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Abstrakt

Markorfri detektion av enskilda molekyler 6ppnar upp nya forskningsmojligheter.
Diagnos av autoimmuna sjukdomar och drogtestning &r exempel pa omraden som
anviander sig av molekyldetektering. Att snabbt och billigt kunna detektera sméa
méngder av en specifik molekyl till exempel i ett blodprov skulle underlatta i dessa
omraden. I denna avhandling utforskas mojligheten att elektriskt detektera enskilda
molekyler med en organisk transistor. Molekylerna i detta projekt ar peptider som har

blivit designade specifikt for att testa den organiska transistorn som detektionsanordning.

En jonmodulerad organisk falteffekttransistor ar kéanslig for fordndringar pa elektrod-
ytorna, vilket gor den en ypperlig anordning for detektering av enskilda molekyler.
Genom att bygga upp ett lager av olika biologiska material pa en av elektrodytorna
kan peptiderna fiastas pa den. Nar en komplementar peptid binder sig fast i ytan
kommer kapacitansen att fordndras som i sin tur fordndrar strommen som flyter genom
transistorn. Modifikationer hos peptiderna pa ytan forhindrar att denna komplementara
peptid binds fast. Detektionen ar alltsd beroende pa avsaknaden av dessa specifika
peptidmodifikationer. Resultaten fran dessa experiment visar att detektering av valdigt
fa molekyler med denna metod dr mojlig. Det finns dock manga olika steg och bestands-
delar som ska fungera for att fa en bra detektion, vilket har gjort resultaten svara att

reproducera.

Implementeringen av denna elektriska biosensor har éppnat upp mojligheten for vidare
forskning. Denna transistoranordning &ar fortfarande under utveckling och ar en viktig
del i ett flertal olika tvarvetenskapliga forskningsprojekt som innefattar igenkdnning av

biokemiska reaktioner och molekyldetektering.
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Kapitel 1
Introduktion

Sensorer ar anordningar som har formagan att detektera en fysikalisk héndelse och
formedla vidare information om héindelsen. Termometer, barometer, brandalarm och
autopilot dr nagra exempel pa instrument och system som anvinder sensorer. En analog
termometer med kvicksilver utnyttjar virmeutvidgning for att reagera pa forédndring i
temperatur och formedlar informationen med hjéilp av en sifferskala. Digitala infrardda
termometrar kan istéllet anvinda varmestralningen fran ett objekt och omvandla det
till en elektrisk signal som representerar temperaturen. Ett flygplans autopilotsystem
anvander manga olika sensorer som detekterar fordndringar i till exempel tryck och
hastighet for att reglera hojd och acceleration. En sensor bestar huvudsakligen av tva
olika delar: ett detektorelement som reagerar pa en hindelse samt en transduktor som

omvandlar reaktionen till en matbar signal.

Syftet med denna avhandling ar att utveckla en biosensor for detektion av posttransla-
tionella peptidmodifikationer med hjélp av en organisk jonmodulerad félteffekttransistor.
Biosensorns olika delar byggs experimentellt upp och detektionselementet ar ett biola-
ger bestaende av ett flertal biologiska komponenter och transistorn ér transduktorn som
omvandlar forandringarna i biolagret till matbara stromsignaler. Mer specifikt undersoks
transistorns drainstrom som funktion av gatespanning nar biolagret utsétts for en ana-
lyt. Experimenten har utforts som del av OBESIMO-projektet (Organic Bio-Electronics:
Protein Post-translational Modification Sensing using lon-Modulated OF ETs) tillsammans
med Abo Universitet och University of Bari Aldo Moro i Ttalien.
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1.1 Biosensorns egenskaper och tillampningar

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) definierar en biosensor som
en anordning dar specifika biokemiska reaktioner, formedlade av isolerade enzymer, im-
munsystem, vavnader, organeller eller hela celler, anvinds for att detektera kemiska for-
eningar med hjilp av elektriska, termiska eller optiska signaler [1]. Detektorelementet i
en biosensor ar oftast nagon slags biologisk receptor och kan detektera en kemisk sub-
stans som &r av analytiskt intresse, en sa kallad analyt. Detektionshdndelsen har oftast
en fysikalisk-kemisk konsekvens, till exempel fordndring i massa, laddning, temperatur
eller pH. Biosensorns transduktor ar en fysikalisk anordning som i sin tur kan reagera pa
detektionshandelsen och omvandla den till matbara signaler, till exempel en strom eller

spanning. Signalerna kan behandlas vidare av en dator for avlasning.

Signalvisare
Analyt rT T T T T TrTT

Receptor Transduktor

Figur 1.1: Flodesschema for hur en biosensor fungerar. Analyten fasts pa receptorn och ger

upphov till en fysikalisk férandring som transduktorn kan omvandla till en métbar signal.

Biosensorer klassificeras enligt signalerna som transduktorn formedlar och om analyten
kan detekteras direkt eller indirekt [2]. Optiska biosensorer detekterar skillnader i
absorption, fotoluminiscens och ljusets brytning pa grund av att transduktorn férmedlar
optiska signaler [3]. Vissa detektionshidndelser ger dock inte upphov till en stark optisk
signal och maste saledes matas genom indirekt detektion. En molekyl kan féstas pa
analyten som en markoér och utan att paverka sjilva reaktionen ger den upphov till
en forstarkt signal. Till exempel en fluorescerande markérmolekyl kan exciteras genom
energioverforing fran reaktionen mellan analyt och receptor [4] vilket ger upphov till
fotoner som detekteras. Elektrokemiska biosensorer kan detektera analyter markorfritt,
det vill sédga direkt detektion utan extra markormolekyler, eftersom de undersoker

fysikalisk-kemiska foréndringar som uppstar till foljd av en reaktion.

Implementeringen av biosensorer finns bland annat inom de medicinska vetenskapsomra-
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den som sjukdomsdiagnostisering och drogtestning. For att spara tid och resurser inom
medicin och ar det viktigt att kunna utfora tester hos patienten (eng. point-of-care-testing)
istéllet for att transportera prov till ett laboratorium. Biosensorer kan anvandas inom di-
agnostisering genom att undersoka forekomsten av sa kallade biomarkorer i patienten.
Amerikanska National Cancer Institute definierar biomarkorer som en biologisk mole-
kyl vars forekomst i kroppsvétskor eller vivnad signalerar forekomsten av ett biologiskt
tillstand eller en sjukdom [5]. Till exempel for att diagnostisera diabetes undersoks pa-
tientens niva av glykosylerat hemoglobin som biomarkér [6]. Cancer och kardiovaskulara
sjukdomar har dven biomarkorer som kan detekteras. Kostnadseffektiva, massproduce-
rade biosensorer som ar kénsliga, snabba och anvindarvanliga samt kan anvindas hos
patienten skulle ha en stor inverkan pa diagnostisering av dessa sjukdomar i ett tidigt

skede [7].

1.1.1 Detektionsformaga och palitlighet

En biosensors formaga att detektera analyter maste faststéllas for att den uppmaétta
signalen, dven kallad responsen, ska vara palitlig. Detta gors utgaende fran ett antal
olika kvantiteter: kénslighet, selektivitet, specificitet, repeterbarhet, reproducerbarhet
och detektionsgrans [8]. Genom att undersoka responsen som en funktion av analyt-
koncentration fas en sa kallad kalibreringskurva, vars riktningskoefficient bestammer
kdnsligheten hos biosensorn. Fran kalibreringen fas vidare ocksa detektionsgransen som

ar den lagsta koncentration var en analyt kan detekteras.

En biologisk analyt som ar av intresse existerar sdllan i vakuum utan tillhor oftast en
storre helhet. Blod innehaller manga olika molekyler, bland annat glukos vars normala
nivaer i en ménniskas blodomlopp ar kring 4,5mM [9]. Trots detta kan en blodsocker-
maétare enkelt detektera glukos och reagerar inte pa nagon annan molekyl, vilket betyder
att sensorn har en hog selektivitet. Om selektiviteten hos en biosensor ar 100 %, det vill
saga den detekterar endast analyten av intresse och ingenting annat, brukar biosensorn

klassas som specifik.

Att kunna repetera méatningar med en biosensor och fa likadan respons samt reproducera

responsen med en annan sorts struktur ar ett viktigt krav for pélitligheten [2]. Upprep-
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ning av matningar som undersoker samma analytkoncentrationer ger information om bio-
sensorns repeterbarhet nar strukturen och omstindigheterna halls identiska. Om samma
méatning utfors under andra omsténdigheter och med varierande struktur ar det istéllet

reproducerbarheten hos biosensorn som kontrolleras.

1.2 Proteiner

Praktiskt taget alla biologiska processer som hander inuti en cell formedlas av olika pro-
teiner. Det finns 20 st. allmént férekommande aminosyror som kan kovalent bindas ihop
i olika sekvenser for att bilda proteiner. De aminosyror som bygger upp proteiner finns
listade i Tabell 1.1. Aminosyror innehaller en aminogrupp (—NHs) och en karboxylsy-
ra (—COOH) samt en sidokedja (—R) som bestdammer deras egenskaper. Aminosyrorna
binds ihop till proteiner med sa kallade peptidbindningar, se Figur 1.2. Proteinkedjor kan
variera mycket i storlek, fran att innehalla nagra st. hopbundna aminosyror &nda upp
till tusentals. Om en kedja innehéller farre &n 50st. aminosyror brukar den istallet be-
namnas peptid. Proteiners egenskaper och funktioner varierar mycket beroende pa vilka
aminosyror som finns i vilken sekvens [9]. Olika typer av proteiner ar till exempel hormo-
ner, antikroppar och enzymer. For att cellen ska kunna utféra processer och biokemiska

reaktioner tillrackligt snabbt behovs katalysatorer och det ar enzymerna som har denna

uppgift.
Rl\ /H H o Rl\ /H . N
C. o Lo
NH, (H]fOH + H*N\ /C*OH — NH, (H]fN\ /C*OH + H,O
C C
O /N O
1 R, 1 R,

Figur 1.2: Tva aminosyror med de funktionella grupperna R; och Rs binds till varandra genom
att en aminogrupp reagerar med en karboxylgrupp och frigér en vattenmolekyl. Till f6ljd av

reaktionen bildas en peptidbindning (—CO — NH—) mellan aminosyrorna.

Om det i en proteins sekvensdomén upprepas leucin som var sjunde aminosyra ér det
mojligt for proteinet att sammanfogas med ett annat protein med samma sekvenser av
leucin. De bildar da en slags spiralstruktur som kallas for leucinblixtlas (eng. leucine

zipper) [10].
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A C D E F
Alanin Cystein  Asparaginsyra Glutaminsyra Fenylalanin
G H I K L
Glycin Histidin Isoleucin Lysin Leucin
M N P Q R
Metionin Asparagin Prolin Glutamin Arginin
S T \% \%% Y
Serin Treonin Valin Tryptofan Tyrosin

Tabell 1.1: Allmént férekommande aminosyror och deras bokstavsforkortning.

