KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

LAB-ON-A-CHIP iICERISINDE INSAN-IMMUNOGLOBULIN G TAYINi

YUKSEK LiSANS TEZI

Kimyager Serdar SANLI

OCAK 2014
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI

LAB-ON-A-CHIP iICERISINDE INSAN-IMMUNOGLOBULIN G TAYINi

Kimyager Serdar SANLI

Karadeniz Teknj_k Universitesi Fen Bilimleri Enstitisiince
_ "YUKSEK LiSANS (KIMYA)"
Unvam Verilmesi I¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstititye Verildigi Tarih: 03.01.2014
Tezin Savunma Tarihi :24.01.2014

Tez Damismam: Dog. Dr. Celal DURAN

Trabzon 2014



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dalinda
Serdar SANLI tarafindan hazirlanan

LAB-ON-A-CHIP iCERISINDE INSAN-IMMUNOGLOBULIN G TAYINI

bashikh bu ¢calisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 07 /01 / 2014 giin ve 1536 sayili
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
YUKSEK LiSANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Juri Uyeleri

Baskan : (Prof. Dr. H. Basri SENTURK) ...ccceceunivuneeinninnneeineennnnnnen
Uye  :(Prof.Dr. HaciDEVECI) .oviiiiriiieeieeiercennenenes

Uye  :(DoG.Dr.Celal DURAN)  ciiiiiieeeeeeneeneeneeeneeneennesnnns

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ
Enstitd Madura



ONSOz

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiltesi, Kimya Boliimii 6gretim
uyelerinden Dog. Dr. Celal DURAN danismanliginda tamamlanarak, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Yiiksek lisans tezimi yoneten ve calismamin her safhasinda yakin ilgisini ve
yardimlarini esirgemeyen degerli danisman hocam Dog. Dr. Celal DURAN’a sonsuz saygi
ve siikranlarimi sunarim.

Tim c¢alismalarim boyunca bana yol gdsteren ve yardimini esirgemeyen cok
degerli hocam Dog. Dr. Filiz KURALAY a sonsuz sayg1 ve siikranlarimi sunarim.

Yiiksek lisans tez calismami yiiriitmek iizere Institut Catala de Nanociencia i
Nanotecnologia (Katalan Nanobilimler ve Nanoteknoloji Enstitiisii), Barselona,
Ispanyadaki grubunda beni agirlayan ve her tiirlii calisma imkanini sunan Prof. Dr. Arben
MERKOCI ve ¢alisma arkadaslarim Dr. Sandrine MISERERE, Dr. Mariana Medina
SANCHEZ, Miquel CADEVALL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica, tez ¢alismalarim siiresince maddi ve manevi desteklerini hicbir zaman
esirgemeyen, her zaman yanimda olan anneme, babama ve kardesime sonsuz tesekkiir

ederim.

Serdar SANLI
Trabzon 2014



TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “LAB-ON-A-CHIP ICERISINDE INSAN-
IMMUNOGLOBULIN G TAYINI” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim
Dog. Dr. Celal DURAN’1n sorumlulugunda tamamladigimi, verileri kendim topladigima,
deneyleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve
kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢aligma siirecinde bilimsel arastirma ve etik
kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 03/01/2014

Serdar SANLI



1.1.
1.1.1.
1.1.2.
1.1.2.1.
1.1.2.2.
1.1.2.3.
1.1.2.4.
1.1.3.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.3.
1.4.
1.4.1.
1.4.2.
1.4.2.1.
1.4.2.2.
1.4.2.3.
1.4.3.
1.5.
1.6.
1.6.1.
1.6.2.

ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ .ottt I
TEZ BEYANNAMESIT ...oooiiiiiiiiiscscsssi s \Y
OZET ottt ViI
SUMMARY e VIl
SEKILLER DIZINT ...cooviviiiiieieee ettt IX
TABLOLAR DIZINIL.....couiiiiiiiiiiiiieiecesesstesie s X
KISALTMALAR DIZINI ..o XI
GENEL BILGILER .....ccootiiiiiiiiiieine et 1
(€51 TS UT R RUPPTOPRPRROT 1
(@] o111 1S T=T 0150 ] =T SRRSO 1
Elektrokimyasal SENSOIIEr .........cooiiiiiiieee e 2
Nano Yapilt Metal OKSItIEr........ccviviiieiiiiiiice s 3
Kuantum NOKLAIATT.........oiiiiiiiiii e 3
Karbon Nano TUPIET ..o 4
GIATEN L. s 4
Diger Tespit YONTEMIETT ......cccoiviiiiiiiiiciiii e 5
Lab-0n-a-Chip TeKNOIOJIST ..c.veveviiiiiiiiieieee e 5
Mikroakigkanlar ve Nanoakiskanlar .............cccoviiiiiiiiiii e 6
Mikro Yapilar ve Uretim YONtemIEri........cocovvevivriveriirireiireiiescee e, 7
Elektrot Fabrikasyon YONeMIEri ..........cccvivieiiiiiieiecce e 8
Mikroakigkanlar Kullanilarak Kuantum Noktast Tayini.........ccccocevevininininnienenn, 9
Voltametri ve Voltametrik YONteMIer ..o, 10
Kare Dalga VoIamEtriSi........cooviiiiiiiciic e 11
S1yIrmMa VOILAMEIIST .o..vveeviiieeiiieiee e 13
Anodik Sty1rma VOoItametrisi ......ccccviviiiiiiiiiiiccce e 14
Katodik Styirma Voltametrisi.......ccoueoviiiiiiiiiiiciiiiice s 14
Adsorptif S1y1rma VOItametrisT ......uereeirieiiiiiieiie s 15
DOntsimIT VOItAMEIT .....vveiiiieiiiie e ree e 15
ANTKOTIAN ... 17
LItEratlir OZELi .....cvvueveeeieiieescieie ettt 20
Anodik Siyirma Kare Dalga Voltametrisi Calismalart ...........ccooovveiiiiniiiniicnnn, 20
Elektrokimyasal Yontemler Kullanilarak H-1gG Tayini Calismalari.................... 22

\Y



2.1.
2.2.
2.3.
2.3.1.
2.3.1.1.
2.3.1.2.
2.3.1.3.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.3.1.
2.34.
2.34.1.
2.34.2.

YAPILAN CALISMALAR VE BULGULAR ..ot 23

Kullanilan Kimyasallar........c.ccocciiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
Kullanilan CIRAZIAL ..........cooiiiiiiii e 24
PrOSEAUIIEN ... 25
Mikroakiskan Cihazi Tasarimi ve Fabrikasyonu..........cccccvcvevvieiiiiii i 25
Kalip FabriKasyonu .........ccccoviiiiiiiiiiiiic s 25
PDMS UFEHMI ..ot 27
PDMS Kanali ve Siklik Olefin Kopolimer veya Polyester ile Baglanmasi ........... 29
Elektrokimyasal DedektOrler...........ccoiiiiiiiiiiiiiieee e 30
Lab-On-a-Chip igerisinde Dolgu Olusturulmas1 ve Dolgu Optimizasyonu........... 32
Mikrokanal, Siiper Miknatis ve Manyetik Parcacik Optimizasyonu...................... 32
H-1GG TaYINT L.ttt bbb 38
Lab-0On-a-Chip Hazirlanmasl ..........ccoveieieienieie e 38
H-IgG Onderistirilmesi ve OlgUMI..........cooeveveviceiieeieeeece e 39
SONUCLAR VE TARTISMA ... .coiiiiiiieiieeee e 46
KAYNAKLAR ..ottt ne s 56
OZGECMIS

VI



Yilksek Lisans Tezi
OZET
LAB-ON-A-CHIP ICERISINDE INSAN-IMMUNOGLOBULIN G TAYINi

Serdar SANLI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dal1
Danigsman: Dog. Dr. Celal DURAN
2014, 61 Sayfa

Bu calismada Lab-On-a-Chip (LOC) iizerinde mikro akiskanlar kullanilarak,
elektrokimyasal yollarla dolayli olarak insan immiinoglobulin-G (H-IgG) tayini yapildi.
LOC fabrikasyonu igin Siklik Olefin Kopolimer (COC) zemin uzerine Screen Printed
Elektrot (SPE) basildi. Siiper miknatislarin yerlestirilecegi yeri ve mikroakiskanlarin
gececegi kanali olusturmak tizere Poli(dimetilsiloksan) (PDMS) kullanildi. Fabrikasyonu
yapilan LOC kanalinda, iizerine 6nceden ke¢i viicudunda iiretilmis Anti H-1gG antikor
inkiibe edilmis manyetik parcaciklardan olusan ve siiper miknatislarla sabitlenen bir dolgu
olusturuldu. Olusturulan dolgu malzemesi optimize edildikten sonra, kanaldan farkli
konsantrasyonlarda Insan-immiinoglobulin G (H-1gG) gegirilerek dolgu malzemesince
tutturuldu. Inkiibe edilen H-IgG’lerin tayini igin kanaldan Quantum noktalari ile inkiibe
edilmis, biyotinli, keciden elde edilen Anti H-1gG antikor gegirildi. Kuantum noktalarinin
yapisinda bulunan Cd**, asetat tampon (pH 3,0) cozeltisiyle cozilerek elektrot iizerine
yollanirken kare dalga voltametrisi yontemiyle kadmiyum tayini tzerinden H-IgG tayin
edildi.

Anahtar Kelimeler : Antikor, Insan Immiinoglobulin G, Kare dalga voltametrisi,
Lab-On-a-Chip
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Master Thesis

SUMMARY

HUMAN-IMMUNOGLOBULIN G DETECTION IN LAB-ON-A-CHIP

Serdar SANLI

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Celal DURAN
2014, 61 Pages

In this study Human-Immunoglobulin G (H-1gG ) was detected on Lab-On-a-Chip
(LOC) by using microfluidics and electrochemical detection techniques. Screen Printed
Electrodes were printed on Cyclic Olefin Copolymer (COC) for fabrication of LOC.
Poly(dimethylsiloxane) (PDMS) was used to place supermagnets and to fabricate the
channel for the flow of microfluidics. Inside the LOC microchannel, a plug formed with
magnetic beads, which were incubated initially with Anti H-IgG antibodies (produced on
goat) by the supermagnets. After optimization of the plug, different concentrations of
HIgG were introduced to channel and were captured by the plug. To obtain complete
immunoassay, biotinated Anti H-1gG’s, which were incubated with quantum dots were
introduced to the channel. HIgG was detected in an indirect way via detection of Cd**
associated with quantum dots, which were dissolved in acetate buffer (pH 3.0) and

detected by square wave voltametry.

Key Words : Antibody, Human-Immunoglobulin G, Square wave voltametry,
Lab-On-a-Chip
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Gliniimiizde nanoteknoloji bir¢cok alanda yenilikler getirmektedir. Baslica kullanim
alanlart olarak saglik, elektronik, tekstil, gida ve otomotiv sektorleri 6rnek
gosterilmektedir.

Nanoteknolojinin saglik sektoriinde kullanimi daha ¢ok biyosensor iiretimine
dayanmaktadir. Biyosensorler genel olarak c¢esitli  biyolojik  varliklarin  ve
biyokimyasallarin tespitini diisiik miktarlarda malzeme ve kimyasal kullanarak, yuksek
hassasiyette 6lciimine olanak vermektedir.

Bu boéliimde cesitli sensorler, tespit yontemleri, bu tespit yontemlerinde kullanilan
bazi kimyasallara ve ¢alismasini yaptigimiz, insan sagligi icin 6nem tasiyan antikorlara yer

verilmigtir.

1.1.1. Optik Sensorler

Nanopargaciklarin (NP) gercek ozelliklerinin (UV-goriiniir bolge, 1sin absorpsiyon
ve fluoresence 1sima oOzellikleri) yani sira sensdr yiizeyinin optik 6zelliklerini
degistirebilmeleri sayesinde bir¢ok analitik uygulamada (DNA, protein, hiicre, agir metal
tayinleri, vs) hassas tayine olanak saglamaktadirlar.

Basit altin nanopargaciklar1 (AuNP) kanser hicrelerinin tespitinde tmit vermektedir.
El-Sayed ve arkadaslarina gore spesifik antikorlarla nanoparcaciklarin konjugasyonu
sayesinde kanser hiicrelerinin tespiti sadece basit bir 151k mikroskobuyla miimkiin
gorilmektedir (EI-Sayed, 2005).

