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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BEYIN HASTALIKLARI TANISINDA KULLANILAN MiKROELEKTROTUN
FOTOREZIST ILE YALITILMASI

Oguzhan OYAR

Atatiirk Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi
Elektrik ve Elektronik Miihendisligi Anabilim Dal1
Devreler ve Sistemler Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Tevhit KARACALI

Noron popiilasyonlarinin es zamanl saniye temelli kaydi, giderek artan beyin hiicreleri
ve diger noron aglar arasindaki fonksiyonel iligkilerin daha iyi anlasilmasina gerekli
olarak kabul edilmistir. Tekil noronlarin elektriksel aktivitesini kaydetmek igin
mikroelektrot kullanimi, sinir sistemini anlayisimiza katkida bulunmustur. Bu amag i¢in,
ince film ¢ok boliimlii mikroelektrot dizileri kablo demetlerine kiyasla bir¢ok avantaja
sahiptirler. ~ Memelilerin  merkezi  sinir  sisteminde bulunan en  Onemli
norotransmitterlerden olan L-glutamate; sizofreni, parkinson, epilepsi ve hiperaktivite
gibi birgok beyin hastalig: ile iligkili oldugundan, bu enzimin varligin1 ve davranigini
kaydetmek, tan1 ve tedavide biiyiik Gnem arz etmektedir.

Aragtirmamizin amaci; beyin hastaliklarin1 belirlemede ¢ok etkili bir yontem olan
voltametri  teknigiyle norotransmitter Ol¢limiiniin  en Onemli parcast olan
mikroelektrotlarin, yapilabilecek en uygun geometride lretilmesi ve kayit sirasinda
meydana gelen giiriiltiilerin azaltilmas: i¢in kayit alanlar1 disinda kalan iletkenlerin
yalitilmasidir.

2018, 44 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mikroelektrot, Norotransmitter, Amperometrik Algilama,
Dontistimlii Voltametri, Yalitim



ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION OF MICROELECTRODE USED IN THE DIAGNOSIS OF BRAIN
DISEASES WITH PHOTORESIST

Oguzhan OYAR

Atatiirk University
Faculty of Engineering
Department of Electricaland Electronics Engineering
Departmenf of Circuits and Systems

Supervisor: Prof. Dr. Tevhit KARACALI

Neuron populations increasing concurrent second-based recording, braincells and other
neuron networks necessary to a better understanding of the functional relationship
between. Using microelectrodes to record the electrical activity of single neuron shave
contributed much to our understanding of the nervous system. For this purpose, the thin-
film multipart mikroelektrot array shave several advantages compared to the cable bunch.
Located in the mammalian central nervous system is the most important neuro transmitter
L-glutamate; is associated with many brain disorders such as schizophrenia, Parkinson's
disease, epilepsy and hyperactivity, is of great importance in the diagnosis and treatment
to save the presence of this enzyme and its behavior.

The aim of our research; neurotransmitters by cyclic voltammetry, which is a very
effective method in determining the measurement of brain disease, which is the most
importantpart of the microelectrode is to produce themost favorable geometry that can be
done and reducing noise occurring during recording is insulated conductors except for the
recording area.

2018, 44 pages

Keywords: Microelectrode, neurotransmitters, amperometric detection, cyclic
voltammetry, Insulation
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1. GIRIS

1.1. Motivasyon

Elektrotlara bir potansiyel uygulandiginda mikroelektrot yiizeyindeki potansiyel eger
yeterliyse, ¢calisma elektrotu, kayit bolgesi tizerindeki molekiilleri direkt olarak okside
veya rediikte edebilir. Okside molekiiller, kayit bdlgesine molekiil verirken, rediikte
molekiiller kayit bolgesinden elektron alirlar. Bu faradaik reaksiyonlardan olusan
akimlar, mikroelektrot c¢evresindeki dokulardaki elektro aktif molekiillerin

yogunluklariyla birebir orantilidir.

Mikroelektrotlarin ~ ger¢ek  hayattaki adaptasyon sahasina gelecek olursak,
mikroelektrotlarin = segicilik ¢emberine giren enzim-hastalik iliskisini bilinyesinde
bulunduran hastalarin daha hizli tedavi ve iyilesme siireci i¢in elverigli bir ortamda
verilerin siirekli incelenmesi ve bunlarin gercek zamanli olarak kayit altina alinmasi
gerekmektedir. Bu kayit ve gozlemler igin giyilebilir ve minik boyutlu mobil cihazlarin
gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. Bu gelisim asamasinin en 6nemli pargalarindan biri de
mikroelektrotlarin daha kiiciik, daha verimli ve daha cesitli 6l¢iim sahasina sahip
olmasidir. Bu elektrotlara sahip cihazlar sayesinde hastalar siirekli olarak gozetim altinda
tutulabilecek ve acil durumlarda hastaya daha erken miidahale edilebilmesine olanak

saglanacaktir.