1.2.1 Proteiner som receptor och analyt

Funktionerna hos manga proteiner innefattar deras férmaga att reversibelt binda till sig
andra molekyler och skapa ett storre komplex. Proteiner som ar av analytiskt intresse
kan detekteras med hjilp av en komplementar receptor som proteinerna kan binda sig
till. Receptorer kan urskilja tusentals andra molekyler for att specifikt binda sig till deras
komplementéra analyt [9]. Detta gor det mojligt att skapa véldigt selektiva biosensorer

nér proteiner eller peptider ska detekteras.

Nér receptorer (R) och analyter (A) binder sig till, eller 16sgor sig fran, ett storre komplex

(C) handlar det om en kemisk jamviktsreaktion:
R+A=C. (1.1)

Detta medfor att det finns en affinitetskonstant K, som ger ett uttryck for styrkan hos

bindningen mellan receptor och analyt:

€]
K, = TRITA] (1.2)

dar [C], [R] och [A] ar koncentrationen av komplex, fria receptorer och fria analyter.

Bindningen mellan analyter och receptorer ér en detektionshandelse som kan upptackas

av en biosensor. Receptorerna kan till exempel vara ett lager av biomolekyler fasta pa
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en yta som har en viss elektrokemisk potential ®y. Potentialen fordndras nar analyterna
binder sig till receptorn. Vid ideala termodynamiska forhallanden kan potentialen vid ytan
harledas fran Gibbs fria energi och saledes fas Nernsts ekvation for den elektrokemiska
potentialen [11]:

o — o — 2Ly i, (1.3)
e

déar kg ar Boltzmanns konstant, T" 4r temperaturen, e ar elementarladdningen och K, ar
dissociationskonstanten, inversen av affinitetskonstanten K,. Potentialférandringen kan

nu skrivas som

o - T e _ksT ([C]
AP=0 By =—""InK, =" ([R][A]) (1.4)

Detektionselementet i biosensorn kan alltsa antas vara receptorn R med en viss laddning

¢1 medan analyten A har en laddning ¢». Vid detektionshéndelsen bildas ett nytt komplex

C med laddningen g3 och jamviktsreaktionen kan skrivas som
R% + A” = C%. (1.5)

Denna fordandring i receptorns laddning (¢; — ¢3) borde kunna detekteras med en biosen-

sor [12]. Potentialférandringen (1.4) kan nu approximeras som

AD = kbeT (arcsinh (2‘-’;2[&) — arcsinh (;qlﬂ])) . (1.6)

genom att ta i beaktande laddningsféréndringen [13]. Situationen med receptorer och

analyter i en biosensor beskrivs som en sa kallad Donnanjamvikt, dar laddade partiklar

ror sig ndra semipermeabla membran [11].

1.2.2 Posttranslationell modifiering

Syntes av proteiner dr en process som bestar av flera olika steg. I det sa kallade
translationssteget av syntesen anvinds budbéarar-RNA av cellens ribosomer for att
koda aminosyresekvenser till fullstandiga peptider eller proteiner. I golgiapparaten kan
proteinerna vidare modifieras enzymatiskt genom tillsdttning av olika molekylgrupper,
sa kallade posttranslationella modifikationer (PTM). Med hjalp av dessa molekylgrupper
kan golgiapparaten sortera och skicka ivag proteinerna till deras slutdestination. Om
defekter sasom inkorrekta modifikationer férekommer kan det leda till sjukdomar som

foljd av att proteinerna har sorterats och transporterats fel [14].
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Golgiapparaten kan utfora ett flertal olika processer for att modifiera proteiner. Oftast
tillfors nagon molekylgrupp till proteinet, till exempel glykosylering tillfogar kolhydrater
och acetylering faster acetylgrupper. Golgiapparaten kan ocksa utfora spjilkning av
bland annat hormonproteiner for att de ska aktiveras [14]. En av de mest vanliga PTM &r
fosforylering [15] dér enzymen kinas katalyserar Gverforingen av fosfatgrupper (PO,*")
till proteiner, se Figur 1.3. Modifikationen &r reversibel och defosforyleringen katalyseras

av fosfataser istéllet for kinaser.

O . O
Kinas ﬁ)
‘ )
HO op JLostorylering 5 g OH
Defosforylering |
NH, Fosfatas O~ NH,
Serin Fosfoserin

Figur 1.3: Fosforylering av serin med enzymet kinas. En véiteatom i den funktionella sido-
gruppen ersétts med fosforylgrupp PT032~. Den motsatta reaktionen katalyseras av enzymen

fosfatas.

1.3 Sjalvorganiserade monolager

I naturen forekommer sjélvstyrd organisering av molekyler till olika strukturer eller mons-
ter utan méanniskans paverkan [16]. Ett sjalvorganiserat monolager (eng. self-assembled
monolayer, SAM) bestar av en samling molekyler som véxelverkat och organiserats pa
ett substrat. Molekylerna organiserar sig tvadimensionellt ldngs med substratets plan
vilket betyder att lagret har tjockleken av en molekyl. Den ena d&ndan av molekylen har
en struktur som kan starkt interagera med substratets fasta yta och sdledes halls lagret
stabilt bundet. Eftersom det ar endast molekylens sa kallade huvudgrupp som binder sig
till substratet kan resten av molekylens struktur variera ritt mycket. Detta medfor att
anvandningen av SAM &r vanlig inom forskning som behandlar modifiering av ytor [17].
Till exempel att fasta proteiner i en biosensor kan goras med hjilp av sjialvorganiserade

monolager.

Manga olika processer ingar i sjalvorganiseringen av monolager. Mellan huvudgruppen
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och substratet uppstar en stark kemisk bindning, via till exempel adsorption, som gor
det mojligt for resten av molekylen att organisera sig. Huvudgrupper som bestar av tioler
(—=SH) och adsorberas pa guldsubstrat ér ett exempel pa material som kan anvéindas.
Molekylerna i losning adsorberas till substratet inom négra minuter medan sjalva org-
aniseringen kan ta flera timmar for att lagret ska bli tétt packat [18]. Den funktionella
gruppen och kedjan som forenar de bada grupperna, ordnas med hjalp av elektrostatiska

och van der Waals-krafter.

: §_> OH OH OH
OH 0 OH 0 OH 0 Funktionell grupp /
: .' HN HN HN
Alkylgrupp ,'
S S S Huvudgrupp
| Au Au Au | Substrat |Au Au Aul

(a) (b)

Figur 1.4: (a) llustration av ett sjalvorganiserat monolager pa ett guldsubstrat. (b) Vatebind-
ningsnétverket i ett sjdlvorganiserat monolager dar vinkeln 6 beskriver avvikelsen av hela lagrets

dipolmoment fran ytans normal.

Ett sjalvorganiserat monolager kommer att ha ett dipolmoment riktat fran substratet
mot de funktionella grupperna, som uppstar till f6ljd av de starka Au — S bindningarna.
Om det till exempel har uppstatt amidgrupper (—C(= O)N =) i de enskilda molekyler-
na pa grund av en reaktion, kan det uppsta ett natverk av véatebindningar som binder
ihop nérliggande tioler, se Figur 1.4 (b). Vitebindningarnas dipolmoment &r riktade fran
amidgruppens syre mot den nérliggande amidgruppens viate. Om en elektrostatisk re-
aktion dger rum nara monolagret, till exempel en detektionshandelse, kan lagret orientera

sig och fordndra dipolmomentets riktning jamfort med ytans normal [19].
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Kapitel 2

Teorl

2.1 Den organiska falteffekttransistorn

Transistorn ar en av de vanligaste komponenter som bygger upp moderna elektroniska
apparater. En typisk transistor med tre elektroder och ett halvledarmaterial reglerar de
laddningsbérare som flyter mellan tva av elektroderna genom att styra den stréom eller
spanning som finns vid den tredje elektroden. Denna funktionalitet gor det mojligt bland
annat att forstarka eller forminska signaler, vilket ar en fundamental operation i dagens

elektronik.

En falteffekttransistor (FET) bestar i princip av fyra olika komponenter: elektroder
(source, drain och gate) bestaende av ett ledande material, ett dielektriskt material som
isolator, ett halvledarmaterial som bildar en aktiv kanal for laddningsbérare att rora
sig i, samt ett substrat som de andra komponenterna ar uppbyggda pa. I vissa FET:er
kan halvledarmaterialet och substratet vara samma sak, t.ex. i en FET med metalloxid-
halvledare (eng. metal oxide semiconductor field effect transistor, MOSFET). For att en
FET ska kunna specificeras som organisk (OFET) ska atminstone halvledaren besté av
organiska material, men dven hela transistorn kan vara organisk. Félteffekttransistorn
reglerar stromflodet med hjalp av ett elektriskt falt som paverkar den aktiva kanalen
i halvledarmaterialet dar laddningsbérare flyter mellan source- (S) och drainelektroden
(D). Det elektriska féltet uppkommer nar en spanning appliceras pa gateelektroden
(G). En FET kan konstrueras pa olika siatt nir det kommer till placeringen av de olika

komponenterna. I denna avhandling har experimenten utforts med en sa kallad top-gated
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OFET, dar gateelektroden ligger ovanpa isolatorn som i sin tur ar ovanfér halvledaren

och de tva andra elektroderna, se Figur 2.1.

Strukturen hos en FET kan beskrivas som en kondensator dér den isolerade elektroden och
halvledarmaterialet ar ledande plattor med ett avskiljande dielektriskt material. Denna
struktur gor att falteffekten och kapacitansen hor ihop, samt att kapacitansen ar valdigt
kanslig for forandringar vid gransytorna [20]. Detta kombinerat med transistorns vélbe-
kanta funktionalitet och portabilitet gor att falteffekttransistorn har studerats intensivt

de senaste aren som en mojlig biosensoranordning.

2.1.1 Grundlaggande funktionalitet

Hur strom flyter i en OFET beror pa halvledarmaterialet och vilka fria laddningsbérare
som finns vid de olika griansytorna. Den organiska halvledarens arbetsfunktion bestam-
mer vilka majoritetsladdningsbarare som finns i materialet. Positiva laddningar (hal)
finns i halvledare med en aktiv p-kanal och negativa laddningar (elektroner) finns i
halvledare med en aktiv n-kanal. Om en negativ (positiv) spanning Vg appliceras pa
gateelektroden i en OFET med p-kanal (n-kanal), kommer positiva (negativa) laddningar
att ackumuleras vid gransytan mellan isolatorn och halvledaren. En simultan negativ
(postiv) spanning Vp pa drainelektroden gor att hal (elektroner) injiceras till den aktiva
kanalen i halvledaren och en strom flyter mellan source- och drainelektroderna. Oftast
appliceras ingen spanning pa sourceelektroden utan den halls jordad. I en ideal transistor

flyter ingen strom fran gateelektroden till halvledaren, I = 0 A.