Ilgi ¢ekici son calismalardan birisinde kolorimetrik metotla, AuNP’lerin
kiimelenmesiyle  olusan renk degisiminden yararlanilarak  proteinaz  tayini
gerceklestirilmistir. Bu bir araya kimelenme, rengin kirmizidan mora donmesiyle
gbozlemlenmistir. Arastirmacilar sonraki calismalarinda ise proteinaz olgiimleri i¢in UV

spektroskopisi tabanli biyosensorler kullanmislardir (Chuang, 2010).



Alizadeh ve arkadaslar1 ise AuNP’larin monoazacrown eter gruplarinin 6zel yapisi
sayesinde, Pb(Il) iyonlarmin sulu c¢ozeltide, oda sicakliginda tayini sirasindaki
mekanizmay1 anlatmislardir. Bu modifiye edilmis AuNP’lar Pb** iyonlarma spesifiktir.
Pb** iyonlarinin varliginda renk, kahverenginden mor rengine dénmesiyle segiciligini
gosterir. Bu yOntemde enzimatik bir reaksiyon veya i1siga duyarli boya molekiilleri
kullanilmadig1 gibi, zaman isteyen asamalar ve karmagik cihazlara da ihtiyag
duymamuslardir (Alizadeh, 2010).

Diger bir yandan glimiis nano parcacikli plastik sensorler de gelistirilmistir. Bu
sensorler polietilen tereftalat (PET) filmlerinin giimiis nanoparcaciklart (AgNPs) ile
modifiyesi temelli iiretilip, hassas bir sekilde protein—protein etkilesimlerini ve biotin-
avidin baglanmasini yiizey fonksiyonundaki degismelerden gozlemleyebilmektedir (Fan,
2010).

Diger bir kullanish parcacik ise birka¢ nanometre boyuna sahip kristal yapidaki
Quantum noktalaridir (QD). QD’lar1 uygun sekilde uyarildiklarinda kristal boyutlarina
gore 151k yayabilirler (Michalet, 2005). Bu nanoyapilarin kanser hiicresi tespitinde ¢ok
biiylik bir potansiyele sahip oldugu soylenilebilir. Quantum Dots Corporation gibi bazi
sirketler, kanser teshisinde kullanilmak tiizere bu kristal yapilarin ticari dretimini
yapmaktadirlar (Algar, 2010).

QD’larinin boyutlarina ve yiizey modifikasyonlarina gore degisen optik 6zellikleri
yiksek hassasiyete sahiptir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma QDs-dopamin-peptit

biyokonjuge ciftleriyle pH sensorleri Gizerinedir (Medintz, 2010).

1.1.2. Elektrokimyasal Sensorler

Nanoteknolojinin elektrokimyasal biyosensorlerin tasariminda ve gelistirilmesi
sirasinda yeni alternatifler kazanmasinda biiyiik etkisi vardir. Nanomalzemeler spesifik
tayinler yapilirken kimyasal reaksiyonlarin olusmasini desteklemekte ve Ol¢timin
hassasiyetini arttirmaktadirlar  (Pumera, 2007). Birgok elektrokimyasal yontemde
(voltametrik, potansiyometrik, kondlktometrik, impedimetrik ve taramali elektrokimyasal
mikroskop temelli metotlar) biyolojik testlerde isaret¢i (veya etiket) olarak kullanilan
NP’larin hassas tayin edilebilirliginden faydalanilmistir (Escosura-Mufiiz, 2008).

Farkli ol¢lim tiirleri gelistirmeye yardimci olabilecek, cesitli elektriksel 6zelliklere

sahip birgok nanopargacik ve nanocihaz bulunmaktadir (elektrokimyasal hucreler, alan



etkili transistorler, taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ve digerleri). Ornek olarak biyokonjugasyonla modifiye edilen metalik NP’lar
mikemmel elektrokimyasal aktivite sergilemislerdir. Bu NP’larin gegtigimiz yillar
iceriside nano-biyo-sensorler icerisinde etiket olarak kullanimlarinda artis gozlenmistir.

NP tabanli amplifikasyon diizenekleri biyoelektronik testlerin hassasligini birkag kat
arttirmaktadirlar. 2001 yilinda Wang ve arkadaslart (Wang, 2001) ile Limoges ve
arkadaslar1 (Authier, 2001) AuNP’lar isaret¢i olarak kullanarak DNA hibridizasyonunun
elektronik tayinin yapilmasina onderlik etmislerdir. Yontemleri NP’larin hibridize edilmis
hedefler tarafindan yakalanmasi ve ardindan yiiksek hassasiyetli anodik siyirma ile ayrilan
metalin elektrokimyasal tayini tizerine kurulmustur.

Diger stratejiler cesitli elektriksel etiketleme olanagi sunan inorganik nanokristallerin
kullanimma dayanmaktadir. Ug¢ farkli NP (ZnS, CdS, ve PbS) farkli ssDNAlarinin
sinyallerini, sandvi¢ hibrid yapilar olusturulduktan sonra metallerin siyrilip voltametrik

tayini sayesinde ayri ayri tespitinde kullanilmigtir (Wang, 2003).

1.1.2.1. Nano Yapih Metal Oksitler

Nano yapidaki metal oksitlerin yuksek mekanik, kimyasal, fiziksel, termal,
elektriksel, optik, manyetik ve spesifik ylizey alani Ozellikleri bu nano yapilar
nanoelektronikler, nanofotonikler, nanobiyomateryaller, nanobiyoetiketler v.b. olarak ¢ok
kullanmight kilmaktadir (Wanekaya, 2006). Bu tiir baz1 nanoyapilara 6rnek olarak optik,
optikelektronik, kataliz, sensor, aktiflestirici uygulamalarinda kullanilan ZnO, TiO,, ZrO,,
SnO,, CeOy, MNO,, Fe304 ve SiO, verilebilir (Ansari, 2009).

1.1.2.2. Kuantum Noktalari

Kuantum noktas1 (QD) olarak da bilinen kolloidal yari iletken nanopargaciklar,
boyutlarina bagh olarak ayarlanabilen dar ve simetrik 1s1ma spektrumlu foto-uyarilma ve
emisyon Ozelliklerine sahiptirler. QD’larinin sentezlenme asamalarinda modifikasyonlarla
boyutlar ayarlanarak, optik ve elektronik 0zellikleri degistirilebilmektedir. Bu biiyiikliige
bagl florosens yari-iletken nanokristaller, molekiler duzeyde biyolojik sistemlerle

etkilesmekte ve ¢coklu biyomolekiillerin tespitini kolaylastirmaktadir (Sapsford, 2006).



1.1.2.3. Karbon Nano Tupler

Karbon nano tupler (CNT) gibi nanomalzemeler bazi deneylerde tasiyici olarak
kullanilmaktadirlar. Ornegin CNT’lerin ¢esitli enzim isaretcilerine tasiyici olarak
kullanim1, DNA ve proteinlerin tespitine olanak vermistir (Munge, 2006).

CNT’ler lokal ilag dagitim sistemlerinde ve kanser tedavisinde mikemmel bir etken
madde olmasini saglayan genis optik radyasyonlar1 yaninda ¢ok 6nemli tagima ve kimyasal
fonksiyonizasyon 0Ozellikleri gostermektedir. Karbon temelli materyallerin elektrokimyasal
Ozellikleri buyik o6lcide, ylzeyde elektron transfer oranini arttiran spesifik fonksiyonel
gruplar olusturulmasi (6zellikle oksijen iceren gruplar) gibi yiizey 6zelliklerine baglidir.
Nanomalzemelerin  bitin  bu  o6zellikleri sensér ve biyosensorlerde c¢ok yonli
kullanilmasina olanak saglamislardir (Hu, 2009).

Son ¢aligmalarda CNT’ler ndrotransmiterler, hidrojen peroksit, askorbik ve urik asit,
sitokrom c, hidrazinler, hidrojen sulftr, aminoasitler ve deoksiribonikleik asit (DNA) gibi
genis bir bilesik araligi igin elektrokatalitik aktivite gostermekte oldugu goriilmiistiir.
Yiksek iletkenlikleri sebebiyle de CNT’lerin elektrokimyasal ve biyosensorlerde
kullanildiklar1 da bilinmektedir (Pérez, 2009).

1.1.2.4. Grafen

En yeni gelismelerden birisi olarak da tek atom kalinliginda ve iki boyutlu
bi¢imlenmis olan grafen nanomalzeme ortaya cikmistir. Grafen, bircok uygulamada
kullanilabilen ¢esitli 6zellikleri ile biyosensorlerde CNT’lere alternatif olmak konusunda
bilyiik bir ilgi gérmektedir. Ornek olarak, glikoz veya glutamat molekiillerininin, transistor
platformundaki grafenin iletkenligindeki istisnai elektronik degisimlerle tespit edildigi
glikoz sensorii gosterilebilir (Huang, 2010). Bazi1 grafenle modifiye edilmis transistorlii
sensOr platformlar1 gesitlerinde sinyalin arttirabildigi ve giriiltiiniin  azaltabildigi
gozlenmistir (Cheng, 2010).

Nanoyapidaki iletken polimerler, ayarlanabilir gézenekli yapi, yiiksek ylizey alani,
diisiik enerjili optik gegisler, diisiik iyonlasma potansiyeli, ylksek elektron ilgisi ve
iletkenlik Ozeliklileri gibi karakteristik ¢zelliklere sahiptirler (Rajesh, 2009). Ek olarak
polimerler, diger malzemelere nazaran gesitli ucuz yontemlerle, istenilen optik, elektronik

ve mekanik ozellikleri elde etmek icin ve fonksiyonize edilebilirdirler ve biyouyumluluk



sergilemektedirler. Kendine 6zgl Ozellikleri ile nanoyapidaki bu malzemeler birgok
arastirmacinin ¢alistigi analitik bilimlerin genis bir alaninda ve biyosensor cihazlarinin

kullamiminda yenilikler getirmektedirler (Chen, 2009).

1.1.3. Diger Tespit Yontemleri

Bu bolimde farkli analitleri tespit i¢in kullanilan bazi alternatif yontemlerden
bahsedilecektir.

Elektrokemiliiminesans (ELC) materyalin belirli bir elektrik akimima veya alanina
bagil olarak 11k yaydigi , optik ve elektriksel olgudur. Bir 6nemli ELC uygulamasi,
kadmiyum sulfur nanokristal (CdS NC) ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (MWCNT)
yiizeyinde iretilmesi temel alinan enzim biyosensorleridir. MWCNT-CdS ile H,O, notr
cozelti igerisinde etkilesip giiclii ve kararlit ECL emisyonu iiretebilir. (Wang, 2009). Ayni
prosedirleri kullanarak, H,O; tespitinde 5 uM dan 1 mM a kadar ve 1.7 uM tayin limitiyle
kabul edilebilir lineer sonuglar veren CdS-grafen tabanli biyosensorler tiretilmistir (Wang,
2010).

Elektromekanik tespit bir diger 6nemli tekniktir. Bu teknik rezonans frekansinda
elektrik sinyaliyle uyarilan pizoelektrik katilarin yiizeyinde olusan mekanik titresimleri
Olcen yiizey akustik dalga sensorleri (SAW) iizerinedir. SAW hiz1 aktif alanda uygulanan
materyalin viskozitesine, aktif alandaki kiitle degisimlerine ve yiizeydeki sicaklik

degisimlerine karsin hassasiyet gosterir (Arruda, 2009).

1.2. Lab-on-a-Chip Teknolojisi

Analitik kimyanin ilgi alanlarindan biri de analitik sistemlerin minyatirize edilmesi,
entegre edilmesi ve otomatiklestirilmesidir. Igeriginde filtrasyon, ekstraksiyon, karistirma,
ayirma ve tayin gibi klasik yontemleri gergeklestirebilen sistemler Lab-On-a-Chip
sistemleri (LOC) ya da Toplam Analiz Mikrosistemleri (LUTAS) olarak adlandirilmaktadir
(Dittrich, 2006).

Transistor ve silikon teknolojileri olusturuldugundan beri, minyatirize sistemlerin
gelistirilmesinde ~ hizli ilerlemeler olmustur. Baslangigta, elektronik alanindaki bu

teknoloji, farkl: tiirlerde giris, uygulama tinitesi ve ¢ikis bulunduran sistemler dizayn etmek



ve gelistirmek icin Uretilmigtir. Mikroelektronik teknoloji genis ¢apli tespit ve veri igleme
cihazlar gelistirmeye olanak sunmaktadir.

Ilk LOC’ler Stanford Univeristesinde, 1975 yilinda, S.C. Terry tarafindan icat edilen
gaz kromatografi sistemleridir (Terry, 1975). Fakat, asil  biiyiik gelismeler, mikro
pompalarin ve akis sensdrlerinin iiretimi ile entegre sistemler konseptinin, ydntemin
biitlin adimlarin1 entegre etmesi, ayirma, drnegin temizlenmesi ve tiim analizin tek bir
cihazdan alinmasi konularini derinlemesine incelemesi sonrasinda 90’11 yillarda olmustur
(Manz, 1990).