Bu ¢alismada baz1 beyin hastaliklarindan sorumlu oldugu diisiiniilen nérotransmitterlerin
davraniglarinin algilanmasinda kullanilan mikroelektrotlarin fabrikasyonu, iizerlerinin
fiziksel ve kimyasal kaplamasi, {retilen mikroelektrotlarin test edilmesi
gerceklestirilmistir. Uretim siiregleri tamamlanan mikroelektrotlar kullanilarak dopamin
ve Hidrojen Peroksit’ in elektrokimyasal 6lgtimleri yapilmustir. Segicilik, hassaslik ve
cevap siireleri kiyaslandiginda Seramik tabanli mikroelektrotlarin karakteristiklerinin
silikon tabanli elektrotlara gore daha iyi oldugu gosterilmistir. (Burmeister et al. 2000).

Silikon tabanli mikroelektrotlarin 6zellikle dopamin segiciliginin diisiik olmasi, yiiksek



giiriiltii akimlarma ve diisiik tespit giiciine sahip olmasindan dolayr seramik tabanli

mikroelektrotlarin tercih edilme sebebi daha da giiglenmektedir.

1.2. Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda elektrokimyasal kayit almak igin alttas olarak seramik ve silikon,
yalitim tabakasi olarak ise fotorezist, SiO> ve Al>O3 kullanilarak gesitli mikroelektrot
tiretimi gergeklestirilmistir. Bu mikroelektrotlardan da igerisinden en iyi sonuglarin hangi
yalitim tabakasindan elde edilecegi belirlenerek in vivo deneylerle dopamin ve Hidrojen

Peroksit’ in elektrokimyasal 6lgtimleri yapilmistir.

Mikroelektrotlarin {iretimi esnasinda da ¢esitli litografi teknikleri kullanilmistir. Bu
teknikler ile Class-100 simnifi temiz oda ortaminda tiim tiretim asamalar1 hassas bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda, Parkinson, Epilepsi, llag¢ Bagimlilig1 ve Sizofreni gibi hastaliklara
sebep olan dopamin, glutamat, seratonin vb. ndrotransmitter seviyelerin iiretilen
mikrosensorler araciligiyla stirekli gergek zamanli 6lgiimleri alinarak, hastaligin tani ve

tedavisine katki saglanmasi amaglanmaktadir.

1.3. Literatiirde Yapilan Calismalar

Sinirbilimciler, beyin ve merkezi sinir sisteminin igleyisini incelemek i¢in ¢ok sayida arac
kullanmaktadir. Elektrokimyasal yontemler, c¢ok sayida nodrokimyasal ¢evre ve
molekiiliin ¢alisilmasi i¢in ¢ok yonlii tekniklerdir. Mikroelektrodlarin kullanimini i¢eren
bu elektrokimyasal yontemler gesitli voltametrik tekniklerle sinaptik vezikiiller, tek
hiicreler, dokular, anestezi uygulanmis beyin ve uyanmis, anestezi edilmemis beyin de
dahil olmak iizere cesitli ortamlarda cesitli ndrokimyasallar1 izlemek ve 6lgmek icin

kullanilir.



Elektrokimyasal arastirmanin temelleri ve sinirbilimde kullanilan yéntemler Nobel Odiilii
kazanan Jaroslav Heyrovsky eserinden esinlenmistir. Heyrovsky ve ekibi, elektroliz ile
metal yiizeylerdeki analitleri incelemekle, bir potansiyel uygulayarak elektron ekleme-
cikarma ile ilgileniyordu. Heyrovsky, diisen civa elektrodunda iiretilen akimi 6lgerek, ilk
elektro-analitik 6l¢timiin olusturulmasiyla, sodyum iyonlarmin ¢ékelmesini dogru bir
sekilde ongordii ve Olctii. Analitleri tanimlama ve 6lgme i¢in yaptigi yeni teknik "kutupsal
grafi" olarak adlandirildi. Bu akim-voltaj grafigini kaydetmek igin gelistirilen otomatik
aygittan ("polargraph") sonra geldi. Giiniimiizde polarografi voltametri olarak bilinir. iki
yontem de farkli uygulanan potansiyellerde farkli analitler tarafindan iiretilen akimi

izlemek ve 6lgmek icin kullanilir ancak ilkeler hala aynidir.

Heyrovsky'nin kesfinden elli yil sonra, elektrokimya uzmani Ralph Adams, daha 6nce
higbir elektrokimyacinin bulunmadigi yere, yani beyne ulasmistir. O, Kiigiik elektrotlarin
beynin i¢ine implante edilebilecegini One siirmistir. Adams, karbon pasta
mikroelektrodlariyla  calisirken, Francois Gonon ve Fransa'daki ortaklari,
norotransmitterleri tespit etmek ve izlemek icin kemirgen beyinlerine karbon

elyaflarindan olusan mikro elektrodlar yerlestiriyorlardi.