En FET:s prestanda paverkas av olika faktorer. I omradet mellan de separerade source-
och drainelektroderna bildas en aktiv kanal i halvledaren, med en viss kanalbredd W och
-langd L. Antalet laddningsbéarare som ackumuleras vid halvledargransytan paverkas i sin
tur av avstandet mellan gateelektroden och halvledaren, det vill sdga tjockleken d pa di-
elektrikumet. Som det tidigare konstaterats kan denna struktur liknas till en kondensator

och kapacitansen per areaenhet formuleras som

¢ ¢

déar permittiviteten € = ¢,69 och bestams av den elektriska konstanten £y och det dielekt-

10
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Isolator

Halvledare

Substrat

Source

Figur 2.1: Schematisk illustration av en top-gated félteffekttransistor.

riska materialets relativa permittivitet ¢,.. Den applicerade spanningen pa gateelektroden
maste Overstiga en sa kallad troskelspanning Vip for att driftstrom ska flyta i kanalen
mellan source- och drainelektroden. Denna troskel existerar till foljd av att materialen
i transistorn har olika arbetsfunktioner samt existensen av lokaliserade energitillstand i
gransytan mellan isolatorn och halvledaren som maste fyllas fore laddningar kan roras fritt
i den aktiva kanalen. Appliceringen av Vi inducerar en laddning per areaenhet ()4 som
kan beskrivas med hjélp av kondensatorns kapacitans per areaenhet C4 och potentialen

som bildas mellan kondensatorplattorna:
QA = CA(VG — VT) (2.2)

Om en spanning Vp appliceras pa drainelektroden kommer potentialen i halvledaren att
bero pa positionen x i den aktiva kanalen. Denna potential kommer att vara 0V vid
sourceelektroden (z = 0) och lika med Vp vid drainelektroden (x = L). Saledes kan

laddningen per areaenhet (2.2) utékas med en funktion V' (z):

Qa=Cy(Vg—Vpr—V(x)), dir V(z) =Vp (2.3)

r
L
2.1.2 Utmatningsegenskaper

For att en OFET ska fungera som o6nskat kravs att dess utmatningsegenskaper (eng.

output characteristics) ar tillrackligt bra. I utmatningslaget varieras Vp medan Vg hélls
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konstant. Eftersom laddningarna ackumuleras vid olika positioner beroende pa storleken
av de applicerade spanningarna Vi och Vp samt transistorns troskelspanning Vi kommer
resistansen i kanalen att variera. Detta leder till att strommen som flyter mellan source-
och drainelektroden forandras. Till foljd av detta finns tva st. olika funktionsomraden

for transistorn; det linjara omradet och mattnadsomradet.

Vo > Vp

*—e

Ip A
>
Vb

Ip A

ID,sat """""""

- '
VD,sat VD

Ip A
>
Vb

Figur 2.2: Schematisk illustration av laddningskoncentrationen samt strom- och spanningska-
rakteristik i de olika funktionsregionerna: a) det linjara omradet; b) pinch-off till mattnadsom-

radet; ¢) méttnadsomradet.

I bada omradena appliceras en konstant spanning Vi pa gateelektroden som &r storre
an troskelspdnningen Vp. Nar ingen spanning Vp appliceras pa drainelektroden, finns

det en likformigt fordelad laddningskoncentration i den aktiva halvledarkanalen, Figur
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2.2 a). Appliceras en liten spanning Vp < Vi — Vi sa avtar laddningskoncentrationen
nara drainelektroden och laddningar kan boérja floda i den aktiva kanalen. Pa grund av
att spanningen Vp ér liten halls kanalresistansen i princip konstant. Detta medfor att
strommen [Ip ar direkt proportionell mot Vp enligt Ohms lag:

1
ID - EVD, (24)

darav det linjira omradet. Kanalresistansen ér beroende av den applicerade gatespan-

ningen dér hogre Vi ger storre laddningskoncentration och mindre resistans, se Figur 2.3.

I ' I ' I ' I ' ] ' I ' I
Vp < Va—Vr PV > Ve-Vro ]
. . e o l: VG5 -
Linjara omradet ]

Vaa |
G _
Vas 4
|7
Miéttnadsomradet 7]
Ver

----- 1 1 1 1

Figur 2.3: En typisk graf for utmatningsegenskaperna hos en OFET vid olika V. Fran denna
graf ar det enkelt att se i vilket omrade transistorn opererar i for olika Vp och V. Vid laga Vp

foljer strommen Ohms lag (2.4) och resistansen &r beroende av V.

Om Vp hojs kommer farre laddningsbéarare att injiceras i kanalen vilket leder till att
resistansen Okar, det vill sdga strommen Ip 6kar inte langre linjart med Vp. Nar Vp =
Ve — Vr finns det inga laddningar vid drainelektroden enligt ekvation (2.3) och kanalen
klams av (eng. pinch-off) vid denna potentialpunkt P, Figur 2.2 b). Denna applicerade
spanning Vp = Vi — Vr kallas dven pinch-off-spanning. Om Vp fortsatter att hojas,
Vp > Vg — Vp, kommer pinch-off-punkten P att flyttas mot source- fran drainelektroden

och skapa ett utarmningsomrade mellan P och drainelektroden, Figur 2.2 ¢). Detta medfor
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att inga rorliga laddningsbarare finns i omradet och en rymdladdningsbegriansad strom
flyter genom utarmningsomradet. Strommen /p halls vid ett konstant varde Ip g trots att
Vp héjs och transistorn befinner sig nu i mattnadsomradet. Om Vp hojs vidare kommer
langden pa kanalen L' att minska. Denna effekt 4r dock féorsumbar i transistorstrukturer

med en tillrackligt lang aktiv kanal déar inga kortkanalseffekter forekommer.

2.1.3 Overforingsegenskaper

Nér en OFET anvands som biosensor analyseras oftast dess 6verforingsegenskaper (eng.
transfer characteristics). 1 6verforingslaget varieras Vi medan Vp hélls konstant och
strommen [Ip studeras. I en ideal transistor kan man analytiskt berdkna strommen I
som flyter fran source- till drainelektroden. Vissa antaganden gors for att forenkla den
analytiska harledningen: inga kortkanalseffekter forekommer och mobiliteten ar konstant
genom kanalen. Generellt kan en strom I som flyter genom en ledare med langden L,

bredden W och hojden h berdknas enligt
I = gnyovWh (2.5)

dar ¢ ar laddningen hos en laddningsbarare, ny ar antalet laddningsbarare per volym-
enhet och v ar drifthastigheten. Genom att istallet rdkna med antalet laddningsbéarare per
areaenhet n4 = nyh fas den totala laddningen per areaenhet som ()4 = gn 4. Drifthastig-
heten kan beskrivas som v = pF, dar pu ar mobiliteten och E &r det elektriska falt som
uppstar till f6ljd av applicerad spanning. Strommen som funktion av position z i kanalen

kan nu berdknas enligt
I(x) = WpQa(x) E(2). (2.6)

Vidare kan @) 4 beskrivas enligt (2.3) och det elektriska féltet ar forandringen av potenti-
alen med avseende pa positionen, E(z) = dV(z)/dz. Strommen I genom kanalen blir

nu

Ip(z)de = WuCa(Vg — Vp — V(x))dV(x). (2.7)

Denna differentialekvation kan enkelt integreras fran source (x = 0) till drain (z = L) om

man antar att Ip inte beror av z och anvinder V' (0) =0, V(L) = Vp:

Vp?

w
(Ve = Vr)Vp — 5
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Strommen Ip beror alltsa pa om transistorn befinner sig i det linjara omradet Vp <

Vo — Vp eller i mattnadsomradet Vp > Vg — Vp:

W

ID,lin = fuCA(VG — VT)VD nar VD < VG — VT, (29)
w 2 .

]D,sat = E,MCA(VG — VT) nar VD > VG — VT. (210)

En transistors transkonduktans g,, beskriver forandringen av drainstrommen Ip med

avseende pa gatespanningen Vg nér drainspanningen Vp dr konstant:

ol

=L (2.11)
Vg v,

Im

Om transistorn befinner sig i det linjara omradet eller i mattnadsomradet paverkas ocksa

transkonduktansen enligt:

w

Imlin = f,uC'AVD i linjara omradet (2.12)
Imsat = fuCA(VG —Vr) i mattnadsomradet. (2.13)
) ) ) ) ) ) ) ) )
IOn

log (I1p)

LI LR LRI B LR B RLL LR B

LELAL LR

Figur 2.4: En typisk graf for en OFETs 6verforingsegenskaper dar de tva y-skalorna log(Ip)
och /Ip gor det enkelt att approximera Vi, Vgo, S och o, /Iog.

Halvledarens majoritetsladdningsbéarare bestédmmer vilken applicerad potential pa Vi som

tillater en strom att flyta genom transistorn. Till exempel en ideal OFET med p-kanal
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borde inte leda strom om Vg > 0. Transistorn slar pa och boérjar leda strom vid en viss
gatespanning Vso (eng. switch-on voltage) som definieras av drainstrémmens minimum
Iz [21]. Nar Vg > Vgo flyter en diffusionsstrom och drainstrommen 6kar exponentiellt
anda tills troskelspanningen Vr nés och ekvationerna (2.9)—(2.13) beskriver transistorns
beteende. Omradet mellan Vgo och Vi kallas for undertroskelomradet (eng. subthreshold
region) och inversen av riktningskoefficienten for log(Ip) mot Vi i detta omrade kallas

ofta for undertroskelsviangning (eng. subthreshold swing) [22]:

Vg

5= dlog(Ip)

(2.14)

Undertroskelsvangningen S beskriver den applicerade spanning Vi som behovs for att
strommen Ip ska 6ka en storleksordning. En annan viktig faktor i en FET:s 6verfor-
ingsoperation ar forhallandet mellan den saturerade drainstrémmen [, och drainstrom-
mens minimum /I,g. Detta forhallande beror pa vilket organiskt halvledarmaterial som
anvinds och kan variera mellan 10% och 10® [23]. Om I,4 ar hogt betyder det finns en
lackstrom i transistorn och laddningar kan flyta mellan source- och drainelektroden dven

om gatespanningen Vi ar lag.

