG 2000-biyotin (molekiil agirlik: 2000 Da) (10 mM) ile saglandi. Yukarida
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hesaplandig1 gibi, buradaki araci molekiiliin florofora kattig1 yiikseklik yaklagik
16.7 nm-21.9 nm arasinda olmaktadir. Tim ylizey kimya stratejileri Sekil 4 ve

5’te gosterilmektedir.

Kisa, orta ve uzun mesafeli modifikasyon deneyleri baslangicinda ortak olarak
oncelikle 6l¢iim baslangicinda referans hatti olusturmak adina bos ¢ipten arka fon
sinyali (hava) alindi. Sonra, mikroakigkan ¢ipe hortumlarla kararli bir sinyal
degeri elde etmek i¢in sabit hizda (5 pL/dk) yaklasik 350 saniye distile su siringa
pompasiyla gonderildi. Distile su ile dengeye gelen sensor yiizeyine avidin
proteini (kontrol) (100 nM) veya avidin-FITC, 3200 saniye boyunca génderildi.
Sinyal yiikselen bir egilimden dengeli bir yaklasima gectiginde, ¢ip yiizeyine
tutunamayan proteinleri uzaklastirmak icin tekrar su ile 300 saniye boyunca
yikanma islemi uyguland1 (Sekil 6a-f). Kisa, orta ve uzun mesafeli
modifikasyonda, avidin protein baglanmasi sirasiyla ortalama 1.23 nm, 0.36 nm
ve 0.22 nm bir plazmonik rezonans kaymasina neden olurken, avidin-FITC
deneylerinde ise bu ortalama degerler 1.04 nm, 1.89 nm ve 0.83 nm olarak
hesapland1 (Sekil 6g). Sonrasinda, verileri normalize ettigimizde (0-1) sirasiyla
kisa, orta ve uzun modifiye edilmis yiizeyler de avidin baglandigr zaman 0.68,
0.20 ve 0.17 olarak hesaplanirken, avidin-FITC deneylerinde bu degerler 0.58,
0.90 ve 0.47 oldu (Sekil 6h). Ek olarak, her ii¢ deney diizenegini kendi kontrol
gruplariyla karsilastirdigimizda, ylizeye yakin bir modifikasyon varliginda ayni
derisime sahip avidin-FITC molekiiliin plazmonik sinyali azalttigin1 (kisa mesafeli
modifikasyonda) ve sensor yiizeyi ile uzak bir mesafede avidin-FITC molekiili
plazmonik  etkiyi  arttirdigt = gbzlemlendi (orta ve uzun mesafeli
modifikasyonlarda). Sonu¢ olarak, kisa mesafede yaklasik %15 civarinda bir
sinyal kaybindan (FRET etki), orta ve uzun mesafeli modifikasyonlarda ise
yaklasik sirasiyla 4.5 ve 2.8 kat sinyal artirimi (Purcell) gozlemlendi. Bu sonuglar
1s181nda uygulamaya yonelik olarak, eger ylizey kimyasi sensore yakin bir sekilde
(~4 nm) yapilacaksa floresans molekiiliin sinyali azaltacagini1 ve eger floresans bir
molekiil kullanilacaksa orta mesafeli yiizey modifikasyonun yapilmasinin daha

verimli olacagini géstermektedir.
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Biyolojik sivilar (6rnegin, kan, serum veya idrar), su ve/veya fosfat tampon
cozeltisiyle (PBS) karsilagtirildiklarinda hem yogunluklari hem de igerikleri
(iyonik gii¢, iyonik yiik ve protein/seker icerikleri) bakimindan biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Gelistirdigimiz sensoriin performansini ve hastalik belirteclerine
0zgulliiglinii anlamak adina ilkin su ortamini degistirerek, yapay idrar 6rnekleri
igerisinde 100 nM avidin-FITC olacak sekilde test sivilari hazirlandi ve ayni
sistem SH-PEG 600-biyotin iceren ylizeyler iizerinde denendi. Bu deney
diizeneginde yaklasik 2.54 nm plazmonik rezonans kaymasi gozlendi (Sekil 7a-b).
Kontrol olarak ise iki farkli deney seti diizenlendi: (1) avidin-FITC icermeyen
yapay idrar ve (2) 100 nM sigir serum albiimin (BSA) sisteme verildi (Sekil 7b).
Bu iki kontrolde, su ile alinan baslangi¢ verisi, kirilma indisi farkli olan yapay
idrar verildikten sonra belli bir siire artti ve sonra sabitlendi (Sekil 7b). Su ile
yikama yapildiktan sonra baglangi¢ noktasina (su verisiyle ayni seviyeye) diisen
sinyal, ylizeyde herhangi bir plazmonik rezonans kaymasina neden olmadi (Sekil
7b). Ayrica, SH-PEG 600-biyotin modifiye yiizeylerde (Avidin FITC
baglanmasindan sonra) farkli gliserol derisimleri uygulanarak (%1-%70),
gelistirilen sensoriin kirilma indisi degisimlerine hassasiyetine bakildi ve herhangi
bir modifikasyon yapilmamis sensor ile karsilastirildi (Sekil 7¢c-d). Gozlemlenen
sonuglarda, kirtlma indisi degisimlerinde modifikasyonu ve modifikasyonsuz
sensorler benzer sonuglar gosterdi (Sekil 7c-d). Sekil 6 ve 7°daki sonuglari
beraber inceledigimizde, yilizeye baglanan avidin-FITC molekiiliiniin ylizeyden
belli bir uzaklikta yerlestirildiginde daha fazla plazmonik rezonans kaymasina
neden oldugu ve modifikasyon olmayan sensorlerle de kirilma indisi agisindan
benzer sonuclar ortaya koymasi, bu yapmin baglanma hassasiyetini arttirdigini