Mikro toplam analiz sistemlerinin (UTAS) 6nemli avantajlari, 6rnek ve reaktiflerin
hacimlerinin kullanimin1 pikolitrelere kadar diistirmek ve molekiiler diflizyon gibi
reaksiyonlarin siiresini mikrokanallarin boyutlarina bagli olarak azaltma imkanini
sunmalaridir. Bir diger avantaj ise mikro akiskanlara uygunlugundan dolay1 yiizeye bagh
deneylerde imkanlar saglayan genis ylizey-hacim oranidir.

En fazla kullanilan mikro akiskan sistem cihazlar1 diiz plastik veya cam substratlar

izerine yapilan mikrokanal aglarinin bir araya getirilmesiyle olusmaktadir.

1.2.1. Mikroakiskanlar ve Nanoakiskanlar

Mikroakiskan teknolojileri son yillarda hizli bir sekilde artis gostermektedir. Mikro
akiskanlarin teknik bilgileri biyoteknoloji, ¢evre, tip ve ilag sanayisi gibi farkli alanlarda
cozlmler ve yeni Urinler gelistirmek i¢in yonlendirilmistir (Haeberle, 2007).

Mikromakinelesmedeki yenilikler ve mikroelektronik teknolojilerinin kullanimi ve
deneysel mikroakiskanlar alanindaki ilerlemelere olanak saglamigtir. Bu ilerlemeler
sayesinde diger elektronik cihazlar, uyaricilar ve sensorleri bir araya getirme fikri de
miimkiin olmustur. Diger taraftan mikroakiskanlarin kullanimini kontrol edilebilen yapilar,
geometriler ve etkilesimlerle 6zgiin yapilar olusturmak gereklidir. Ozgiin yapilarin
gelistirilmesi, Ol¢limdeki hassasiyetin artmasi, veri isleme ve depolama birimlerinin
teknolojik acidan gelismesi ile mikro akiskan kullanimi nanoakigskan kullanimina dogru
kaymaktadir (Mitajovic, 2005).

Nanoakigkan ¢alismalari, bir veya daha fazla yonde 100 nm den daha kic¢tk hacimli
kanallar icerisindeki akiskanlarin hareketlerini inceler. Bu konu, DNA ayrimlar1 igin
kullanilan kat1 malzemeler yerine polimer jellerin kullanilmasiyla yayginligini artirmistir.

Herhangi bir uygulama gereksinimine cevap vermek, yeni nanofabrikasyon teknikleri



gelistirmek veya nano Olgiide akigkan davraniglarini anlamak ve arastirmak igin

nanoakiskan cihazlar tasarlanabilmektedir (Sparreboom, 2009).

1.2.2. Mikro Yapilar ve Uretim Yontemleri

60’11 yillardan bu yana endustri ve arastirmacilar, ¢ok sayida transistorii olabildigince
kiiciik bir alanda igeren ve bu sayede hacim ve maliyeti diigiirirken performans ve
fonksiyonlarmi artiran entegre ¢ipler gelistirmeye c¢alismaktadirlar (Lyschevski, 2001).
80’lerde MEMS (mikro-elektromekanik sistemler), yeni mekanik sistemlere yon vermek
i¢in olduk¢a 6nem kazanmistir. MEMS uygulamalar1 genellikle ylzeysel ve iki boyutlu
veya daha kompleks geometriler olusturmak {izere iretilmesine bagli olarak ikiye
ayrilabilir. MEMS uygulamalari, nano ve biyotest uygulamalari i¢in 6zel ilgi alan1 kabul
edilebilir. Pek ¢cok mikro iiretim teknikleri asagida tanimlandig gibi gelistirilmekte ve ¢ip
dokusu i¢in uygulanmaktadir (Levinson, 2001).

Fotolitografi bir deseni substrat (zerine transfer etmek icin kullanilan optik bir
yontemdir. Litografik yazdirma da yine benzer temellere dayanan bir yontemdir. Bu teknik
bir substratin yiizeyine bir fotomaske yardimi ile U¢ Boyutlu (3D) bir desenin transferini
gerceklestirir. Bu yontemin kullanilmasiyla iiretilen 3D yapilar, MEMS sensorlerine, optik
cihazlara ve mikro akigkan uygulamalarina girmislerdir (Grayson, 2004).

Soft Litografi uygun fotomaskler kaliplar ve elostemerleri kullanan bir Gretim
teknigidir. Soft olarak adlandirilmasmin sebebi, elastomerik materyal olarak 0Ozellikle
poli(dimetilsiloksan) (PDMS) ve yakin zamanlarda poli[(3-merkaptopropil)-metilsiloksan]
(PMMS) gibi mikrometreden baslayarak, 100 nm skalanin altina kadar basarili ¢ogaltma
tekniklerini gosteren malzemelerin kullanilmasidir (Campos, 2009). Genellikle mikro ve
nano Olcekteki cihazlarin tiretiminde kullanilir. Bu yontem kapiler icinde mikrotransfer,
mikro baskilama araciligiyla baskilama, kopyalama yontemiyle baskilama ve mikro
kontakt yontemi gibi etkileyici bir teknolojiyi kapsamaktadir (Lomas, 2009).

Mikro uretim dnceden tanimlanilan malzeme geometrilerini elde etmek igin gelik bir
kesme aletin kullanimina dayalidir (Shiu, 2010). Buna ragmen bu teknik yontemle elde
edilen boyutlar, Lithography kullanilmasiyla elde edilen boyutlar kadar kiigiik degildir.
Daha kiiciik cihazlarla birlesmesi i¢in platformun yapisina izin verir.

Mikro akigkan sistemleri olusturmak i¢in kullanilan diger yOntemler: X-Rays

Lithography (Mongpraneet, 2009), yiiksek duyarlikta baskilama, sicak kabartma (Greener,



2009), mikro-enjeksiyon baskilama (Choi, 2009), “roll to roll” kabartma (Yeo, 2009). Bu
teknolojiler ¢ok cesitli malzemeler ile g boyutlu kompleks yapilarin olusumuna olanak
saglamaktadirlar. Sonu¢ olarak, tum bu yontemlerle birlikte PDMS, fleksopolimer gibi
malzemeler ve camla birlestiklerinde olusturduklar1 3D mikro ve nano yapilarin kullanimi
son zamanlarda yaygin bir alan olusturmaktadir (Sayah, 2009).

Ink Printing Technology; Baslangigta bu teknoloji dekorasyon nesneleri ve bilgisayar
bilimi i¢in kullanilmaktaydi. Su anda yaygin bir sekilde farkli yiizeyler iizerinde, 6rnegin
aliminyum, cam, plastik ve kagit gibi ylzeyler Uzerine yazdirmak igin kullanilmaktadir.
Su siralar grafit miirekkepler, giimiis, karbon nanotiip miirekkepleri, polimer miirekkepler
ve benzerleri gibi 6zel miirekkepler kullanilmaktadir. Bu teknik ve mirekkepler, herhangi
bir maskeleme olmaksizin {i¢ boyutlu yapilarini meydana getirmek icin kesin bir kalinlik
ve puriissiizliikle geometrilerin ¢izilmesine olanak saglar (Roy, 2007).

Prototyping, hedeflenen tasarimin bir bilgisayar araciligla tabaka tabaka tretiminin
yapildigr bir tekniktir. Biriktirilen regine, bir lazer yardimi ile polimerize edilirken
katilastirilarak sekil verirlir. Katilasan bu polimer ile {i¢ boyutlu yapilarin olusumuna

olanak saglanir (Nath, 2010).

1.2.3. Elektrot Fabrikasyon Yodntemleri

Screen-Printed Teknolojisi (SPE) iletken veya iletken olmayan 6zel murekkeplerin
istenilen geometride {iretilmis bir maske araciligiyla inert substratlar iizerine art arda
transferine dayalidir. Son zamanlarda screen-print fabrikasyon teknolojisi, yaygmn bir
sekilde biyolojik ya da kimyasal sensorlerin tiretiminde kullanilan kalin film elektrotlarinin
imalatinda kullanilmaktadir (Fanjul-Bolado, 2008). SPE bu teknolojinin yiiksek imalat
verimi ve diisiik maliyetinden dolay1 en 6nemli {iriinlerinin birini temsil eder.

Genellikle screen-printed fabrikasyonunda kullanilan inert substratlar seramik ya da
polimeriktirler. Polimerik substratlardan poliester substratlar, ¢ogunlukla direngliligi,
berrakligi termal ve hidroskopik kararliligi ve sertligi i¢in kullanilmaktadirlar. Baski
murekkeplerinin gergek kompozisyonunu ticari ve patenli olduklarindan dolay: tam olarak

bilmek miimkiin degildir.



1.3. Mikroakiskanlar Kullanilarak Kuantum Noktasi Tayini

Yar1 iletken pargaciklar olarak da bilinen kuantum noktalar1 (QD) nanometrik
Olculerde kristal kiimeler halindedirler (Murphy, 2002). Kullanildiklar1 en O6nemli
alanlardan ikisi, etiket olarak goriintiileme ve biyosensorlerdir. Diger etiketlerle
karsilastirildiklarinda daha kararli ve ucuzdurlar. Immiin testler, DNA analizleri gibi bircok
multi analizde diger etiketlere oranla daha esnek ve hizli baglanma kinetikleri, yiiksek
hassasiyet ve yliksek reaksiyon oranlari sergilerler.

Diger floresans etiketlerden farkli olarak QD’lar1 6zel optik o6zellikleri sayesinde
molekiiler, hiicresel ve canli ortaminda gorlintileme uygulamalarinda yeni bir smif
olustururlar (Empedocles, 1999 - Kuno, 1997). QD’lar1 biiyiikliige bagli ve dar bir emisyon
spektrumu sergilerler (Norris, 1994). Genis absorbsiyon profiline ve iistiin fotokararliliga
sahip olan QD’lar1 kimyasal bozulmalara ve floresan boyalara gore foto bozulmalara kars1
muikemmel direng gostermektedir.

QD’lar1 elektrokimyasal 6zellikleri igin de ¢alismalarda kullanilmaktadirlar. QD’lar1
direkt olarak (Merkogci, 2007) veya HNOg ile ¢ozullp, iceriginden ¢6zeltiye gecen metal
iyonlarinin elektrokimyasal yolla tespitiyle dolayli yoldan tayin edilebilirler (Wang, 2003).
Kendine has elektrokimyasal 6zelliklere sahip QD’lar1t DNA ve protein tayinlerinde etiket
olarak kullanilabilirlerdir (Liu, 2003).

Mikroakigkan platformlarin  kullanildigr bir¢ok ¢alismada simdiden kuantum
noktalarinin konjugasyon ve tespiti yapilmaktadir. Genelde QD’larinin optik 6zelliklerinin
kullanilmasma odaklanilmistir. Ornegin biyosensdrlerin mikroakiskan platformlarima
uygulanmasindaki ve tasarimlarindaki bazi ilerlemeler, nanoparcaciklar ve hiicreler
arasindaki etkilesimlerin tespitini miimkiin kilmistir. Bununla birlikte bu platformlarin
sensOr yiizeyindeki ligandlarin varligini, akigkanin akmasi esnasinda yarattigi kayma
gerilmesi ve bunun in vitro ortamda hedeflenen verimi nasil etkiledigini gosterecek
caligmalara da odaklanmilmistir. Pargacik biiyiikliiglinii ve pargacik ylizeyindeki ligand
yogunlugunu tespit etmek i¢in, ayn1 zamanda akis sartlarinda hedeflenen hicrelere
baglanma ¢alismalarinda kullanilabilirdirler (Farokhzad, 2005).

Diger bir ilging calisma ise 6zgiin quantum noktalarini izole etmek, tespit etmek ve
tanimlamakta kullanilan mikrometre alti akiskan kanali tiretimidir. Tiim kanal boyunca

akigan ve floresans 6zellik gosteren QD’larinin  hizli tespiti neredeyse tiim immiin sistem
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testleri veya farkli hibritlesme deneyleri i¢in de kullanilmasint miimkiin kilmaktadir
(Stavis, 2005).