2.2 Jonmodulerad organisk FET

Isolatorn mellan gateelektroden och halvledaren i en OFET paverkar falteffekten som
transistorn utsatts for och transkonduktansen forbattras nér isolatorns kapacitans okar.
Istéllet for att anvidnda ett fast d&mne som isolator i en OFET kan man ha en elekt-
rolyt eller jonvitska som det dielektriska materialet. Denna OFET-struktur kallas for
jonmodulerad OFET (eng. ion-modulated OFET, IMOFET eller electrolyte-gated OFET,
EGOFET), dven om man i princip frangar falteffekten pa grund av att jonerna kan rora
sig fritt i isolatorn, vilket molekylerna i en fast isolator inte gor, se Figur 2.5. Jonerna
bildar s& kallade elektriska dubbelskikt (eng. electrical double layer, EDL) vid gransytor-
na som fungerar likt plattkondensatorer. Mojligheten att anvdnda en elektrolytlosning
som den dielektriska isolatorn gor att man kan enkelt studera forandringar pa ytor.
Om dubbelskikten som bildas vid gréansytorna i transistorn utsatts for ytforandringar
kommer dven deras kapacitans att fordndras, vilket paverkar den strom som flyter genom

transistorn [24].
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Dielektrikum VE Elektrolyt V E
RO000N
N | 0l610/6) | soecs
/. BALLE sssesee
\\‘\J___+_:L_t_+___' T +++++++
Félteffekt Jonmodulerad

Figur 2.5: Schematisk illustration av en OFET samt hur laddningsrorelser, potential och energi

skiljer sig at i ett fast dielektrikum och en elektrolyt.

Det ar viktigt att veta om elektrokemiska processer forekommer i en IMOFET med
elektrolytlosning eftersom det fordndrar transistorns funktionalitet. Organiska d&mnen
paverkas av elektrolyter i olika grad beroende pa om amnet dr permeabelt eller inte.
Om en permeabel organisk halvledare anvinds i en IMOFET kan joner fran elektrolyten
penetrera och dopa halvledaren via redoxreaktioner. Kapacitansen kan nu inte langre
beskrivas av en plattkondensator utan det handlar istiallet om en volymetrisk kapacitans
[25]. Denna typ av OFET kallas for organisk elektrokemisk transistor (eng. organic
electrochemical transistor, OECT). Med en impermeabel organisk halvledare borde
dopning av materialet inte forekomma och transistorn opererar enligt det som beskrivs
i avsnitt 2.1. Experiment med IMOFET:er har utforts for att battre forsta hur elektro-
kemiska reaktioner kan paverka halvledarkanalens konduktivitet [26-28]. Om man inte
overskrider elektrolytens elektrokemiska spanningsfonster samt anvinder en impermeabel
organisk halvledare som inte lidtt dopas av elektrolytens joner borde elektrokemiska

reaktioner inte forekomma i transistorn.

I en jonmodulerad transistor som ska interagera med biomolekyler eller levande viavnad
anvinds oftast vatten som elektrolyt. I transistorn kommer vattnet vid elektrodgrans-
ytorna da att utsittas for olika spanningsfall. Vattnets elektrokemiska spénningsfonster
har rapporterats att vara 1,23V, da vatten kan oxideras, 2H,O = 4H" + O, + 4e™, vid
0,571V och reduceras, 2H5;0 + 2¢e~ = Hy + 20H™, vid —0,658 V. Vilka spanningar som
kan appliceras pa elektroderna som ar i direkt kontakt med vatten behéver alltsa begransas

for att undvika uppkomsten av faradaiska strommar och elektrokemiska reaktioner [27].
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2.2.1 Det elektriska dubbelskiktet

Elektriska dubbelskikt uppstar nar ytan av en elektrod kommer i kontakt med en vétska
och beskriver den potentialskillnad som finns vid gransytan. Laddningarna pa elektrodens
yta skapar ett skikt som med hjalp av Coulombkraften attraherar motsatt laddade joner
i vitskan. Olika modeller finns for att teoretiskt forklara elektriska dubbelskikt, varav
en ar Sternmodellen [29], som bygger pa de tidigare modellerna av Gouy-Chapman och
Helmholtz [30]. Enligt Sternmodellen finns det ett tunt Helmholtzlager vid griansytan
mellan elektrod och elektrolyt samt ett Gouy-Chapman-diffusionslager som strécker sig

fran Helmholtzlagret in mot elektrolytens bulk [31], se Figur 2.6.

Helmholtzlager

' Elektrolyt

K
e

Elektrod

N I e A B R~y I I

Diffusignslager

Figur 2.6: Schematisk illustration av ett elektriskt dubbelskikt. Laddningarna vid griansytan
bildar ett Helmholtzlager dar den applicerade potentialen ®y avtar linjért. I diffusionslagret har
jonkoncentrationen Boltzmannfordelning, vilket betyder att potentialen avtar exponentiellt in i

elektrolytens bulk.

Helmholtzmodellen beskriver tva lager av motsatta laddningar pa ett visst avstand d fran

varandra. Potentialen ®(r) kan beskrivas med Poissons ekvation

V20(r) = —pir) (2.15)

déar p(r) &r laddningsdensiteten vid positionen r och e &r permittiviteten. Potentialen i
Helmholtzlagret forandras endast i en dimension och inga laddningar finns mellan lagren

vilket ger att laddningsdensiteten p(r) = 0 och Poissons ekvation (2.15) forenklas till
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Laplaces ekvation for en dimension:

0*®(z)
0x?

= 0. (2.16)

Genom att 16sa (2.16) med giltiga randvillkor och antagandet att avstandet mellan lagren

x ar mycket mindre &n deras area A fas potentialen i Helmholtzlagret som

_ Gz

(2.17)

dar @ ar laddningen pa elektrodytan. Potentialen &r linjart beroende av avstandet x vilket
ger det avtagande i Helmholtzlagret som syns i Figur 2.6. Detta ar helt analogt med en
vanlig kondensator och genom att ersiatta C' = Q/®y fas kapacitansen per areaenhet i
Helmholtzlagret som

Cc ¢

Enligt Gouy-Chapmanmodellen ar kapacitansen i dubbelskikten inte konstant utan beror
pa den applicerade potentialen samt elektrolytens jonkoncentration. Fordelningen av jon-
erna foljer en Boltzmannfordelning vilket ger att koncentrationen n;(r) av en jon j vid
en position r fas som

—q;®(r)

n;(r) = nje 5T (2.18)

dar n?- ar jonkoncentrationen i elektrolytens bulk, ¢; = zje ar jonernas laddning, kp ér
Boltzmanns konstant och T" ar temperaturen. Laddningsdensiteten i diffusionslagret blir

da
—q;®(r)

p(r) = Zanj(r) = qun?e kT |
J j

(2.19)

Insdttning av (2.19) i ekvation (2.15) ger den sa kallade Poisson-Boltzmannekvationen

—q;2(r)

eVPO(r) = = gmie 5T
J

(2.20)

Detta ér en icke-linjar differentialekvation men genom att approximera exponentialfunk-
tionen med forsta ordningens Taylorutveckling (e* ~ 1+ z for 0 < x < 1) kan den
linjériseras:
q;®(r)
eV20(r) = — nd(1— 22,
= Zu (1-45)
Termen 3, an{; = 0 eftersom en elektrolyt innehaller lika stor koncentration av positivt

och negativt laddade joner. Poisson-Boltzmannekvationen kan nu férenklas till

V?®(r) = £°®(r) dir * =) M
j 8]{?BT
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Fran detta fas den karakteristiska Debye-langden \p:

1/
Ap =KL = (M) (2.21)

2 %2712
som har enheten meter och beskriver hur langt en laddningsbéarares elektrostatiska ef-
fekt verkar i en losning. Detta satter en grians pa hur langt ifran detektionselementet
en laddad analyt i elektrolytlosning kan detekteras [32]. For att forenkla Poisson-
Boltzmannekvationen ar det skal att begriansa den till symmetriska elektrolyter som har
en typ var av anjoner och katjoner med samma laddningsméngd z [33]. Genom att tillam-
pa detta samt att begransa systemet till en dimension fas

do(x) 8kpTn®\"”* zed(x)
T ——( - sinh T ) (2.22)

Néra en platt gransyta sasom mellan elektrod och elektrolyt med lag applicerad po-
tential (®y < 50/z mV vid 25°C) kan (2.22) férenklas sa att ®(z) i Gouy-Chapman-
diffusionslagret beror pa Debye-ldngden enligt

CI)Gc(JI) = (I)Oe_nz. (223)

Ett uttryck for kapacitansen per areaenhet Cge i diffusionslagret kan ocksa fas genom

att tillimpa Gauss lag med potentialderivatan (2.22) och blir

95202270 1/2 o
o:(> h( ) (2.24)

kgT 2kgT
Sternmodellen  kombinerar potentialerna i Helmholtzlagret (2.17) och Gouy-
Chapmanlagret (2.23), vilket ar illustrerat i Figur 2.6. De skilda lagrens kapacitanser,
(2.2.1) och (2.24), fungerar som kondensatorer i serie vilket ger att den totala kapacitansen

per areaenhet Cg enligt Sternmodellen blir

1 1 1
Cs = Ch + Coo (2.25)
I en IMOFET finns det tva st. elektriska dubbelskikt, en vid gateelektroden och en vid
halvledaren. Om gateelektroden blir negativt polariserad rors elektrolytens katjoner mot
den och anjonerna ror sig mot halvledaren. Detta medfor tva st. kapacitanser, Cs vid
gateelektroden och Cpgc vid halvledaren, som kan antas folja Sternmodellen for elekt-

riska dubbelskikt. Inget elektriskt falt forekommer i elektrolytens bulk och kapacitansen

som delvis reglerar strommen genom transistorn ar saledes inte beroende av avstandet
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mellan gateelektroden och halvledaren. Istéllet fungerar de elektriska dubbelskikten som
kondensatorer i serie och den totala kapacitansen blir

1 1 \' CuCosc
Crot = [ o+ — _Grosc 2.26
ot (CG Cosc) Ce + Cosc (2.26)

och Ci begransas av dubbelskiktet med den mindre kapacitansen. I en IMOFET varierar
Ciot typiskt mellan 1pF/cm? och 10 nF/cm?, vilket beror pa de enskilda dubbelskiktens
avstand, 0,01 nm till 0,1 nm, som &ar beroende av gransytornas laddningsseparation [34].
Detta medfor att en IMOFET fungerar med laga applicerade spanningar samt producerar

hoga strommar.

2.2.2 Detektion genom kapacitansforandring

En mojlig struktur for en IMOFET-baserad biosensor ar att detektionselementet fasts
pa gateelektroden i form av ett biolager medan source- och drainelektroderna samt
halvledaren anvands som transduktor. Den biokemiska reaktion som ska analyseras
hander vid gateelektroden vilket fordndrar strommen Ip som flyter mellan source- och
drainelektroderna. Overféringen av laddningar vid en sidan reaktion leder till en férand-
ring i potentialen A® vid gateelektroden som kan beskrivas av ekvation (1.6). Strommen
Ip genom en FET kan beskrivas med ekvationerna (2.9) och (2.10), men i en IMOFET
maste de elektriska dubbelskikten som elektrolyten bildar beaktas genom kapacitansen
(2.26). Biolagret som byggs upp pa gateelektroden bidrar ocksa med en kapacitans Cgro
men denna kan sammanslds med Cg [11]. Gateelektrodens potential forandras enligt
Vo + A® nir biolagret utséatts for en biokemisk reaktion och transistorekvationerna som
beskriver drainstrommen blir nu beroende av potentialférandringen samt elektrolytens

seriekapacitanser [35].