bize sundu.

Sonraki adimda, sensor hassasiyet performansi dl¢timii yapildi. Sivilardaki kirilma
indisindeki degisime bagli olan sensor sinyal degisimleri incelenerek, sensoriin
kirtlma indisi duyarlilig1 ve liyakat rakami (figure-of-merit: FOM) hesaplamalari

yapildi. Sekil 7’te gosterilen gliserol deneylerinde (%1-%70, hacim:hacim),
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rezonans dalgaboyu degerlerinde goézlemlenen kaymalarin biytikligi kirllma
indisindeki degisime boliinerek kirilma indisi duyarliligi 338.5 nm/kirilma indisi
olarak hesaplandi. Ayrica, FOM ise kirilma indisinin yar1 maksimumda tam
genislik (full width at half maximum: FWHM) degerlerine bdliinmesiyle

hesaplandi. Hassasiyet performansi ol¢iimiinde kullanilan degerler Tablo 1’de

ozetlendi.

Tablo 1. Sensor performansi parametreleri. Gliserol derisimleri, kirilma indisi

(RIU), yart maksimumda tam genislik (FWHM) ve liyakat rakami (FOM).

Gliserol Derigimi | Kirilma indisi | FWHM FOM
(%) (RIU) (nm) (1/RIU)
0 1.33303 20.76071 | 16.30358
1 1.33416 20.65546 | 16.38666
2.5 1.33588 20.63678 | 16.40149
5 1.3388 20.02716 | 16.90075
10 1.34481 19.51936 | 17.34042
20 1.35749 18.48498 | 18.31076
30 1.3707 18.13052 | 18.66874
40 1.38413 17.55106 | 19.2851
50 1.39809 16.67466 | 20.2987
60 1.41299 16.5729 | 20.42334
70 1.42789 16.2797 | 20.79117

Ayrica, orta mesafeli ylizey modifikasyonu (SH-PEG 600-biyotin) bulunan
yiizeylerde, avidin-FITC proteini baglanmasi 6ncesindeki bos yiizeyden (i),
protein baglanmis yiizeyden (ii) ve yikama sonrasi olusan ylizeyden (iii) dikey
151k mikroskobu vasitasiyla goriintiiler alindi (Sekil 8a). Fiji-Image] (NIH) agik

kaynak uygulamasi kullanilarak, yukarida bahsedilen 3 durum icin alinan
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goriintiiler {izerinden yesil 151k yogunlugu analizi yapildi (Sekil 8b). Yesil renk
yogunlugunun, avidin-FITC proteini baglanmis yiizeyde en fazla oldugu, bos
ylizeyde ise en diisiik oldugu saptandi. Yesil 151k yogunlugu verileri normalize
edildiginde (0-1) sirasiyla 0.15, 0.84 ve 0.51 olarak hesaplandi (Sekil 8c). Yiizeye
baglanan avidin-FITC proteinin yikama sonrasinda yiizeyde yaklagik %60

oraninda kaldig1 ve parlakligini korudugu gézlemlendi.

Bu temel kavramlar etrafinda, bulus konusu “Biyobelirteg Tespitinde Kullanilan
Bir Cihaz Elde Etme Yontemi (100)” icin ¢ok cesitli uygulamalarin gelistirilmesi
miimkiin olup, bulus burada aciklanan Orneklerle sinirlandirilamaz, esas olarak

istemlerde belirtildigi gibidir.
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