Bu vyolla c¢ok yonli belirlemeler icin nano-biyo cipler gelistirilmektedir.
Biyomarkerlerin miktar1 i¢in modiiler mikroakiskan biyosensodrlerin i¢ine dogru QD
entegrasyonunun bir drnegidir. Bu yontem, hem serum hem de tiim viicut salgilar tiirleri
icin kullanilmaktadir (Jokerst, 2009). Viric DNA analizleri i¢in diger mikroakiskan
platform pratik serum ekstraklarindan HBV genotiplerinin belirlenmesi i¢in gelistirilmistir.
Bu mikroakiskan cihaz, 6rneklendirme mikroakiskani ve dizilendirilmis bdélmelerle bir
fonksiyonel bolgeyi olusturmak icin farkli cip yapist ve kanal derinlikleriyle iki PDMS
kalin dilimlerinin kullanmasiyla bir araya getirilmistir (Zhang, 2010).

Diger ¢aligmalar nanopartikiillerin toksikligini analiz etmek i¢in yonlendirilmektedir.
Maruz kalinan sartlarin lokalize edilmesi esnasinda neron-like PC12 hiicreleri lzerinde
modifiye edilen QD’lar1 ylizeyinin sitotoksik etkisinin arastirilmasina agik bir 6rnektir. Bu
calismanin sonuglarma gore; QD’larinin  yiizeylerindeki ligandlarin  yiizeyindeki
kararliligina bagl olan néronlarin tosikligine neden olabilmektedir (Mahto, 2010). Buna ek
olarak diger caligmalar, bu potansiyel toksikligi minimize ederek onlarin fotofiziksel
ozelliklerinin avantajli olmasimi saglamaya calismaktadir ve 1s1ma yapan kuantum
noktalarmin kullanimi ile duyarli ince filmlerin yapisina odaklanilmustir. Ornek bir
calismada CdSe/ZnS yapisim1 elde etmek icin floresans kuantum noktalarini ince foto
elektrolit filmlerinin i¢ tabakalarina ve molekiiler floroforlari ince katman ylizeyine

yerlestirmislerdir. (Crivat, 2010).

1.4. Voltametri ve Voltametrik Yontemler

Elektrot potansiyelinin degismesi ile elektrolitik hiicreden gecen akimin dl¢iilmesine
dayanan elektroanalitik yontemlerin geneline voltametrik yontemler ad1 verilir.

Voltametri bir elektrokimyasal hiicre igerisinde derisim polarizasyonu sartlar altinda
olusan akimin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Voltametrik dl¢iimlerde iiclii elektrot sistemleri kullanilmaktadir. Olgiimler sirasinda
potansiyeli zamanla degistirilen elektrot, caligma elektrodu (indikator elektrot) olarak
adlandirtlir. Potansiyeli deney siiresince sabit kalan elektrot referans elektrot, tgtnci
elektrot ise karsit veya yardimci elektrot ismini alir. Calisma elektrotlarina civa, platin,

altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, camsi karbon elektrot,
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karbon cloth elektrot) 6rnek verilebilir. Calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrot
kullanilmast durumunda elektrokimyasal yontem polarografi adini alir. Referans elektrotlar
icin genellikle Ag/AgCl veya kalomel elektrot kullanilirken karsit elektrot i¢in Pt tel veya
karbon elektrot kullanilabilir.

Elektroaktif maddelerin tayini, yukseltgenme, indirgenme tepkimeleri, elektrot
yiizeyinde olusan adsorpsiyon ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot ylizeylerinde
meydana gelen elektron aktarim mekanizmalarinin incelenmesi gibi bir ¢ok alanda

voltametrik ve polarografik yontemler kullanilmaktadir (Zuman, 1962, Zuman, 1992).

1.4.1. Kare Dalga Voltametrisi

Bu yontem son derece hizli ve duyarl olmasindan dolay1 diger yontemlere iistiinliik
saglamistir. 10ms’den daha az siirede voltamogramin tamami elde edilebilir.

Sekil 1.1’de bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu
gorilmektedir. Kare dalga voltametrisi O6lctimlerinde her bir kare dalga pulsu
uygulanmadan 6nce ve pulsun bitigi anda akim Gl¢ulur. Yani kare dalganin anodik ve
katodik bolgesindeki iki noktaya ait akim degerleri 6lgiiliir. Olgiilen pik akimi katodik ve
anodik bolgelerde tespit edilen pik akimlarin toplamina esit olur ve bdylece duyarlilik
artmis olur (Tural, 2003).
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Sekil 1.1 Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu

Bir kare dalganin tamamlanma siiresi olan periyod, t ile gosterilir. Birbirini takip
eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkina basamakli adim ytiksekligi adi verilir ve

AEs ile gosterilir. Kare dalga genligi (ESV\), her bir dalganin alt ve iist noktalar1 arasindaki
farkin yarisina esittir. Puls genisligi (tp), 1/2’ye esittir. Genellikle periyod yerine 1/1° a esit
olan frekans (f) kullanilir. Frekansin artmasi ve buna bagli olarak peryodun azalmasi ile
kare dalga pik akimi ve hassasiyet artar. Kare dalga voltametrisinde deneysel parametreler
belirli araliklarda secilir. Deneylerde frekans genellikle 10 < <1000 Hz veya peryod 1 <7t

< 100 ms araliginda olmalidir. Basamakli adim yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisina

(n) bagh olarak AESZIO/n mV esitliginden bulunur. ESW ise genelde 50/n mV’dur (Skoog,

1996).

Kare dalga voltametrisinde akim ol¢timleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru t
kadar bir zaman araliginda yapilir. Ileri puls igin &lgiilen akim i1’ geri puls igin olgllen

akim i2 olmak iizere her bir kare dalganin net akim1 Ai = i1 — iz’ye esittir ve ileri fark akimi
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olarak adlandirilir. Ai farki potansiyele karsi grafige gecirildiginde voltamogram, Sekil
1.2’den de goriildiigii gibi tek pik seklinde elde edilir (Skoog, 1996).

Ai=i, -1,

B =~ = »

n(E-E, ), mV

Sekil 1.2 Tersinir bir reaksiyon i¢in uyarma sinyaline akim cevabz, 17 ileri akim; iz
ters akim; iy — i akim farka

PR

Ai farki konsantrasyonla dogru orantili olarak degistiginden dolay1 kare dalga
voltametrisi kantitatif tayinlerde kullanilan bir metotdur.

Kare dalga voltametrisinin en dnemli avantaji son derece hizli ve duyarli bir yontem
olmasidir (Skoog ,1996). Ayrica kare dalga voltametrisi, bir sivi kromatografisinden alinan

bilesiklerin saptanmasinda da kullanilabilir (Aycan, 1994).

1.4.2. Siyirma Voltametrisi

Son 20 yil igerisinde Ozellikle eser elementlerin analizinde veya tayini yapilacak
Oornegin derisiminin ¢ok diisiik olmast durumunda elektroanalitik yontemlerin yetersiz
kalmasindan dolay1 yeni ve duyarlilig1 yiiksek olan yontemlere ihtiya¢ duyulmaktaydi. Bu

nedenle duyarliligi daha yiiksek olan siyirma voltametrisi teknikleri gelistirilmistir. Bu
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yontemler farkli analitlerin bir arada tayini, cihazlarin ucuz olmasi ve dl¢iim kolaylig
sebebiyle iizerinde siklikla ¢alisilan yontemler olmuslardir.

Siyirma voltametrisi yontemlerinin genelinde analiti elektrot {izerinde biriktirme ve
ardindan ¢oziiliip siyirilmasi sirasinda alinan Olglimlere dayanir. Siyirma voltametrisi
analiti 6n deristirmenin niteligi ve styirma asamasinda potansiyelin taranma yoniine gore
tice ayrilir.

¢ Anodik Siyirma Voltametrisi
e Katodik Styirma Voltametrisi

e Adsorptif Siyirma Voltametrisi

1.4.2.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Anodik siyirma voltametrisinde analit ¢ozeltisindeki metal iyonlarini elektrot
yuzeyinde oOnderistirilir. Bu Onderistirme igin ¢alisma elektroduna negatif potansiyel
uygulanir.

Yuzeyde metalik halde biriken metal iyonlarinin siyrilmasi asamasinda ise elektrot
potansiyeli anodik yonde dogrusal veya diger tekniklerle taranir ve boylelikle yiizeyde
metalik olarak toplanan tiiriin ylikseltgenmesi ve c¢ozeltiye geri difiizyonu gergeklesir
(Zuman, 1992). Elde edilen siyirma voltamogramindaki yiikseltgenme pikinin sekli ve

konumu biriktirilen anatlitin tiirline iligkin kalitatif ve kantitatif bilgi verir.

1.4.2.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Potansiyel tarama yonii anodik s1tyirma voltametrisinden farkli olarak katodik yonde
ilerletilen bu yontemde Oncelikle calisma elektrodu olarak kullanilan metalik civa
elektrodu yiizeyinde civa ve analitin ¢0zlniirliigli az olan bir tuzunun olusmasi saglanir.
Siyirma esnasinda ise potansiyel negatif yonde taranarak, az ¢dzlinen tuzun bilesimindeki
metal iyonunun indirgenmesi izlenir.

Analitin uzun siire biriktirilmeye c¢alisilmasi veya Yyilksek analit derisimlerinde
calismak elektrot yiizeyinde doygunluga sebep olabilir. Doygunlasan elektrot yiizeyinden
aliman Ol¢iimlerdeki pikler giivenilir degillerdir. Katodik siyirmada elde edilen pik

potansiyelleri ile de kantitatif analiz gergeklestirilebilir.
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1.4.2.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Bu yontemde oOnderistirme, karistirilan bir ¢ozeltiden elektrot yiizeyine fiziksel
adsorpsiyonla saglanir. Bu yolla elektroaktif ve ylizey aktif 6zellikte bircok dnemli bilesik
hassas olarak tayin edilebilmektedir.

Bu yontemle hazirlanan kalibrasyon grafiginin dogrusal arali§i 6nderistirme yapilan
analitin buyiikligiine, hidrofobik 6zelligine ve elektrot yiizeyine yonelimine gore degisir.
Genellikle de seyreltik ¢ozeltilerde ve kisa siirelerde biriktirme uygulanir. Adsoptif siyirma
voltametrisi katodik ve anodik olmak iizere iki sekilde uygulanabilir. Ancak daha cok
Adsorptif katodik styirma voltametrisi (AdCSV) kullanilmaktadir (Skoog, 1996).

1.4.3. Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii voltametri (CV), ¢ozeltide ve ¢ozelti elektrot araylizeyinde elektroaktif
tdrlerin incelenmesi agisindan en uygun elektroanalitik tekniklerden birisidir. Bu teknikte
sabit bir elektrota ¢ok hizli potansiyel taramalar1 uygulanir.

Doniistimli voltametride elektroaktif tur igeren durgun bir c¢ozeltide bir elektrota bir
baslangi¢ potansiyelinden (baslangi¢ potansiyel, Ebas) baslayarak belirli bir tarama hizinda
dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulanir ve uygulanan potansiyel belirlenen bir degere
ulagtiktan sonra (ara potansiyel, Eara) yine dogrusal olarak azalacak sekilde belirli potansiyel
degerine (bitis potansiyeli, Eson) kadar ters yone cevrilir. Baslangi¢ potansiyeli degeri ile bitis
potansiyel degeri aym olabildigi gibi farkli da olabilir. ileri ve geri tarama islemi (dongi,
cycle) yapilan galismaya gore bir veya birkac kez yapilabilir (Tural, 2003). Potansiyel tarama
sirasinda analit ve elektrot arasinda gerceklesen indirgenme yiikseltgenme tepkimelerinden
kaynaklanan akim olgiiliir. Elde edilen akim-potansiyel egrisine dongusel voltamogram denir.
Doniisiimlii voltametride potansiyel-zaman iliskisi, potansiyel-akim iligkisi ve elde edilen

voltamogramlar Sekil 1.3 ve Sekil 1.4’de verilmistir.
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Sekil 1.3 Dontisiimlii voltametride uyarma sinyali
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Sekil 1.4 Doniisiimlii voltametri voltamogrami

Doniisiimlii voltametride genellikle tarama hizi 100 mV s_l’ den 1000 V s_l’ ye kadar
degistirilebilir. Donilisiimlii voltametride tarama hiz1 degistirilerek pik akimlarinin tarama
hiz1 ile degismesinden adsorbsiyon, difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna eslik eden
kimyasal reaksiyon olaylarinin varlig belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri tarama piklerinden

reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir edinilebilir, kinetik veriler bulunabilir.
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1.5. Antikorlar

Antikorlar insan savunma sistemi (immiin sistem) hastaliklara sebep olan
bakterilerin, mantarlarin, protozoalarin ve viriislerin taninmasini saglar ve yok edilmelerini
saglayacak yolar tetiklerler.