Overforingsekvationerna (2.9) och (2.10) blir fér en IMOFET

w .

[D,lin = f,uCA(VG’eff — VT)VD nar VD < VG’eﬁ‘ — VT (2.27)
w 2 .

ID,sat - EMCA(VG’QH — VT) nar VD > VG’eﬂ‘ — VT (2.28)

dar en effektiv spanning Vi er anvands istallet for gatespanningen Vi for att beakta

dubbelskiktens potentialférandring. Spénningen vid griansytan mellan elektrolyten och
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halvledaren kommer att paverkas bade av Vi och potentialférandringen A® som upp-
star nar en analyt fasts pa gateelektroden. Detta medfor en inducerad laddning ) vid

halvledar- och elektrolytskiktet:
Q = Cosc Vgt = Ciot(Vo + AD).

Fran detta fas en ekvation for den effektiva gatespanningen som paverkar IMOFET:ens

aktiva kanal:

4i&44
Ce + Cosc

Insdttning av (2.29) i (2.27) och (2.28) ger foljande ekvationer f6r hur drainstrommen

Vet = Vg + AD). (2.29)

paverkas av en potentialférandring pa gateelektroden:

w Ca Cosc .
Ipjin = —uCy——m7+— |V, AP — (1 VeV Vp < Vaeg — V5
D\ Lu ACG+COSC G+ <+ CG) T| Vp nar Vp G eff T
(2.30)
2
w Ca?

C
Vo + AD — <1+ OSC) Vi
Ca

Ipgt = —pCp———"7—— ar Vp > Vaer — Vi
D sat 2L’u A(CG+COSC)2 nar Vp = Vqgeft T

(2.31)

dér Cy = Cosc/Aosc. Drainstrommen som flyter genom en IMOFET ér alltsa vildigt
beroende av de elektriska dubbelskikt som uppstar vid elektrolytens gransytor. Skiktens
kapacitanser ar kansliga till ytforandringar som i sin tur paverkar drainstrémmen, vilket

gor IMOFET:er till ypperliga transduktorer.

Om detektionselementet byggs upp med hjélp av ett sjalvorganiserat monolager kan ocksa
vatebindningsnatverkets dipolmoment fordandra gateelektrodens arbetsfunktion och sale-
des bidra till en kénslig detektion [11]. Monolagrets orientering kan péverkas av bind-
ningsreaktioner vilket leder till att vinkeln mellan tiolmolekylernas ryggrad och guldytans
normal forandras, som i sin tur kan fordndra arbetsfunktionen och troskelspénningen.
IMOFET-baserade biosensorer utan ett sjalvorganiserat monolager har saledes visats va-

ra mindre kinsliga &n de som kan utnyttja vitebindningsnatverket [19].
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2.3 Detektionsgrans

En biosensors formaga att detektera olika analyter beror pa manga faktorer och egen-
skaper, bland annat dess detektionsgréns (eng. limit of detection, LOD). Oftast méts
en analyt genom att utsdtta biosensorn for storre koncentrationer av den, vilket orsakar
en fordndring i méatinstrumentets respons. Idealt blir responsen R linjért beroende av

analytkoncentrationen C"

R=aC+b (2.32)

dar riktningskoefficienten a och konstanten b bestdms utgdende fran métresultaten.
Detta kallas dven for biosensorns kalibreringskurva och borde innehalla minst fem st.
olika koncentrationer som innefattar atminstone tva storleksordningar [8]. Vardet pa
riktningskoefficienten a brukar anvindas som ett matt pa biosensorns kénslighet [11] och
hogre varden betyder kinsligare anordning. Genom att undersoka kalibreringskurvan for
olika biosensorer med en identiskt anordningsstruktur fas information om responsens
repeterbarhet medan kalibreringskurvan fran annorlunda strukturer faststéller repro-
ducerbarheten hos responsen. Eftersom méngden av detektorelement i en biosensor ér
begrinsad finns det ett maximalt antal analyter som kan detekteras. Biosensorn blir
saledes méattad vid hoga koncentrationer av analyt och responsen blir konstant. Den
linjdra modellen kan dock tillampas vid de lagre koncentrationerna och ger information

om biosensorns egenskaper, bland annat detektionsgransen [36].

Experimentella resultat kommer att innehalla métfel och osédkerheter som om mojligt
ska elimineras, till exempel genom upprepning. Om alla matresultat upprepas tillrackligt
manga ganger kan det antas att de ar normalt fordelade kring ett medelvirde p med en

standardavvikelse o. Det vill sdga responsen har en Gaussisk téathetsfunktion:

F(R) = — 5 (2.33)

o121

I en blank matning tillsatts ingen analyt och biosensorn borde inte ge en respons, R = 0.
Dessa behovs for att enkelt urskilja om respons fran métningar med analyt duger som
resultat, det vill sadga att det inte handlar om falsk negativ eller falsk positiv respons.
Genom att utfora tillrackligt manga blanka métningar fas matvarden som ar fordelade

enligt (2.33) och en grins for responsen kan bestammas fran detta. Gransen Ry, fas som
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~99.7%
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Figur 2.7: Normalférdelning kring medelvérdet ¢ med standardavvikelsen o. Fran férdelningen
foljer den sa kallade 68-95-99,7-regeln dér 68 %, 95% och 99,7% av virdena hittas en, tva

respektive tre standardavvikelser fran medelvardet.

ett antal standardavvikelser fran den blanka méatningens medelvérde:
Ry, = Rpjank + kOblank (2.34)

dar k dr en numerisk faktor och bestams utgaende fran den fortroendeniva som 6nskas
[1]. Om en blank métning ger en respons, R # 0, ar det en falsk positiv métning som
forekommer med en viss sannolikhet a. I det motsatta fallet nér en métning med analyt
inte ger en respons, R = 0, trots att reaktionen har agt rum ar det en falsk negativ
méatning som féorekommer med sannolikheten 3. Idealt ska bade falsk positiv och negativ
respons elimineras men nér det kommer till métningar av laga koncentrationer analyt
som inte ger valdigt stora forandringar i respons blir det svart. Genom att anvanda k = 3
som den numeriska faktorn fas o = 0,15 % och 8 = 50 %, se Figur 2.8. Detta betyder att
vid en koncentration som motsvarar Ry, nidr k = 3 dr sannolikheten for en falsk positiv
respons valdigt liten medan hélften av matvardena motsvarar falska negativa héndelser.
Den motsvarande koncentrationen cpop kallas for detektionsgrans och definieras mera
specifikt som den lagsta koncentration var en analyt kan detekteras men inte nédvindigt-

vis kvantifieras. Kvantifieringsgransen (eng. limit of quantification, LOQ) ar istéllet den
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lagsta koncentration var analyten kan kvantifieras med en viss noggrannhet och fas nar

k=10 [37].

Rrop = Rblank + 30blank (2.35)

Rroq = Rplank + 1001ank (2.36)

Z A
o
o,
n
5]
A
e o I N
100
o) T
Rplank f———— .
—>
Chblank CLOD CLOQ Koncentration

Figur 2.8: En typisk graf 6ver hur responsen fran en biosensor férdndras med 6kande analytkon-
centration och tillhérande grénser fér responsen. Vid koncentrationen som motsvarar detektions-
gransen (LOD) har analyten orsakat en reaktion som detekterats av biosensorn. Sannolikheten
for en falsk positiv méatning vid Rpop ar a = 0,15% medan en falsk negativ méatning intraf-
far med sannolikheten 8 = 50 %. Vid kvantifieringsgréansen (LOQ) kan méingden av detekterad

analyt faststallas med tillrdcklig noggrannhet.
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Kapitel 3
Experimentellt

Denna avhandling baserar sig till stor del pa experimentellt arbete. De prov och anord-
ningar som anvandes i experimenten tillverkades enligt protokollet beskrivet i avsnitt 3.1.
Métuppstéallningen som anvéndes beskrivs i avsnitt 3.2 medan sjalva méatproceduren finns

i avsnitt 3.3.

3.1 Provtillverkning

Biosensorn som tillverkades for att utfora experimenten bestar av tva olika delar som
tillsammans bildar en jonmodulerad falteffekttransistor. Transistorns funktionaliserade
gateelektrod ar biosensorns detektorelement dér den onskade biokemiska reaktionen ager
rum. Resistorn ér transistorns source- och drainelektrod samt den organiska halvledaren
och fungerar som biosensorns transduktor. Tillsammans med vatten som elektrolyt bildar
dessa komponenter en IMOFET dér resistorn omvandlar en biokemisk reaktion till méat-
bara elektriska signaler. Tillverkning och funktionalisering av provens komponenter féljer
till stor del protokollet som anvindes av Holzer et al. [38]. Tillverkningen av proven har
varierat och uppdaterats under projektets gang men alla métresultat normaliseras till en

anordningsspecifik parameter for att undvika variation mellan olika prov.

3.1.1 Resistor

IMOFET:ens resistorkomponent fungerar som transduktor och byggs upp pa ett substrat
av kisel och kiseldioxid (Si/SiO5) med elektroder av guld (Au) fasta med hjélp av ett lager
krom (Cr) eller titan (Ti), beroende péa tillverkaren. Si/SiOy — Cr — Au substraten har
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totalt 16 st. fingerstrukturer med source- och drainelektroder som har varierande forhal-
landen mellan kanalbredd och -ldngd, W/L =~ 2000 till W/L ~ 27000. Si/SiOs — Ti — Au
substraten har 5st. fingerstrukturer vilka alla har W/ L ~ 2000. Bagge variationer av sub-
straten ar tillverkade med elektronstralelitografi. Dessa substrat rengjordes i ultraljudsbad
i tre steg: forst 10 min i avjoniserat vatten, efterat 10 min i aceton och slutligen 10 min i

isopropanol. Substraten blastes torra med komprimerad kvavgas.

Fingerstruktur
SEEEENESAEREEREREREN|
EIRININD
EIRIEIN]
D S
(a) (b)

Figur 3.1: (a) Illustration av en fingerstruktur. (b) Fotografi av ett Si/SiOy — Cr — Au-substrat

som har 16 st. fingerstrukturer med varierande W/L.

Den organiska halvledaren som bildar det aktiva lagret i resistorn &r poly(3-hexyltiofen-
2,5-diyl) (P3HT) som lostes antingen i klorbensen (CB) eller diklorbensen (DCB) med
viktforhallandet 2,6 mg/mL eller 4mg/mL och filtrerades genom ett 0,2 um filter. I vissa
méatningar anvindes en variant av halvledaren dopad med zinkoxid (P3HT/ZnO). Denna
16sning applicerades pa substraten med hjalp av rotationsbestrykning i 60 s med en rota-

tionshastighet pa 2000 rpm varefter de varmebehandlades i 1h vid temperaturen 80 °C.

3.1.2 Funktionaliserad gateelektrod

IMOFET:ens gateelektrod fungerar som biosensorns detektorelement och byggs upp
pa en Kapton plastfilm med ett 50nm tjockt guldlager fast med hjalp av titan. Dessa
substrat rengjordes med isopropanol i ett ultraljudsbad i 10 min. Substraten blastes torra

med komprimerad kvivgas varefter de rengjordes med plasma i 2 min.

For att kemisorptera ett sjilvorganiserat monolager (SAM) pa substraten placerades
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de i en losning bestaende av en 10 mM blandning med ett 10:1 férhallande av tiolerna
3-merkaptopropionsyra (3-MPA) och 11-merkaptoundekansyra (11-MUA) 16st i etanol.
Substraten placerades i denna 16sning under kvéiveatmosfar och rumstemperatur (~25°C)

i 18 h. Efter kemisorptionen kan dessa substrat forvaras i etanol upp till 15 dagar i 4 °C.

Aktivering av de SAM-modifierade substraten gjordes med en blandning av 0,2M
N-(3-dimetylaminopropyl)-N’-etylkarbodiimidhydroklorid (EDC) och 0,05 M N-hydroxi-
sulfosuccinimid (sulfo-NHS) 16st i HPLC-graderat vatten, vilket har filtrerats med
hogupplosande vétskekromatografi (eng. high-performance liquid chromatography, HPLC)
for att vara sa rent och fri fran joner som mojligt. Substraten var i denna losning i
2h varefter de skoljdes av med en buffert bestdende av 10mM 4-(2-hydroxietyl)-1-
piperazinetansulfonsyra (HEPES, pH7,4), 1mM MgCl,, 0,1mM etylendiamintetra-
attiksyra (EDTA), 5mM NaCl, 0,01 % Triton X-100. Denna buffert kallas hadanefter for

buffert 1 (B1) och anvindes for att skolja av substraten efter alla foljande steg.

Substraten placerades efterat i en avidin- (AV) eller streptavidinlosning (SAV), rekonsti-
tuerad med fosfatbuffrad saltlésning (PBS) till 1 mg/mL och utspadd till 100 pg/mL med
B1. Substraten var i denna losning i 2h. For att passivera molekyler som inte reagerade
med (S)AV placerades substraten i 1 M etanolaminhydroklorid (EA) 16st i B1 och fick sta
i 1h. Blockeringen gor det ocksa mojligt for ett natverk av vatebindningar att uppsta i

det sjalvorganiserade monolagret, da syret fran en molekyl kan bindas till véitet i en annan.

Tre olika peptider designade av H. Harmé vid Abo Universitet och syntetiserade av Pepmic
Co., Ltd (Suzhou, Kina) anvindes i dessa experiment [39]. Tva av peptiderna fungerar
som receptorer och féstes saledes pa gateelektroden for att fungera som detektorelement.
Peptiderna ar positivt laddade och har en biotinmolekyl fist i N-terminalen for att kunna
bindas till (strept)avidinet. Den enda skillnaden mellan peptiderna ar att en av serin-
molekylerna har genomgatt fosforylering. Den sista peptiden ar negativt laddad och ar
komplementér till receptorpeptiderna. Den kan binda sig till den icke-fosforylerade re-
ceptorpeptiden med hjilp av ett leucinblixtldas och kan saledes anvindas som analyt.
Analytpeptiden forbereds genom att spadas ut med forhallandet 1:10 i B1 till 16 st olika

koncentrationer, fran 100 nM till 0,1 zM. Nedan finns peptidernas aminosyresekvenser:
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» Receptorpeptid (MOb5) for positiv kontrollméatning:

— Biotin-REELRKRRAELRRRSAQLRQRREQLRRRSANLRKE
 Fosforylerad receptorpeptid (pMO5) for negativ kontrollmétning:

— Biotin- REELRKRRAELRRR(pS)AQLRQRREQLRRRSANLRKE
« Komplementér peptid (Pep28) som analyt:

— KDTLQAETDQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKLEFIL

De avaktiverade (strept)avidinfunktionaliserade substraten placerades i 6nskad recep-
torpeptid utspatt i B1 till 0,5puM och var dér i 2h. De férdigt funktionaliserade gate-
elektroderna med fullstandigt biolager kan forvaras i B1 upp till 5 dagar i 4°C efter
denna aktiveringsprocess. Hojden pa biolagret kan uppskattas vara ~40nm, dar mono-
lagrets hojd ar nagra A [38], streptavidinet ar ~6nm hogt beroende pa dess orientering
[40] och den biotinylerade peptidens h6jd dr ~33 nm, baserat pa de olika aminosyrornas

storlek [41].

Biotinylerad peptid

SAM

Figur 3.2: Illustration av en funktionaliserad gateelektrod. Ovanpa det sjalvorganiserade mono-

lagret fésts streptavidin som kan binda till sig biotinylerade peptider.

En annan negativ kontrollmétning gjordes dven genom att matta biolagret pa den
funktionaliserade gateelektroden med biotin. De avaktiverade avidinfunktionaliserade
substraten placerades i en biotinlosning utspatt med B1, sa att biotinkoncentrationen ar
minst fyra ganger hogre an avidinkoncentrationen, > 400 pg/mL. Denna koncentration
valdes eftersom varje avidinmolekyl kan binda till sig hogst fyra st. biotinmolekyler med
hog affinitet, K, = 10 M [42]. Ingen specifik bindning av analyterna till det funktiona-

liserade biolagret borde forekomma eftersom den biotinylerade receptorpeptiden kan inte
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fiastas i mattade avidinmolekyler och som f6ljd har analytpeptiden ingen bindningsplats.

De bada negativa kontrollmatningarna representerar olika biokemiska reaktioner. Efter-
som ingen analyt kan specifikt bindas till den funktionaliserade gateelektroden borde
den erhallna responsen vara noll jamfort med den positiva kontrollmatningen. De ar inte
blanka métningar som beskrivs i avsnitt 2.3, men deras respons kan énda anvéindas for att

bestamma en detektionsgrans for den positiva kontrollmétningen enligt ekvation (2.36).

3.2 Matuppstallning

Resistorn och den funktionaliserade gateelektroden bildar tillsammans med elektrolyten
en IMOFET. Som elektrolyt anvandes HPLC-graderat vatten som har en Debye-langd
Ap = 100nm [19]. Elektrolyten sitts i en plastbehallare som har limmats fast pa re-
sistorn. Behallaren rymmer ca 200 pl viatska och tacker endast resistorns fingerstrukturer,
dar halvledarens aktiva kanal bildas. Ovanpa vattenbehallaren sétts den funktionaliserade
gateelektroden, se Figur 3.3. Arean av gateelektroden som é&r i kontakt med vattnet &r ca
0,6 cm?. Métuppstallningen baserade sig langt pa métsystemet Torsi et al. sammanstéallde
for biosensormétningar [8]. Strommen genom transistorn bestdmdes som en funktion av
spanningen med hjilp av ett datorstyrt matinstrument (Keithley eller Agilent) samt egen-

programmerad LabVIEW-mjukvara.

Vs

Vb

Elektrolyt: HPLC HyO
Lm Halvledare: P3HT

Figur 3.3: Schematisk illustration av matuppstillningen. Gateelektroden &r fist i en klimma

och &r kopplad till samma matinstrument som source- och drainelektroderna.
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3.3 Matprocedur

Matproceduren foljde till stor del Macchias protokoll for elektrisk detektion med en
IMOFET-biosensor [43]. Transistorns strom- och spanningsegenskaper bestdmdes genom
att utfora métningar bade i utmatnings- och oOverforingslage. Dessa gjordes med en
ofunktionaliserad gateelektrod, som héddanefter kallas for referenselektrod. De flesta
métningar har utforts med en Kapton-Ti-Au elektrod som referens men vid senare
matningar anvandes istéllet rent guld som referenselektrod. Utmatningsegenskaper
bestdmdes genom att méta drainstrommen [p nédr drainspanningen Vp varierades fran
0,0V till —0,5V och tillbaka till 0,0V i steg om 0,05V. Denna variation utférdes for
10 st. olika gatespanningar Vi som likadant varierades fran 0,0V till —0,5V i steg om
0,05 V. Detta gjordes for att se om transistorn fungerade val och for att bestamma vid

vilken Vp transistorn befann sig i méttnadsomradet, se Figur 3.4.

0,0 -0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5

Figur 3.4: Ett exempel pa en transistors utmatningskarakteristik nir Vp varierades fran 0,0V
till —0,5V for 10 st. olika V. Fran dessa matningar valdes Vp = —0,4V som den konstanta
drainspanningen for overforingsmétningarna, eftersom transistorn befann sig i méattnadsomradet.

I 6verforingslaget holls Vp konstant pa —0,4V och transistorn befann sig i mattnadsom-
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radet. Vg varierades nu fran —0,1V till —0,7V och tillbaka till —0,1 volt i steg om 0,01 V.
Detta gjordes forst med referenselektroden for att igen se om transistorn fungerade vél
samt for att stabilisera den. Stabilisering kravs eftersom [ sjunker med tiden vartefter
overforingsmétningar gors, vilket leder till att de kéansliga kontrollmétningarna kan ge
felaktiga resultat. Darfor ska strommen genom transistorn vara sa stabil som mojligt
fore kontrollmétningarna paborjas. Stabiliseringsperioden kan ta nagra timmar upp till
nagra dagar, beroende pa transistorn. Under denna stabiliseringsperiod kommer den
organiska halvledaren att degraderas av luft, vatten och de applicerade spanningarna.
Genom att observera maxvardet av drainstrommen Ip .y fOr varje variation av Vg
kunde transistorns degradering observeras. Ip m.x kunde édndra fran ca —40 pA till —2pA
under en stabilisering. Nér foréndringen av Ip max blev tillréckligt liten mellan ett antal
paféljande oOverforingsmatningar ansags stabiliseringen med referenselektroden vara

tillracklig.

! | ! | ! | ! | ! | !
-0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7
Vb (V)

Figur 3.5: Ett exempel pa en transistors éverforingskarakteristik nar Vi; varierades fran —0,1V
till —0,7V i stabiliseringsméatningar med referenselektroden. Strommens absoluta varde samt

hysteres minskade nér transistorn stabiliserades.