Kan dolasiminda yabanci bir madde (antijen) varliginda viicut o antijene 6zgiin
antikoru Uretir ve Gretilen antikorlar antijeni taniyip ona sikica baglanirlar. Insan
viicudunda yap1 ve gorevlerine gore antikorlar 5’e ayrilirlar. Bu antikorlardan biri olan
Immunoglobulin M (IgM) kan dolasimina giren antijeni ilk tanima ve yok etme siirecini
baslatir. On giin sonra kanda IgM azalirken es zamanli olarak Immiinoglobulin G (IgG)
tiretimi baglar. IgG iiretimi birincil savunma yanit1 olarak adlandirilir. Ayn1 antijenin yillar
sonra bile olsa kana tekrar karigmasi durumunda savunma sisteminin hizli ve yiiksek
miktarda o antijene 0zgu IgG uUretimine gegmesi ise ikincil savunma sistemi olarak
adlandirilir (Hames, 2010).

Antikorlarin ikinci gorevi olan dolagimdaki antijen veya patojenin yok edilme
islemini gergeklestirecek olan kompleman sistemini aktive etmektir. Kompleman sistem
yabanci mikroorganizmanin zarinda delikler acarak sonunda parcalanmasina sebep olan 20
kadar ¢6ziinebilen proteinden olusur.

Kompleman sistemler sadece antijene bagli antikorlar tarafindan aktive edilebilirler.
Bagli olmayan ¢oziinmiis durumdaki antikorlar kompleman sistemi aktive edebilme

ozelliginden yoksundurlar.
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Sekil 1.5 insan-immiinoglobulin G (URL 1, 2014)

Her IgG Y seklindedir(Sekil 1.5). 440 adet aminoasitten olusan iki adet agir zincir ve
220 adet aminoasitten olusan iki adet hafif zincirlerin birbirine disiilfiir baglariyla
baglanmasi ile olusurlar (Hames, 2010).

Insan-immiinoglobulin G (H-IgG)’ler iki adet antijen baglanma noktasina sahiptirler.
Her bir antijen baglanti noktasi bir hafif bir agir zincirin hiper degisken bolgelerinin bir
araya gelmesiyle olusur (Sekil 1.6). Bu baglanti noktalar1 tamamen antijene 6zgiin ve
secicidir. Her bir antikorun iki adet baglant1 noktasina sahip olmasi sayesinde bir antikor

iki antijeni baglayarak antijenlerin yogunlasmasini saglayabilir.
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Antijen Baglanma Bolgeleri
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Sekil 1.6 Insan-immiinoglobulin G yapis1

Insan kaninda bulunan 5 farkli tip antikorlar Immiinoglobulin A (IgA),
Immiinoglobulin D (IgD), Immiinoglobulin E (IgE), Immiinoglobulin G (IgG),
Immiinoglobulin M (IgM) olarak adlandirilirlar ve sirasiyla, yap1 ve gorev acisindan
farklilik gosteren a, 0, €, y ve u agir zincirlerine sahiptirler. IgG, y tipi agir zincirinin
kendi icinde y1, Y2, y3, v4 seklinde 4 alt gruba ayrilmasi ile bu agir zincirlere sahip IgG’ler
de 1gGy, 19G,, 19Gs, 1gG4 seklinde 4 alt gruba ayrilir.

Immiinoglobulin yapisindaki bu farkli agir zincirler, Immiinoglobulinlerin farkli
gorevleri Gstlenmesinden sorumludurlar. Ornek olarak immiinoglobulin M kanda yabanci
bir madde ile karsilagilmasit durumunda ilk sentezlenen antikordur. Makrofajlar1 uyararak

fagositozu da uyarir.
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IgA gozyasi, tiikiiriik, bagirsak salgilarinda ve akcigerde bulunan esas antikordur.
Enfeksiyona kars1 viicudun ilk korumasidir.

IgE beyaz kan hicrelerini aktive ederek parazitlerin éldurilmesinde rol oynar.

IgG birincil savunmanin ge¢ donemlerinde ve ikinci savunmada rol oynar.
Kompleman sistemleri uyarabilir ve makrofajlar1 tetikleyebilir. Vicut salgilarinda
bulunmamakla birlikte kandan plesentaya gecebilme 06zelligi sebebiyle anne karnindaki
bebegin immiinolojik korunmasindan sorumludur. Anne siitiinden de salgilanip,
bagirsaktan emilimi sayesinde dogumdan sonra da bebegin bagisikliginin saglanmasina
olanak verir.

Ozgiin antikorlar biyolojik 6rneklerdeki hedef antijenlerin miktarini tayin etmek igin
kullanilabilir. Bu konu ile ilgli pek ¢ok immiinolojik yontemden en ¢ok bilinenlerden biri
de ELISA (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay) olarak bilinir. ELISA testlerinde bir
yiizeye tutturulan spesifik antikor, biyolojik numunedeki hedef antijene baglanir ve onu
immobilize eder. Tutulan antijenlerin tespit edilebilmesi igin 6rnek Gzerine floresans, renk
veya elektrokimyasal bir isaret¢i baglanmis ikinci bir 6zgiin antikor tutturulur. Baglanmig
antijenler tarafindan tutulmayan fazlalik isaret¢ci antikorlar ¢o6zeltiden yikanarak
uzaklagtirilir. Son olarak yakalanmis antijenlere baglanan isaret¢i antikorlar, floresans
mikroskobu veya elektrokimyasal yontemlerle tespit edilebilir. Isaretgilerin miktar1 antijen
miktar1 ile dogru orantili olacagindan, dolayli yoldan antijen miktar1 tespit edilebilir

(Hames, 2010).

1.6. Literatur Ozeti
1.6.1. Anodik Siyirma Kare Dalga Voltametrisi Calismalari

Lv ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Hidroksipropil-siklodekstrin grafen oksit
hibrit nanoyapilar sentezleyip, bu nanoyapilari bizmut filmler lizerine yerlestirerek bizmut
filmleri modifiye etmislerdir. Modifiye edilen bizmut filmler Pb?*, Cd** iyonlarin1 birlikte
anodik styirma voltametrisi ile tayin etmek i¢in kullanilmistir. 120 saniye boyunca -1,3 V
potansiyel uygulanarak hiicredeki iyonlarin bizmut filmler iizerine tutulmasi saglanmistir.
Asetat tamponu (pH 4,5) kullanilarak -1.5 V tan 0 V a dogru potanisyel uygulanarak 25 Hz
frekans, 5 mV dalga genligi ve 5 mV potansiyel atlama araliklariyla anodik siyirma kare
dalga voltametrisi Ol¢timleri yapilmistir. Pb* yaklasik -0,60 V ve Cd* yaklasik -0,83 V
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potansiyelinde gozlenmistir. 5 x 107%- 9 x 107 mol L™ derisim araliginda Cd**iyonu icin
yapilan kalibrasyon egrisinde y=0,281x—0,086 regresyon esitligi (x: derisim/nmol L™; y:
akim/pA) elde edilmistir ve dedeksiyon siniri 6,73x10 ** mol L™ olarak bulunmustur (Lv,
2013).

Hluminati ve arkadaslar1 sarap drneklerindeki Cd**, Pb**, Cu®* iyonlarmin tespiti igin
anodik siyirma kare dalga voltametrisini kullanmiglardir. Calisma elektrodu olarak
Ag/AgCl/3 M KCI elektrot secilmistir. Saraplardaki Pb®*, Cu®* iyonlarmin derisimlerinin
yiiksek olmas: sebebiyle Cd** iyonundan farkli bir prosediirle dlciilmiislerdir. Cd** iyonu
igin sarap Oncelikle oksidatif-UV 1s1gina maruz birakilmis ve ardindan -950 mV ile iyonlar
elektrot Uzerinde 15 dk boyunca biriktirilmistir. Biriktirilen iyonlar siyirma kare dalga
voltametrisi ile -950 mV’tan baslayarak +10 mV’a kadar 100 Hz frekans 250 mV dalga
genligi, 165 ms’de 8 mV potansiyel atlama araligi ile taranarak oOl¢lilmiistiir. 10 kez
seyreltilmis sarap ornekleri icin kalibrasyon grafiginden Cd?* iyonlar i¢in elde edilen
verilerle, y=8,39x regresyon esitligini, Cd** gdzlenebilme smirt 3,5+0.9 ngL ™" ve sarap
oreklerindeki Cd?* derisimi genellikle 0,1-1,0 pgL ™" araliginda tespit edilmistir. Fakat
bazi 6rneklerde 15 ugL ™" derisimine kadar cikabildigi gozlemlenmistir (Illuminati, 2013).

Luo J. ve arkadaslar ¢alismalarinda bizmut modifiyeli ¢ok duvarli karbon nanotiip
katkil1 karbon pastast elektrodu kullanarak, anodik siyirmali kare dalga voltametrisi ile
Cd* iyonu tayini yapmislardir. Farkli birgok anodik siyirma kare dalga voltametrisi
parametresi kullanarak tekrarlanan deneyler sonucunda 1,0 pgL™- 60 pgL™ derisim
araligindaki cd* iyonlari i¢in 0,3 ngL™ gozlenebilme smirt elde etmislerdir (Luo, 2013).

Zhu L. ve arkadaglar1 ¢alismalarinda altin nanopargaciklari-grafen-sistein kompozitle
modifiye edilmis bizmut film elektrot kullanilarak Cd** ve Pb** tayini
gerceklestirmislerdir. Iyonlarin biriktirilmesi 800 saniye boyunca -1,2 V potansiyel
uygulanarak yapilmistir. Potansiyel taramasi -1,0 V ile -0,4 V arasinda 15 Hz frekans, 25
mV dalga genligi ve 4 mV potansiyel atlama aralig1 ile yapilmistir. Derigimleri 0,50 ngf1
ile 40 pgL™ arasindaki iyon derisimleri i¢in Cd** gozlenebilme smri 0,10 pgL™*
bulunmustur (Zhu, 2014).
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1.6.2. Elektrokimyasal Yontemler Kullanilarak H-IgG Tayini Calismalari

Zarei H. ve arkadaslar1 anti H-IgG/COOH ¢ok duvarli karbon nanotiip/Fe3O4
manyetik nanokompoziti kullanarak gelistirilen platform iizerinde H-IgG tayini
gerceklestirmislerdir. Elektrokimyasal dlglimler doniisiimlii voltametri ile yapilmistir. 30
ngmL'l ile 1000 ngmL'1 derisimleri arasini ¢alisma araligi olarak belirlemislerdir ve
y=0,054x+5,593 (y: PA, x: ngmL™) regresyon esitligini elde etmislerdir. Gozlenebilme
sinir1 25 ngmL'1 bulunmustur (Zarei, 2012).

Campanella L. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada potansiyometrik bir sensorle ve
iki farkli yontemle H-1gG ve anti H-IgG tayini yapmuislardir. Kullanilan yontemlerden
birinde H-IgG’nin, Pall-Biodyne membran iizerinde tutunmasi saglanirken digerinde
Immobilon membran {izerinde tutunmas1 saglanmistir. iki farkli yontemin de birbirlerine
hemen hemen ayn1 duyarlilikla 6l¢tiigiinii farkli sartlar altinda tespit etmislerdir. Kullanilan
bu yontemlerin gercek {ire numunelerine uygulananmasiyla son olarak membranlar
tizerinde ve farkli tire numulerinde 1,3)(10'10 molL?, 3,3x107° mol L?, 6,7x107*° molL™,
3,0x10 molL™* H-IgG derisimi tespit etmislerdir (Campanella, 2008).

Tian D. ve arkadaslar1 calismalarinda ultra duyarlilikli elektrokemiliiminesans
sensori kullanilarak ve luminol baglanmis altin nanopargaciklari ile etiketleme yardimiyla
H-1gG tayini yapmuslardir. Calisma araliklart 7.5 pgmL™ ile 100 pgmL™ olup regresyon
esitligi olarak 1=31,49+42,08C (I: elektrokemiliiminesans hassasiyeti, C: H-IgG derisimi,
pgmL'l) bulmuslardir. Dedeksiyon sinir olarak 1,0 pgmL'1 sonucunu bulmuslardir(Tian,

2010).