Efter avklarad stabilisering pabérjas kontrollmétningarna. Onskad funktionaliserad gate-
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elektrod anvands nu istéllet for referenselektroden. En liten stabiliseringsperiod kan be-
hévas eftersom biolagret pa den nya elektroden kan fortsattningsvis paverka transistorn.
P& grund av att analyten ar utspiadd i Bl ska systemet aven stabiliseras till bufferten.
Detta gors genom att placera gateelektroden i en 100 pulL stor droppe med B1 utan analyt i
10 min varefter den skoljs forsiktigt av med HPLC H5O och placeras tillbaka pa resistorns
vattenbehallare for att igen stabiliseras med 6verforingsmatningar. Denna process upprep-
ades tills forandringen av Ip max mellan tvd av dessa inkubationer blir tillrackligt liten och
systemet ansags anpassat till bufferten. En av dessa stabila éverforingsméatningar anvands
som baslinje for kontrollmétningarna. Elektrisk detektion av analyten paborjas efter den
sista stabiliseringen och en bra baslinje har uppnatts. Detta gors pa samma sétt som in-
kubation av gateelektroden i B1 férutom att nu anvédnds analytlosningarna istéllet. Alla
kontrollmétningar paborjas med den ldgsta koncentrationen, 0,1 zM eller 1zM. I den posi-
tiva kontrollmétningen borde |Ip| 6ka efter varje inkubation med en hégre koncentration
av analyt, eftersom positiva laddningar pa ytan neutraliseras. Nar |Ip| inte ldngre okar
med koncentrationen &r ytan maéattad med analyt och experimentet kan avslutas. I de
negativa kontrollmétningarna borde |Ip| inte 6ka med koncentrationen av analyt och ex-
perimentet kan avslutas niar samma slutkoncentration som i de positiva kontrollen natts
eller nar alla koncentrationer anvénts. Experimentet avslutas med att méata 6verforings-
egenskaper med referenselektroden for att observera om transistorn har degraderats under

kontrollmétningarna.
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Kapitel 4

Resultat och diskussion

4.1 Behandling av resultat

4.1.1 Normalisering

Strom- och spanningsegenskaperna varierade mycket mellan de olika transistorerna som
anvandes. Detta beror pa en hel del olika fenomen som har att gora med hur transistorn
ar uppbyggd, till exempel kunde vissa transistorer ha haft ett tjockare aktivt lager &n
andra. Detta gav upphov till att strommen Ip .« for baslinjen kunde variera mellan 1 pA
och 10 pA beroende pa transistorn. Genom att géra en normalisering av métresultaten
elimineras stora delar av denna variation, dock inte allt. Den uppmétta drainstrémmen
Ip, for en viss koncentration ¢ jamfoérs med baslinjestrommen I, som ar drainstrommen
nar ingen analyt har blivit tillsatt. Hur strommen Ip . har 6kat eller minskat jamfort med

baslinjestrommen fas enligt

= De” (4.1)

och anvinds som biosensorns respons R. Alla strommar i normaliseringsekvationen ar
beroende av Vi och responsen beror mycket pa vid vilken gatespanning strommarna un-
dersoks. I de positiva kontrollméatningarna syns de storsta viarden pa Al./Ij i transistorns
undertroskelomrade, vilket gor det omradet mest attraktivt for analysering. Eftersom
troskelspanningen varierar mellan olika transistorer kommer ocksa understroskelomradet
att hittas vid olika V. Responsen Al./Iy undersoks som en funktion av Vi for att enkelt
identifiera var dess hogsta varde erhalls och Vi ymax r da spanningen dér den maximala

responsen hittas. I de negativa kontrollmétningarna borde responsen hallas néara 0, vilket
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gor det svart att direkt hitta den spdnning som ar jamforbar med den positiva kontrollmét-
ningens Vg rmax. Men genom att anvinda sig av spanningsskillnaden AV = Vi — Vg imax

fas ett jamforbart Vi; dar responsen undersoks for de negativa kontrollmétningarna.

4.1.2 Positiv kontroll med icke-fosforylerad peptid

Det positiva kontrollexperimentet utfordes med en icke-fosforylerad peptid (MOb5) fast pa
den funktionaliserade gateelektroden. Som analyt anviandes den komplementéra peptiden
(Pep28) 1ost i buffert B1. Efter att en fullstindig métning med de relevanta koncentra-
tionerna utforts, undersoks responsen som funktion av gatespédnningen for att hitta det
Ve rmax var okningen av |Ip| har varit storst, se Figur 4.1. Troskelspanningen i denna
matning var for varje koncentration kring Vpy = —0,23V och det ér tydligt att storsta

skillnaden i strommen syns just i undertroskelomradet.

VG ,rmax VT

Respons AT/I

L | L | L | L | L | L
0,1 0,0 -0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5
Ve (V)

Figur 4.1: Responsen AT /I, som funktion av Vz nér spanningen varieras fran 0,1V till —0,5V,
for sju st. olika koncentrationer av analyt. Vg rmax Véljs godtyckligt som ett medeltal av den
spanning dér responsen for de olika koncentrationerna &r hogst. I denna métning var medelvardet

av troskelspanningen Vp = —0,23V och Vg rmax valdes till —0,09 V.
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4.1.3 Negativ kontroll med fosforylerad peptid

Ett av de negativa kontrollexperimenten utférdes med en fosforylerad peptid (pMO5)
fast pa den funktionaliserade gateelektroden. Som analyt anvindes den komplementara
peptiden (Pep28) 16st i buffert B1. Efter att en fullstindig méatning med de relevanta
koncentrationerna utforts, undersoks responsen som funktion av gatespanningen, Figur
4.2. Denna negativa kontrollmétning undersoker om det ar mojligt for den komplementéara
peptiden att binda sig till den funktionaliserade elektrodytan, antingen specifikt i den

fosforylerade receptorpeptiden eller icke-specifikt i ndgon annan del av biolagret.

VG,rmaX VT
T T T T T T T T T
00F-=-=---- e —
0,1 F
5
~
N —
< i
8 -0,2 /
o
2 A
o= /
v / ——10aM ]
4 e 100 aM |
_ —— 1M
_0’4 ] ] , ] , ] ,
0,1 0,0 -0,1 -0,2 -0,3 -0,4

Figur 4.2: Responsen AT /I som funktion av Vi nér spanningen varieras fran 0,1V till —0,4V,
for sex st. olika koncentrationer av analyt. Strommen genom transistorn nér responsen ar 0 ar
samma som baslinjestrommen, det vill siga nar O0M av analyt har tillsatts. Vi max véljs god-
tyckligt i undertroskelomradet sé att det motsvarar spanningen for de positiva kontrollméatning-
arnas hogsta respons. I denna métning var medelvardet av troskelspanningen Vr = —0,09 V och

VG rmax valdes till —0,03 V.
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4.1.4 Negativ kontroll med biotinméattad yta

Det andra negativa kontrollexperimentet utfordes med en funktionaliserad gateelektrod
dar avidinet hade mattats med biotin. Som analyt anvandes den komplementéara peptiden
(Pep28) 16st i buffert B1. Efter att en fullstindig méatning med de relevanta koncentra-
tionerna utforts, undersoks responsen som funktion av gatespdnningen, Figur 4.3. Denna
negativa kontrollmétning undersoker om den komplementara peptiden kan icke-specifikt
binda sig till den funktionaliserade elektrodytan utan férekomsten av receptorpeptiden
(MO5). Detta kontrollexperiment utfordes inte efter att provtillverkningen fornyades och

streptavidin togs i bruk istéallet for avidin.

1 S bt TR —

Respons AT/

—_—10zM 4
— 100 zM |
laM |
— 10aM |
— 100 aM
08T . I . . I . I ._llﬂ\./I ]

-0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7
Ve (V)

Figur 4.3: Responsen Al/Ij som funktion av Vi nér spanningen varieras fran —0,1V till
—0,7V, for sex st. olika koncentrationer av analyt. Strommen genom transistorn nér responsen
ar 0 ar samma som baslinjestrommen, det vill sdga niar 0 M av analyt har tillsatts. Vg rmax valjs
godtyckligt i undertréskelomradet sa att det motsvarar spanningen for de positiva kontrollmét-
ningarnas hogsta respons. I denna métning var medelvardet av troskelspanningen Vyr = —0,41V
och Vg max valdes till —0,30 V. Under detta experiment degraderade transistorn mycket och

ID max med referenselektroden fordndrades fran 23 pA fore experimentet till 7,6 pA efter.
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4.2 Analys av resultat

Genom att analysera responsen for alla matningar vid deras respektive spanningar Vi ymax
som funktion av analytkoncentrationen fas biosensorns kalibreringskurva som innehéller

information om de olika kontrollmatningarna samt sensorns egenskaper, se Figur 4.4.

078 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
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© | —e— pMO5 ]
[ —A— Biotin
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-0,4 + -
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_078 | | L | | | L | | |

0,1zM 1zM 10zM 100zM 1aM 10aM 100aM 1fM

Koncentration av analyt

Figur 4.4: Responsen AI/Iy som funktion av analytkoncentration. Den positiva kontrollmét-
ningen (MO5) har en positiv respons, medan de negativa kontrollmétningarna (pMOS5 och
Biotin) har en negativ respons. Detektionsgriansen LOD har berdknats skilt for pMOb5- och

Biotinresponsen.

Det syns en tydlig skillnad i responsen fran den positiva kontrollmatningen jamfort med
de negativa kontrollmétningarna och bindningen av analyten till den icke-fosforylerade
receptorpeptiden okar strommen som flyter genom transistorn. Vid koncentrationerna
0,1zM till 10zM &r responsen under detektionsgransen erhéllen fran kontrollmatningen
med biotin, det vill sdga analyten kan icke-specifikt ha bundit sig till den funktionalise-
rade elektrodytan och saledes ha orsakat en 6kning i strommen. Vid 100zM kan det med
sikerhet konstateras att en biokemisk reaktion har tagit plats som stammer Gverens med
hypotesen; en neutralisering av positiv laddning pa elektrodytan har férekommit pa grund

av att analyten och receptorpeptiden reagerat. Med hjalp av det elektriska dubbelskiktet
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har denna elektrostatiska forandring okat mangden laddningsbarare i den organiska
halvledarens aktiva kanal och siledes flyter mera strom genom resistorn. Vid 10aM

verkar biolagret ha blivit mattad eftersom responsen inte 6kar med hogre koncentrationer.

Biosensorns detektionsgrins i form av den lagsta igenkdnnbara analytkoncentrationen
fas fran dessa experiment som 100zM. En 6kning av strommen forekommer inte i de
negativa kontrollmétningarna, dérféor kan det konstateras att biosensorn ar selektiv
och endast detekterar analyten. Genom att anpassa en rak linje till kalibreringskurvan
mellan koncentrationerna 10zM och 10aM fas biosensorns kdnslighet som ~0,19 /dec,
det vill sdga responsen okar med 0,19 for varje storleksordning av analytkoncentration

tills detektionselementet blir saturerat.

Antalet peptider som finns i 100 pL buffert B1 med analytkoncentrationen 100zM kan

berdknas med hjalp av Avogadros konstant:

n=c-Ny-V

1
n = 100zM - 6,02214076 - 102 — - 100 uL
mol

n = 6st. peptider

Sannolikheten for att n st. detektionshéndelser intraffar kan antas vara Poissonfordelad
[19] vilket betyder att felet blir +4/n. Vid koncentrationen 100zM kan det da antas att
(6 + 2) st. detektionshéndelser har intréffat.