2. YAPILAN CALISMALAR VE BULGULAR
2.1. Kullanilan Kimyasallar

4" silikon yonga tablalar1 Silicon Inc.’den temin edildi

SU 8-50 negatif foto direng ve yikama ¢ozeltisi

Poli(dimetilsiloksan) oligomeri (PDMS) ve ¢apraz baglama ajan1 (SYLGARD 184)
Microchem’den temin edildi

(3-Aminopropil)trietoksisilan (Aptes) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich’ten temin edildi
COC ve Polyester sayfalar Autostat HT5 McDermid Autotype’dan temin edildi
Acheson karbon miirekkep (Electrodag PF407C) ve Acheson giimiis/glimiis kloriir
murekkep (Electrodag 6037SS) Acheson firmasindan temin edildi

1 um Invitrogen Dynabeads Myone Tosylactivated

2,8 um Invitrogen Dynabeads Tosylactivated

1 pm Invitrogen Dynabeads Myone Tosylactivated

2,8 um Invitrogen Dynabeads Tosylactivated

Anti-Human IgG (Sigma Aldrich, ref: 11886)

Sigma Aldrich HIgG 12511-10MG

Sigma Aldrich B1140-1ML Anti-Human IgG (y-chain specific)-biotin

Life Technologies Q10021MP Qdot 655 ITK Streptavidin

Asetat tamponu pH 3

PBS (Fosfat tuzu tamponu pH 9,5)

PBS-tween (Fosfat tuzu tamponu pH 9,5 + tween 20 %0.05)

Sut ¢ozeltisi (0,059 sit tozu+ 100pL PBST+ 900uL PBS)

BSA (0,059 bovin serum albumin + 100uL PBST+ 900uL PBS)

Borat Tamponu (pH 9,5)
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2.2. Kullanilan Cihazlar

Spin kaplama islemiyle SU 8-50 negatif foto direng 4 in¢ silikon yonga tablasi
lizerine spin coater (spin kaplayici) kullanilarak kaplandi

Tiim pisirme asamalar1 Kottermann firin igerisinde gerceklestirildi

Fotolitografi, Siiss Microtec marka maskeyle gergeklestirildi

Olusturulan kalip tizerindeki kanal yapilar1 KLA Tencor marka profilometre ve
Olympus marka mikroskopla degerlendirildi

Tiim mikrofabrikasyon asamalar1 Laboratori d’ambient controllat of UAB
biinyesindeki tozsuz oda (clean room) kosullarinda gerceklestirildi

Uretilen mikrokanallar1 karakterize etmek igin Hitachi L.D. Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) ve JEOL JEM-2011 marka Gegirimli Elektron Mikroskopu TEM
kullanilmistir

PDMS kanali ve substrat1 birlestirirken Harrick Plasma marka plazma temizleyici
kullanilmistir

Screen printed elektrotlar yar1 otomatik screen printing makinesi DEK248 ile basild
Siringa pompasi

Stiper miknatislar 15x4x4 mm 1,47T model NdFeB blok siiper miknatis

Olympus marka floresans mikroskobu

Dizayn edilen Lab-On-a-Chip cihazi

Autolab marka voltametri cihazi

100pL Hamilton marka cam siringa

Nipro siringa

Manyetik ayirici

Biosan 1siticili ¢alkalayici
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2.3. Prosedirler

H-IgG tayini yapabilmek i¢in once mikroakiskan cihazi tasarimi ve fabrikasyonu,
elektrokimyasal dedektorlerin fabrikasyonu, Lab-On-a-Chip igerisinde dolgu olusturulmasi
denemeleri yapildi. Kullanilabilir bir Lab-On-a-Chip Uretildikten sonra igerisinde H-19G
tayini ¢calismalar1 yapildi.

2.3.1. Mikroakiskan Cihaz1 Tasarim ve Fabrikasyonu

PDMS mikrocihaz fabrikasyonunu
-Fotolitografi teknikleri kullanarak kalip fabrikasyonu
-PDMS kullanarak mikrokanal tretimi
-Birlestirme islemi

olarak siralanabilecek {i¢ basamak altinda incelenebilir.

2.3.1.1. Kalp Fabrikasyonu

Sekil 2.1 a ve b’de 5 mL, SU 8-50 negatif foto direncli polimerin silikon yonga
tablasi iizerine kaplanmasi gosterilmektedir. Silikon tabla deiyonize su igerisinde 5 dakika
boyunca ultrasonik banyoda temizlendi (silikon tablalarin paketleri ilk defa agildiklarinda
tozsuz oda sartlarinda bulunmaktalarsa bu temizlik islemine gerek duyulmamaktadir. SU
8-50 negatif foto direngli polimer, farkli kalinliklar elde etmek i¢in farkli “spin coater”
hizlar1 ve cevirme siireleri denenerek 4 ing¢ silikon tablalar {izerine kaplandi (bkz.
Tablo2.1). Kaplanilan Su 8-50 negatif foto direngli polimer 95°C de 40 dakikalik 6n
firmlama isleminden sonra istenilen dizayndaki negatif polyester maske kullanilarak 60
saniye boyunca UV (UV: 7,9 mW/cm2) 1s18a tabi tutuldu (Sekil 2.1 ¢ ve d). Son firinlama
islemi 95°C de 30 dakika uygulandi. Son olarak silikon taban kalan monomerlerden
arindirilmak i¢in 3 kez 90 saniye monomer yikayicist igerisinde ¢alkalandiktan sonra

aseton ve izopropanol ile temizlendi (Sekil 2.1 e ve ). Azot gaz1 yardimi ile kurulandi.



silikon yonga tablasi

a) [N
SU 8-50 negatif foto
— UV maskesi
kanal dizayn bolgesi
c) seffaf
uv
Foto direng yikama g6zeltisi
> [
9 *

Sekil 2.1a) Silikon yonga tabakasi, b)Foto direngli polimer kaplanmasi, ¢)UV maskesi
yerlestirilmesi, d)UV uygulanmasi, e¢)UV direncli polimerin yikanmasi,
f)Tamamlanmis mikrokanal kalib1



27

2.3.1.2. PDMS Uretimi

Olusturulacak PDMS mikrokanalinin son halinide tozlardan kaynaklanabilecek
deformasyonu Onlemek igin silikon kalip yiizeyi sirasiyla; aseton, izopropanol ve son
olarak etanol ile yikandiktan sonra nitrojen gazi ile kurutulmasiyla tamamlandi. Kalip
tizerinde nem birikmis olma ihtimaline karsin firinda 10 dakika boyunca yaklasik
110°C’de bekletildi.

PDMS oligomer ve ¢apraz baglama ajan1 SYLGARD 184, 10:1 oranda karistirildi ve
onceden temizlenen silikon kalip tizerine dokiildii (Sekil 2.3 a ve b). Vakum altinda silikon
kalibin yiizeyinde kalmis olabilecek baloncuklar uzaklastirildi. PDMS katmani elde etmek
i¢in oligomer ve capraz baglanma ajan1 SYLGARD 184 karisimi 65°C ‘de 4 saat boyunca
firinda bekletildi. Capraz baglanan oligomerin olusturdugu PDMS katmani, silikon kalip
tizerinden dikkatlice siyrilarak ayrilmasiyla olusturuldu (Sekil 2.3 ¢) . Kanal girig ve
cikislarini olusturmak i¢in PDMS katman iizerine delikler agildi (Sekil 2.3 d). Siiper
miknatislarin PDMS iizerindeki duruslarinin 6nceden optimize edilen agilarda olmasi igin,
dizaynda fotolitografi sirasinda isaretlenen yerler PDMS katmanindan kesilip ¢ikartildi.
Tim dizayn1 i¢inde barindiran PDMS boyutu 5 cm x 3cm olarak belirlendi.

Sekil 2.2Tamamlanmig mikrokanal kalib1
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Mikro Kanal

a) * - Kalib1

PDMS oligomer
— +

b) capraz baglama ajam
SYLGARD 184

c)

Kanal girig ve gikiglarinin agilmasi
d)

by byt

Oksijen Plazmasi

g Lab-On-a-Chip

Cihaz1

Sekil 2.3 a)Mikrokanal, b)Mikrokanal kalib1 iizerinde PDMS {iretilmesi, c)PDMS'in
kaliptan sokiilmesi, d)Kanal giris, ¢ikislarinin agilmasi ve oksijen plazmasiyla
baglanacak yiizeyin aktivasyonu, ¢)COC yiizey ile PDMS'in birlestirilmesi
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Sekil 2.4 Tamamlanmis Lab-On-a-Chip cihazi

2.3.1.3. PDMS Kanal ve Siklik Olefin Kopolimer veya Polyester ile Baglanmasi

100 pm ve 200 um genislikte hazirlanan mikro PDMS kanali katmanlar1 manyetik
bileyelerin (MB) optimizasyonu i¢in elektrot basilmamis siklik olefin kopolimer (COC)
lizerine bag yapmalari saglandi. Ayni PDMS mikrokanalli katmanlar, H-1gG tayini igin
lizerine Onceden glimiis/glimiis kloriir ve karbon elektrotlar basilmig polyester substrat
lizerine bag yapmalari saglandi.

COC veya polyester substratin bag yapacak yiizeyi (elektrot basilsin veya
basilmasin) temizlemek amaciyla 6nce su ve sonra etanolden gecirildi. Bag yapacak
substrat yiizeyini aktive etmek i¢in %2’lik (3-Aminopropil)trietoksisilan (APTES) iceren
cozeltide 30 dakika kadar bekletildi ve azot gazi ile kurutuldu. Bu esnada PDMS katmant,
tizerinde kanal olusturulan yiizeyi yukari gelecek sekilde plazma temizleyiciye yerlestirildi.
Plazma temizleyici igerisinde 3 dakika vakuma tabi tutulan PDMS katmani daha sonra 50-
60 saniye kadar yiiksek enerjili plazma ile aktiflestirildi. Aktiflestirilen PDMS ylizeyi ve
substrat yiizeyi (COC veya polyester) aralarinda hava kabarcigi kalmayacak sekilde
birlestirildi. Birlestirme sirasinda polyester yiizeydeki elektrotlar mikrokanala dik ve 6l¢lim

icin olusturulan mikrokanalin 500 pm genisligindeki kisminin iizerine gelecek sekilde



30

yerlestirildi. iki yiizey arasinda kalan hava kabarciklarni gidermek icin ortadan kenarlara
dogru elle nazik¢e basing uygulandi. Olusan bagin daha kuvvetli olmasi ve PDMS ile
substratin deney sirasinda ayrilmamasi i¢in 60 °C-70 °C arasinda 60 dakika boyunca

firinland1. Sonug olarak tamamlanmis Lab-On-a-Chip cihazi elde edildi (Sekil 2.4).

2.3.2. Elektrokimyasal Dedektorler

“Screen printed elektrotlar” karbon ve giimiis/glimiis klorilir boyalarin polyester veya
COC substrat iizerine basilmasiyla olusturuldu. Calisma elektrodu, karsit elektrot ve
referans elektrot elektrokimyasal tespiti miimkiin kilmak icin ¢ozeltiye temas edecek
sekilde mikro kanal {izerine yerlestirildi.

Referans elektrot olarak glimiis/giimiis kloriir elektrot, ¢alisma ve karsit elektrot
olarak karbon elektrot kullanilmas1 kararlastirildi.

Birinci adimda “screen printing” makinesi kullanilarak, polyester lizerine karbon
elektrodun dnceden belirlenmis dizaynindaki kaliplar kullanilarak karbon katmani basildi
(Sekil 2.5 a). Basilan elektrotlar 15 dakika 95 °C de kurumaya birakildi.

Ikinci adimda makinenin grafit i¢in olan kalib1 yerine giimiis/ giimiis kloriir
elektrodu kalib1 kullanilarak kuruyan polyesterler {izerine giimiis /glimiis kloriir boya
katman1 basildi (Sekil 2.5 b). Basilan giimiis /giimiis kloriir elektrodun kurumasi igin

polyester tekrar 95 °C’de 15 dakika bekletildi (Sekil 2.5 ¢).
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)

b)'r_'!'J 7’

ek

Sekil 2.5 a)COC yiizeye carbon boya ile elektrot seklinin basilmasi, b)Gilimiis
/gtimiis kloriir elektrodun basilmasi, c)COC yiizey iizerine basilmis ii¢li
elektrot sistemi
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2.3.3. Lab-On-a-Chip Icerisinde Dolgu Olusturulmasi ve Dolgu Optimizasyonu

Deneyler sirasinda kullanilacak en uygun ¢ipi belirlemek i¢in farkli genigliklerde
uretilen mikro kanallarin  optimizasyonu, kullanilacak manyetik pargaciklarin
optimizasyonu ve siiper miknatislarin optimizasyonu yapildi. Yapilan optimizasyonlarla en

uygun dolgu tespit edildi.

2.3.3.1. Mikrokanal, Siiper Miknatis ve Manyetik Parcacik Optimizasyonu

Cozeltideki H-IgG’lerin tespiti ve miktar tayini icin mikrokanal igerisinde secici
gecirgen bir dolgu lizerinde Onderistirilmesi hedeflendi.