I de positiva kontrollexperimenten har responsen Al./ I varit storst i undertroskelomradet
medan drainstrommen [Ip vid maximala Vi knappt har forandrats alls, se Figur 4.1.
Detta betyder att fore en driftstrom kan flyta mellan source- och drainelektroden, det vill
sdga under troskelspanningen Vi, paverkas den aktiva kanalen av analyten och antalet
laddningsbérare genom den dr hogre nir forekomsten av analyt finns. Over Vz ér responsen
betydligt lagre, vilket kan antyda att analytens effekt har féorminskats i och med att en
driftstrom kan flyta genom halvledaren. Det ar viktigt att komma ihag att drainstrommen
i undertroskelomradet beskrivs av andra ekvationer an de som presenterades i avsnitt 2.1.3
och 2.2.2. Som f6ljd av detta ar det kanske inte idealt att undersoka responsen i detta

omrade, dven om det ger de bésta viarden for biosensorns kanslighet och detektionsgréns.
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4.2.1 Problem och mdéjliga forbattringar

Utav narmare 20st. paborjade positiva kontrollmatningar har endast tre st. gett noj-
aktiga resultat. Repeterbarheten hos experimentet har alltsa varit valdigt daligt, medan
reproducerbarheten har varit béttre eftersom de métningar som lyckats ge forvintade
resultat har blivit utférda med olika konfigurationer av biosensorn och métproceduren.
Det storsta problemet med detta experiment &r att det finns manga olika faktorer
som kan dndra pa overforingsstrommen genom IMOFET:en. Den enda reaktion som
borde fordndra strommen ar bindningen av peptiderna, vilket enligt teorin ska oka pa
stromstyrkan |Ip|. Men eftersom det finns manga olika delar i den kompletta biosensorn
ar det svart att precisera vad som forandrar [Ip|. Om en métning ger likadan form pa
responsen som i Figur 4.1 borde atminstone peptiderna ha bundits till varandra och
den storsta fordndringen i |Ip| fran baslinjen syns tydligt som en topp vid undertroskel-
omradet. Samma form pa responsen men forskjuten till ett lagre |Ip| dn baslinjen har
dock ocksa observerats. Ett sadant resultat tyder pa att bindning av peptiderna sker
men transistorn degraderar under experimentet som paverkar overforingsstrommen mer
an peptidreaktionen. I Figur 4.3 har responsen for vissa koncentrationer just denna form,
vilket kan antyda att analyten har icke-specifikt bundit sig till biolagret och |Ip| skulle

ha 6kat om inte degraderingen hade forskjutit baslinjen.

Biosensorns transduktor, det vill sdga OFET:ens resistor, verkar ha orsakat de flesta
problem eftersom det har varit svart att fa stabila overféringsstrommar under stabil-
iseringsperioden. Det leder till svarigheter att fa en bra baslinje att jamfora strommen Ip
med. I dessa fall har ingen kontrollméatning paborjats, utan en ny resistor har tillverkats
och stabiliserats. Ett annat problem ar degradering som pagar under matningarna, vilket
kan identifieras genom att jamfora overforingsstrommar med referenselektroden fore och
efter kontrollmatningen. Problem med resistorn uppstar oftast pa grund av den organiska
halvledaren. Elektrolyten samt de manga olika &mnen som finns pa den funktionaliserade
gateelektroden kan orsaka dopning av halvledaren som i sin tur fordndrar 6verforings-
strommarna. Faradaiska strommar genom elektrolyten kan ha uppstatt nar Vg = —0,7V
eftersom det ar utanfor vattnets elektrokemiska spanningsfonster. Detta kan i sin tur ha

orsakat reaktioner som degraderade bade den organiska halvledaren och biolagret.
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Det kravs ocksa béttre forstaelse for hur den funktionaliserade elektrodytan forandras
nar en analyt fasts i den, samt hur det paverkar den aktiva kanalen mellan source-
och drainelektroden. Eftersom det handlar om elektrisk detektion fas responsen som
forandringen av drainstrommen Ip och saledes spelar valet av gatespanning Vi som
responsen undersoks i stor roll. Biosensorns egenskaper, sasom detektionsgransen och
kansligheten, paverkas till stor grad av detta val. I denna avhandling presenterades
responsen i Figur 4.4 vald vid en gatespinning under trdskelspinningen, Vg < Vy. Ar
undertroskelomradet en palitlig region att undersoka responsen i, eller borde det finnas
en fullstdndigt ledande kanal fore analytens inverkan kan sdkerstéllas? Hur den strom
som flyter i undertroskelomradet paverkas av elektrolytens seriekapacitanser samt den
biokemiska reaktionen vid biolagret borde undersokas narmare. Valet av spanningen
Ve att undersoka responsen i kan paverka mycket de viarden som fas for bland annat

kansligheten och detektionsgransen.

Under projektets tid har manga forbéattringar kring hela méatuppstéllningen och prov-
tillverkningen gjorts. En enhetlig modell av gateelektroden har tagits i bruk, det wvill
sidga alla gateelektroder har samma form och storlek. En ozonrengorare anvinds for att
rengora och aktivera guldytorna pa elektroderna fore kemisorptionen av SAM, som i sin
tur nu gors helt i kvaveatmosfar. Hela gateelektroden técks med det sjélvorganiserade
monolagret, medan endast en del av den tédcks med biolagret, vilket har forkortat den
nodvandiga stabiliseringstiden i sjalva matningarna. Streptavidin 16st i fosfatbuffrad salt-
16sning (eng. phosphate-buffered saline, PBS) anvands istéllet for avidin 16st i B1. Detta
borde ha minskat mojligheten for analyten att icke-specifikt binda sig till elektrodytan
eftersom streptavidin har neutral laddning jamfort med avidinets positiva laddning [44].
Matstationen har fornyats med béattre nalar, storre arbetsyta och ett vakuumsystem
som haller anordningen pa plats. Den organiska halvledarens koncentration har okats
(4mg/mL) och resistorn har saledes fatt béattre karakteristik och livslangd. Resistorns
degradering 6vervakas under kontrollmatningarna genom att méta overforingsstrommar
med referenselektroden medan den funktionaliserade elektroden inkuberas i analyt-
l16sning. En storre vattenreservoar har anslutits till vattenbehallaren pa resistorn for att
automatiskt fylla pa vatten varefter det avdunstar. Ett nytt métinstrument (Keithley)

har ocksa tagits i bruk som har effektiverat métproceduren. Spanningsfonstret for
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svepningen i oOverforingslaget har fordndrats, 0,1V till —0,4V, och 6verskrider inte

langre vattnets elektrokemiska spénningsfonster.

Av de resultat som presenterats hittills i denna avhandling ar det endast tva st. nega-
tiva kontrollmatningar med fosforylerade peptider som har utforts efter att forbattringar
till matuppstallningen och provtillverkningsprotokollet gjorts. Flera kontrollmatningar,
bade negativa och positiva, med de nya tillverknings- och matprotokollen har utforts av
Axel Luukkonen, Amit Tewari och Amirmohammad Ghafarihashjin. Figur 4.5 innehaller
resultat fran bade det som redan presenterats och fran de nya métningarna, féorutom
fran experimenten med en biotinmattad funktionaliserad elektrodyta eftersom de inte
har upprepats. Analysen av all respons har ocksa utforts vid en gatespédnning 0,1 mV
over troskelspanningen, vilket betyder att en driftstrom flyter genom halvledaren och de
problem som kan uppsta med undertroskelomradet har eliminerats.

0,8 — 71—

[ —=— MO5
0,6 -

Respons AT/
o
I

0,8 I T R T S R S
0,1zM 1zM 10zM 100zM 1aM 10aM 100aM 1fM

Koncentration av analyt

Figur 4.5: Responsen AI/Iy som funktion av analytkoncentration. Resultaten innehaller bade
den respons som redan presenterats samt fran méatningar som utforts efter att hela matsystemet

forbattrats.
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Kapitel 5
Sammanfattning och slutsatser

Den jonmodulerade organiska félteffekttransistorns roll som ultrakénslig och markorfri
biosensor har utforskats. En teori om hur ytférandringar leder till igenkdnning av
biokemiska reaktioner har foreslagits. En OFET med elektrolyt som dielektriskt &mne &ar
kanslig till forandringar pa elektrodytorna pa grund av den hoga kapacitans som uppstar
i samband med de elektriska dubbelskikt som bildas vid gateelektroden och halvledaren.
For att utforska mojligheten for detektion av enskilda molekyler har peptider specifikt

designade for detta projekt anvénts.

Biosensorns detektionselement bestar av komponenter féista vid falteffekttransistorns
gateelektrod. For att detektera om peptiderna ger upphov till en bindningsreaktion byggs
ett biolager upp pa elektroden dar en fysikalisk-kemisk foréndring uppstar till foljd av
reaktionen. Sjilva falteffekttransistorn fungerar som biosensorns transduktor eftersom
de strommar som flyter genom transistorns aktiva kanal paverkas av de fordndringar
och reaktioner som hénder pa gateelektroden. Peptidbindningsreaktionen astadkommer
en forandring av gateelektrodens elektrostatiska tillstand som gor att mera strom flyter
genom transistorn. Denna egenskap gor det enkelt att utfora kontrollexperiment med

peptider som inte binder sig till varandra.

Experimentella resultat visar att detektion av ett fatal analytpeptider har demonstrerats.
Kontrollexperimenten visar ocksa att det handlar om en detektionsgréns pa (6 + 2) st.
peptider. Experimenten har dock préglats av manga problem som har gjort det svart att

fa tillforlitliga resultat. Flera experiment behovs for att eliminera systematiska matfel
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och fa noggrannare resultat. Eftersom experimenten har utforts under en langre tid har
vissa forbattringar av méatprotokoll och métinstrument gjorts. Dessa har bidragit till att
det nu ar enklare att fa tillforlitliga resultat samt att projektet har utvecklats vidare. En

sammanfattning av dessa nya, battre resultat har dven presenterats i denna avhandling.

Den ultrakansliga och markorfria biosensorn som utvecklats under arbetets gang spelar
en central roll i ett antal nya forskningsprojekt. Denna avhandling fungerar som ett be-
vis pa koncept for denna sorts anordning. Den funktionaliserade gateelektrodytan kan
modifieras med andra biomolekyler an de specifika peptider som beskrivits i denna av-
handling. Detta gor det mojligt att detektera andra biokemiska reaktioner, till exempel
med antikroppar och antigener som ar biomarkorer for olika sjukdomar. Nésta steg med
de specifika peptider och den biosensor som anvéants i denna avhandling dr att detektera

den enzymatiska reaktion som faster eller tar bort peptidmodifikationen.
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