Oncelikle dolgu olusturmak i¢in mikro kanal icerisinde bir manyetik alan yaratmak
ve uygulanan bu guclii manyetik alandan etkilenerek mikro kanal icerisinde birikerek
dolguyu olusturabilecek manyetik pargaciklar (manyetik bilyeler, MB) kullanilmasina
karar verildi (Sekil 2.6). 1 pm ve 2,8 pm boyutlarindaki MB’ler denenmek iizere se¢ildi.

R =
-

A

Sekil 2.6 Mikrokanal icerisinde manyetik bilyelerle olusturulmus dolgu

Olusturulacak manyetik alan i¢in alinan 15x4x4 mm boyutlarinda 1.47T model
NdFeB blok siiper miknatislar “ChenYang Technologies GmbH & Co. KG” sirketinden
temin edildi. Dikey olarak kuzey ve gliney kutuplarma boliinmiis olan siiper miknatislar
kanala zarar vermeyecek maksimum yakinlikta dolgu olusturmak {izere denendi.

Once olusturulacak manyetik alan igin siiper miknatislarin kutuplar1 kanalmn iki
farkli cephesinden karsilikli olarak kuzey-kuzey, giiney-guney, kuzey-giiney olacak sekilde

Once simiilasyonlarda (Sekil 2.7 a ve b) ve ardindan deneysel olarak denendi (Sekil 2.8).
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4.5¢e-3

5.8e-3

b)

-4.5e-3

Sekil 2.7 Kanal {izerinde olusturulacak manyetik alanin simiilasyonu a) Kuzey-kuzey
kutuplar karsilikli, b)Kuzey-giiney kutuplar karsilikli

Sekil 2.8 Manyetik alan yardimi ile dolgu olusturulmasi
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Yapilan simiilasyonlarda en kuvvetli ve kullanima uygun manyetik alani1 olusturmak
tizere farkli agilar denendi.

Olusturulacak dolgu i¢in en uygun siliper miknatis konfiglirasyonu ve acisi
belirlendikten sonra 2,8 pm’lik tosil-aktif manyetik bilyeler ve 1 pm’lik tosil-aktif
manyetik bilyeler kullanilarak olusturulan dolgularin kullanilabilirligi incelendi.

Stiper miknatislarin konumu, konfigiirasyonu ve manyetik bilyelerin boyutuna karar
verildikten sonra 100 um’lik ve 200 umlik genislikteki kanallarda 0,65 pg, 1,3 ug, 2,6 ng,
3,9 ug, 5,2 png, 6,5 ug miktarlarinda manyetik bilyeler 2,5 pL/dk, 5 pL/dk, 10 puL/dk, 15
uL/dk akis hizlariyla verilerek en kararli ve ¢alismaya uygun dolgu tespit edildi (Tablo 2.1,
Sekil 2.9 ve 2.10).

Tablo 2.1 Mikrokanallarda manyetik bilye dolgusu olusturma denemelerinde kullanilan
kanal genislikleri, akis hizlar1 ve manyetik bilye miktarlari

Kanal genisligi Akis hizi MB miktari
— 2,5ul/dk
2,5ul, SuL, 10uL,
0,65ug, 1,3ug, 2,6ug,
10u|_/dk 3,9ug 4 5,2&[8, 6,5ug
Sul/dk

10uL, 15uL, 20uL, 25uL, 30uL

 200um | 10uu/dk =

2,6ug, 3,9ug, 5,2ug, 6,5ug , 7,8ug

—— 15ul/dk




100pm Kanal

2,5uL/dk akis hizi S5uL/dk akis hizi 10uL/dk akis hizi

2,5uL

1

fr ”

38

t “
25uL

Sekil 2.9 100 pm kanalda dolgu yapma ¢alismalari
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200pm Kanal

5uL/dk akis hizi 10puL/dk akis hizi 15uL/dk akis hizi

10pL

15uL

20pL

25uL

30pL

35uL

Sekil 2.10 200 pm kanalda dolgu yapma ¢alismalari



Uygun dolgu belirlendikten sonra dolgu icerisinden kuantum noktalar1 gegirilerek

floresans mikroskobu ile dolgu igerisinde bosluk olup olmadigi incelendi (Sekil 2.11).

-

°- =

1B
Dolgu

Yikamadan énce

QD

Yikamadan sonra

100 ng/mL 100 ng/mL
(Yavay akig mziyla)

Sekil 2.11 Floresans mikroskopu ile kanal icerisindeki manyetik bilye dolgusu kontroli
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2.3.4. H-1gG Tayini

Kanal icerisinde olusturulan, manyetik bilye {izerine inkiibe edilmis Anti H-1gG
(Anti insan immiinoglobiilin G) ile olusturulan dolgu tizerinde farkli derisimlerde H-1gG
adsorbe edildi. Tutulan H-1gG Uzerine elektrokimyasal etiket olarak Anti H-1gG Uzerine
inkiibe edilmis kuantum noktalar1 gonderildi.

Kuantum noktalar asetat tampon cozeltisi (pH 3,4) ile parcalanip yapisindaki Cd®*
iyonlari ¢ozeltiye gegirildi. Calisma elektrodu iizerine potansiyel uygulanarak Cd®* iyonlari
calisma elektrodu iizerine tutturuldu. Styirmali kare dalga voltametrisi ile farkli derisimler

i¢in Ol¢iimler alindi.

2.3.4.1. Lab-On-a-Chip Hazirlanmasi

Cip oncelikle olas1 safsizliklardan arindirmak amagli olarak PBS-Tween ¢ozeltisi ile
Sul/dk akis hiziyla 10 dakika yikandi. Kanal icersinde olusabilecek istenmeyen
adsorpsiyonlar1 6nlemek amaciyla kanalin i¢ duvarlar siit proteinleri ile kaplandi. Bunun
icin PBS-Tween ile yikanan kanal igerisine 5 pL/dk akis hiziyla 10 dakika boyunca sut
cozeltisi (0,05 g sigma aldrich st tozu + 100 uL PBS-Tween + 900 pL PBS) verildi. Cipin
fazla siit ¢ozeltisinden armndirilmas: ig¢in kanal SuL/dk akis hiziyla 10 dakika boyunca
PBS-Tween ¢ozeltisi ile yikandi.

Elektrotlarin aktive edilmesi ve elektrotlar iizerinde kalmis olabilecek APTES
¢ozeltisinin kalintilarinin uzaklagtirilmas:1 amaciyla kanaldan 5 pL/dk akis hiziyla PBS
cozeltisi gecirilirken ayni zamanda 10 taramalik doniigiimlii voltametri (CV , cyclic

voltametry) cekildi (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2 Doniistimlii voltametri 6lglim protokolii

On Deristirme

Baslangic potansiyeli (V) : 0
On deristirme siiresi (s) : 0
Dengeye gelme suresi (s) : 0
Olciim

Tarama sayisi : 10
Olciim sonrasi hiicre kapal : X
Olciim sonras: potansiyeli (V) : 0
Potansiyeller

Baslangic potansiyeli (V) : -0,8
i1k tepe potansiyeli (V) : 0,8
ikinci tepe noktasi potansiyeli (V) : -0,8
Potansiyel artis1 (V) : 0,05
Tarama hiz1 (V/s) : 0,1

2.3.4.2. H-1gG Onderistirilmesi ve Ol¢iimii

4 pL invitrogen Dynabeads MyOne Tosil-aktif manyetik bilyeler, PBS-T (fosfat
tuzu tamponu pH: 9,5 + Tween 20 %0.05) ¢ozeltisi ile eppendorf igerisinde 3 kez yikanip
manyetik ayirici ile ayrildi.

Sigma Aldrich 11886 Anti Human — IgG stok c¢Ozeltisinden (3,0 mg/mL) 2,5uL
alinarak borat tamponu (pH 9,5) igerisinde 150 pL’ye tamamlanarak hazirlanan ¢6zeltinin,
eppendorf igerisinde yikanmis olan manyetik bilyelere inkiibe olmak iizere Biosan marka
wsiticilt calkalayiciya konuldu. Inkiibasyonun tamamlanmasi igin eppendorflar thermo

shaker igerisinde 750 dev/dak’da, 37°C’de 19 saat bekletildi (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 MB'ler ile anti H-1gG inkubasyonu

MB’ler iizerine Anti Insan-IgG’ler inkiibe olduktan sonra ¢dzeltide fazlalik kalan
Anti Insan-IgG’leri uzaklastirma amaciyla MB+Anti H-lgG c¢ozeltisi (i kez PBS-Tween

¢ozeltisi ile yikanip manyetik karistirict yardimi ile ¢ozeltiden uzaklastirildi.

BEY

Sekil 2.13 MB+ Anti H-1gG c¢ozeltisi

MB’lerin yiizeylerindeki girinti ve ¢ikintilar1 doldurarak bag yapmamis ylizeylerde
olusabilecek istenmeyen adsorpsiyonlari engellemek igcin MB+Anti H-1gG ¢ozeltisi 150
puL BSA cozeltisi (0,05 g bovine serum albumin + 100 pL PBS-Tween + 900 pL PBS) ile
1siticili galkalayict igerisinde 750 dev/dak’da, 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Miknatislar yerlerine iyice oturacak sekilde cipe yerlestirildi. MB+Anti H-1gG
cozeltisi kanala 5 pL/dk hizla 2 dakika boyunca verilerek ve dolgu olusturuldu (Sekil
2.13).

Kanalda fazlalik kalan MB+Anti H-IgG ¢ozeltisini temizlemek amaciyla kanal PBS-
Tween ¢ozeltisiyle 5 nL/dk akis hiziyla 10 dakika yikandi.
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Her denemede farkli konsantrasyonda olmak iizere (6 ng/mL, 12 ng/mL, 25 ng/mL,
50 ng/mL, 100 ng/mL ) H-IgG ¢ozeltisi olusturulan dolguda onderistirilmek iizere kanala
0,55 pL/min (550 nl/min) akis hiziyla 100 pL’lik Hamilton siringasi1 yardimiyla 20 dakika
boyunca verildi (Sekil 2.14).

v

+ 0—319“3

Sekil 2.14 Kanaldan gegirilen H-IgG'nin MB+Anti H-IgG dolgusu tarafindan
tutulmasi

Lab-On-a-Chip kanali igerisinde fazlalik olarak kalmis olabilecek H-IgG’leri
uzaklastirmak amaciyla kanal PBS-Tween ¢ozeltisiyle 5 uL/dk akis hiziyla 10 dakika
yikandi.

On deristirilen H-IgG’leri elektrokimyasal olarak etiketlemek amaciyla Life
Technologies Q10021MP Qdot 655ITK Streptavidinli kuantum noktast 2 puM’lik stok
cozeltisinden 2 pL alinarak 150 uL kendi ticari inkiibasyon tampon ¢6zeltisi (50 mM borat
tamponu pH 8,3, 0,05 %sodyum azide) icerisinde seyreltildi. 15 pL Sigma Aldrich B1140-
1ML Anti H-IgG (y-halkas1 spesifik)-biyotin ile 750 rpm, 25°C’de 2 saat boyunca inkiibe
edildi (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 Biyotinli anti H-1gG'lerin QD'lar ile inklbasyonu

Inkiibe edilen Anti H-1gG + Qdot ¢ozeltisi Lab-On-a-Chip kanali icerisine 0,55
uL/dk (550 nL/dk ) akis hiziyla 20 dakika boyunca 100 pL’lik Hamilton siringasiyla
verildi (Sekil 2.16).

*

R

Sekil 2.16 Dolgu tarafindan tutulan H-IgG'lerin biyotinli QD'lar ile isaretlenmesi

Lab-On-a-Chip kanali igerisinde fazlalik olarak kalmis olabilecek Anti H-1gG + Qdot
cozeltisini uzaklastirmak amaciyla kanal PBS-Tween ¢o6zeltisiyle 5 uL/dk akis hiziyla 10

dakika yikandi. Sonug olarak mikrokanal igerisinde tiim inkiibasyonun tamamlanmis hali

kald1 (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17 Kanal igerisindeki dolguda tiim inkiibasyonun tamamlanmis hali

Olgiim asamasinda kanala 100 pL’lik Hamilton siringast ve 0,05 uL/dk (50
nL/dk)akis hiziyla 600 saniye boyunca asetat tamponu (pH 3) verilerek Qdot’larinin
icerigindeki Cd** coziilerek kanalda elektrotlara dogru yol almasi saglandi. Calisma
elektroduna negatif potansiyel uygulanarak biriktirilen Cd** iyonlari, styrmali kare dalga
voltametrisi ile dlgiildi (Sekil 2.18 a, b ve ¢),(Tablo 2.3).
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Sekil 2.18 a) Olgiimden 6nceki inkiibasyon durumu, b) Asetat tamponu ile QD'larin

coziiliip elektrotlara siiriiklenmesi, ¢) QD'larindan ¢ziilen Cd* iyonlarinin
calisma elektrodunda biriktirilmesi

Asetat T MMNM.N ‘ ’C‘OC‘C‘a“
b) setat lamponu
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Tablo 2.3 Kare dalga voltametrisi 6l¢ctim protokoli

On Deristirme

Baslangi¢ potansiyeli (V) :
Baslangig siiresi (s) :
Onderistirme potansiyeli (V):
On deristirme siiresi (s) :

Dengeye gelme siresi (S) :

Olclim
Olciim sonrasi hiicre kapal :

Frekans (8-2000 Hz) :

Potansiyeller

Baslangic potansiyeli (V) :
Bitis potansiyeli (V) :
Potansiyel artis1 (V) :
Genlik (V) :

Bekleme potansiyeli (V) :

-0,15

-1,1
300

25

-0,8
-0,15
0,005
0,028

-0,15




3. SONUCLAR VE TARTISMA

Farkli hizlarda ve farkli siireler boyunca ¢evirilen spin kaplayici, silikon yonga
tablasinin, SU 8-50 negatif foto direncli polimer ile farkli kalinliklarda kaplamasini saglar.
Uygun bir kalinlik elde etmek i¢in farkli siireler ve spin coater doniis hizlar1 onceki
caligmalardan alindi (Tablo 3.1). Uygun kaplama kalinlig1 (100 pum’lik) i¢in seg¢ilen spin
coater hiz1 1000 rpm, 50 saniye boyunca uygulandi (Sanchez,2009).

Tablo 3.1 Spin kaplayicinin farkli doniis hizlan ile kapladigi polimer tabakalarinin
kalinliklar1 (Sanchez, 2009)

60
55 1o Déoniis Hizt | Kalinlik
50 (dev/dak) (pm)
&
4 . 2800 39,43
L

" ’ 2500 40,66
38

2200 42,52
30

1900 47,32
25

1600 53,93
20
1500 2000 2500 3000

7,9 mW/cm2 giiclindeki UV 151tk 100 pm’lik kalinliktaki foto dirence farkli siireler
boyunca uygulandi. 60 saniyelik siirenin foto direngli polimerin c¢apraz baglanmasina

yeterli oldugu onceki ¢alisma sonuglarindan edinildi (Tablo 3.2) (Sanchez, 2009).
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Tablo 3.2 Farkli UV uygulama siirelerine karsilik kaplama kalinligi 6l¢iimlerinin
standart sapmalar1 (Sanchez, 2009)

UV uygulanma siiresi Mikrokanal genisligi Kanal yitksekligi denemeleri
(s) (um) standart sapmalan
- s 00  626%
1 100 0_7%
20 1 0 5
2 100  010%
60 100 0.06%

Stiper miknatislarin dolgu olusturma denemelerinde miknatislarin kuzey-kuzey veya
guney-guney kutuplarin karst karsiya geldigi konfigiirasyonlari sirasinda mikro kanal
ceperlerinde MB birikmesi gozlendi fakat dolgu olusturulamad (Sekil 3.1).

———————————

Sekil 3.1 Kuzey-Kuzey kutuplar karsiliklt miknatis konfigiirasyonu ile
manyetik bilye dolgusu denemesi

Stiper miknatislarin kuzey-giliney kutuplarinin kars1 karsiya gelmesiyle ise kisa

stirede dolgu olusumu go6zlendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Kuzey-Giiney kutuplar karsilikli miknatis konfigiirasyonu ile
manyetik bilye dolgusu denemesi

2,8 pm ve 1 um caplarinda tosil-aktif manyetik bilyeler dolgu olusturmak icin
denendi. 2,8 um g¢apindaki MB’lerin ¢ok ¢abuk ¢okmeleri sebebiyle 1 um g¢apindaki tosil-
aktif MB’ler kullanilmasina karar verildi.

Kuvvetli ve kullanigli bir manyetik alanin tespiti i¢in siiper miknatislarin mikro
kanala gore duruslar1 simiilasyonlarda paralel, dik ve cesitli acilarla degistirilerek denendi.

Dik konumda kuvvetli bir manyetik alan elde edilirken, manyetik alanin mikro kanal
tizerinde etki eden alanin ¢ok dar oldugu goriildii. Bu konumlandirma deneyler sirasinda
kisa ve sikisik bir dolgu olugsmasina sebebiyet verdi.

Paralel konumda yerlestirilen miknatis iki ayr1 kuvvetli manyetik alan olusturmasi iki
farkli dolgu olusumuna sebep oldugu goriildii.

Stiper miknatislarin 37°°lik bir aciyla yerlestirilmesi ise ikinci bir dolgunun
olusmasin1 engellerken ayni zamanda miknatislarin mikro kanala yakin olan kisminda
yeterli uzunlukta ve ¢6zelti gegisine elverisli dolgular elde edildi.

Uygun siipermiknatis konumu, kutuplar1 ve manyetik bilyelerin tespit edilmesinin
ardindan, iki farkli kanal genisliginde farkli miktarlardaki MB’leri farkli akis hizlan ile
kanaldan gecirerek uygun dolgu standart hale getirildi.

Dolgunun standart hale getirilmesi sirasinda, dolgunun sabitligi (manyetik alandan
kurtulup mikro kanala yayilmamasi) ve basinca karsi direnci (¢ozelti degisikligi sirasinda
mikro kanal icerisinde olusabilecek basing artis ve azalmalarina karsi dolgunun direnci)

denendi.



49

100 pm’lik kanal icerisindeki akis hizindaki en ufak degisiklikler dahi kii¢iik hacimli
bu kanalda biiyiik etki yarattigindan MB dolgusunun yerinde kalamadig1 gdzlemlendi. 200
um’lik kanaldaki dolgunun c¢ok daha kararli oldugu tespit edildi. 200 pum’lik kanal
Uzerinde yapilan denemeler sonucunda optimize deger olarak 5 pL/dk akis hiziyla 2,6 ug
MB kullanilmasina karar verildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Optimize dolgu: 200 pm’lik kanal, 5 pL/dk akis hiziyla 2,6 pug
MB

Belirlenen dolgu igerisinde bosluk olup olmadigi, kuantum noktalarmin floresan
ozelligi kullanilarak, floresan mikroskobuyla incelendi ve bosluk olmadig1 gézlemlendi.

Olgiim asamasma gecildiginde elektrokimyasal etiket olarak kullanilan QD’larinin
icerigindeki Cd**derisimi H-IgG derisimi ile dogru orantili olmasi beklenenerek Cd**
iyonlarmin kare dalga voltametrisi ile tespitinin yapilmasi hedeflendi. Ik asamada
yontemin ve LOC’nin ¢alisip ¢alismadigint denemek amaciyla, mikrokanal igerisine direkt
olarak enjekte edilen Cd®* iyonlarimin elektrotta biriktirilmesi ve olciilmesi denemeleri
yapildi. Cd** iyonlarimin karakteristik pikinin bulundugu -0,8 V da belirgin pik bulundu
(Sanchez, 2009), (Sekil 3.4).
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Cd*iyonlarmmn kare dalga voltametrisi ile tespiti
1.60E-07 -

140E-07
1.20E-07
1.00E-07

8.00E-08

Akim (A)

6.00E-08

4.00E-08

2.00E-08 -

0.00E+00 - ‘ ‘ ‘ : ‘
-0.9 -0.85 -0.8 -0.75 -0.7 -0.65 -0.6

Potansiyel (V)

Sekil 3.4 Kare dalga voltametrisi ile Cd** iyonlariin tespiti

H-IgG olglim asamasinda tamamlanmis immiinoassay {izerindeki QD’larmin
yapisinda bulunan Cd** iyonlarmin asetat tamponu (pH 3) aracihii ile ¢oziiliip kanal
icerisinde akan c¢ozelti vasitasi ile elektrotlara dogru ilerlemesi saglandi. Bu esnada
caligma elektroduna negatif potansiyel uygulanarak iyonlarin elektrot yiizeyinde tutunmasi
saglandi. Yiiksek akis hizlarinda iyonlarin elektrot yiizeyine tutunmasi saglanamadigi i¢in
akis hizlarinin ve siiresinin optimizasyonu yapildi. 0,05 pL/dk (50 nL/dk) akis hiziyla 600
saniye boyunca elektrotta Cd®* iyonlarmin biriktirilmesi tekrarlanabilirlik calismalari
basarili bulundu (Sekil 3.5).
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12 ng/mL H-IgG derisiminde Cd* iyonlarinin kare dalga
voltametrisiyle tekrarlanabilirlik 6l¢ctimii

2.60E-07
2.50E-07
2.40E-07
2.30E-07
3
£ 2.20E-07 Rie/mt
< 2.2 1
< e 12 g/ L
——12ng/mL
2.20E-07- 12ng/mL
2.10E-07
2.00E-07
T T T T 1 1 1
-12 -1 02 086 D4 02 0

Sekil 3.5 12 ng/mL Uzerine tutunmus QD’larinin igerigindeki Ccd* iyonlarinin kare dalga voltametrisi ile 6l¢iimii ve
tekrarlanabilirlik testleri
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Farkl1 derisimlerde yapilan tekrarlarin basarili olmasinin ardindan bulunan sonuglarla
ortalama degerler elde edildi (Sekil 3.6). Elde edilen H-IgG verileri i¢in kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil 3.7).

Benzer caligmalardan farki olarak LOC igerisinde yapilan ¢alismalarin digerlerine
oranla daha az kimyasal kullanilarak yaklasik veya daha duyarli H-IgG g6zlemlenebildigi
goriilmiistiir(Zarei, 2012; Campanella, 2008; Sanchez, 2009).

Onceki ¢alismalarda ayn1 miktarda manyetik bilyeler kullanilmis ve dlgiimler sadece
Screen Printed Electrod (SPE) {izerinde yapilmistir (Sekil 3.8). Elde edilen sonuglara gore
LOC mikrokanali i¢erisinde 6n deristirme ile miktar olarak daha az kimyasal kullanilmig

ve duyarlilik artirllmistir (Sanchez, 2009).

Kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler:

y = 9E-09x + 1E-07 (y: A, X: ng/mL)

R?=0.9649

LOD= 9,52E-08 (Gozlenebilme sinir1, Limit of detection)
LOQ=1,792E-07 (Tayin sinir1, Limit of quantitation)

LOC cihazlarinin az miktarda kimyasal kullanim1 ve duyarl 6l¢iimii yaninda, amaca
yonelik dizayn edilebilme o6zelligi, kolay tasinabilirligi, tekrar kullanilabilirligi ve ucuz
fabrikasyonu sayesinde birgok alanda kalitatif ve kantitatif analizlerde kullanilabilir oldugu
sOylenilebilir. LOC cihazlarinda secilen substratlarin elektrokemiliiminesans 1s181n1
gecirgen malzemeler se¢ilmesi durumunda chip igerisinde duyarlilifi daha fazla olan
elektrokemiliminesans o6lgcumlerinin LOC mikrokanali igerisinde yapilmast miimkiin
kilinabilir (Tian,2010).



Lab-On-a-Chip mikrokanali igerisinde H-IgG 6l¢timleri

1.206-06 -

1.006-06 -

8.00e-07 -

6.00E-07 -
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2.00E-07 -
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0.00e+00

-12 -;1 -0'48 -0’.6
E{v)
Sekil 3.6 LOC igerisinde farkli derisimlerde H-1gG olcimleri
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Insan-immiinoglobulin G kalibrasyon egrisi
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y = 9E-09x + 1E-07
R*=0.9649

0.00E+00 ?

20 40 60 80 100

120

H-1gG derisimi ( ng/mL)

Sekil 3.7 H-1gG kalibrasyon egrisi
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H-IgG Kalibrasyon Egrisi

(Onceki ¢ahismalardan elde edilmis soruglar)

4.00E-07
3.506-07 -
3.006-07 -
2.506-07 -
=3
c 2.006-07 -
=
<T

y=3.4166x+2E08

1.50€e-07 R*=0.9892

1.00€E-07

5.00E-08 -

0.00e+00 T T T T T
o 20 40 60 80 100

120

H-IgG derisimi [ng/mL]
Sekil 3.8 Eski ¢aligmalardan alinan H-IgG kalibrasyon egrisi (Sanchez, 2009)
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