Elektrokimyasal yontemler ve cihazlar, in vivo ¢ok sayidaki tiiriin tespit edilmesinde
istiin uzaysal ve zamansal ¢oziiniirliikk saglar ve bu da sinirbilimlerde yararl bir arag
haline gelmistir. Elektrokimyasal yontemler vezikiillerden norotransmitterlerin
salinmasin1 arastirmis, tek hiicrelerden salgilanan kimyasali incelemis, beyin dokusu
dilimlerinde dopamin salinimi {izerindeki farmakolojik manipiilasyonun etkisini
incelemis, anestezi altindaki beyindeki glutamat aktivitesini izlemis ve uyanik beyindeki
dopamin diizeylerindeki degisikliklerle lokomotor aktiviteyi iliskislendirmistir.
Elektrokimyasal yontemlerin ¢ok yonliiliigii, patch clamp ve elektrofizyoloji gibi diger

tekniklerle kullanimini da kapsar.

Mikroelektrotlarin kayit bolgesi olarak kullanimlart 1964 yilina kadar dayanmaktadir.

Frank ve Becker’in 1964 yilinda yayimladig: ‘Kayit ve simiilasyon i¢in mikroelektrotlar’



isimli makale bunun en 6nemli kanitidir. (Frank and Becker, ‘Microelectrodes for

Recording and Stimulation’,Physical Techniques in Biological Research).

Najafi’nin 1986 yilinda yaptig1 ¢alisma ise elektrotlarin noroloji alaninda kullaniminin
yayginlastirilmaya ¢alisildiginin ve bu elektrotlarin insan sagligi i¢in ¢ok dnemli bir tani
aract olmaya basladiginin gostergesi olmustur. Bu c¢alismada,on-chip isaretleme islemi
ile, implante edilebilir on kanall1 cok elektrotlu kayit dizisinin gelisimi anlatilmaktadir.Bu
aktif prob, hiicre dis1 noral biyopotansiyellerin uzun stireli kaydi i¢in ve kapali halkali
sinir protezleri i¢in bir temel olarak kullanilabilirligini gostermistir. Prob, 100um aralikli
olarak bulunan on kayit elektrodundan kaydedilen sinirsel sinyalleri yiikseltmek,

cogullamak ve tamponlamak i¢in on-chip devresini igerir.

Bruno Frazier, David O’Brien ve Mark Allen’in 1993’te yaptig1 caligmada da, hiicre dis1
uyar1 ve ndronlarin kaydi i¢in iki boyutlu metalik mikroelektrod dizilerinin iiretimine
baslanacaginin sinyalleri verilmistir. Diziler, yapisal malzeme olarak nikel ve sinirsel
kayit alanlarinda maruz kalan materyal olarak altin kullanilarak bir silikon alt tabakada

imal edilmistir.

Burmeister and Gerhardt’in 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada, seramik alt tabakalarin
silikondan daha giiclii ve yalitkan olusunun in vivo elektrokimyasal 6l¢timler i¢in onlari
daha iyi hale getirdigi savunulmustur. Bu calismadaki tasarimlar, fotolitografi kullanarak
seramik levhalar iizerinde dort alanli (50x50pum, aralart 200 um bosluklu) elektrot
olusturmaya dayanmaktadir. Kayit yerleri ve baglanti hatlari, baglanti hatlarin1 izole
etmek igin bir poliimid kaplamali Pt' den yapilmistir. Elektrokimyasal dopamin ve
hidrojen peroksit Ol¢limleri, elektrotlarin duyarlilik, secicilik ve tepki 6zelliklerinin
onceden yayinlanmis silikon alt tabaka tabanli mikroelektrodlarinkini astigini1 destekler

(Burmeister et al. 2000).

Burmeister ve arkadaslarinin 2002 yilinda yayimladigi bir diger c¢alismada ise
memelilerin merkezi sinir sisteminde L-glutamat’ m hizli 6lglimleri igin gelistirilmis

seramik tabanli mikroelektrot anlatilmaktadir. Bu ¢ok bolgeli seramik mikroelektrotlar



Ince Film Teknolojileri ile baglantili olarak iiretilmistir. Elde edilen mikro diziler, Pt
baglant1 hatlarina ve kayit yerlerinden yaklasik 1 cm uzatilmig kablolama alanlarina sahip
50x150 um?2 Pt kayit yerlerinden olusuyordu. Asil énemli olan da iletim hatlarini izole
etmek igin, kayit bolgeleri ve kablolama alanlar1 hari¢ tutuldugunda, mikroelektrot
yiizeyleri ilave bir maske ve yaklasik 5000 dev/dk. ‘da calisan bir yari iletken fotorezist
kullanarak poliimid (1.5-2.0 um kalinlik) ile kaplanmasiydi.

L-laktat’ in in vivo dogrudan olglimleri ¢esitli yaklagimlarla saglanmistir. Mikro diyaliz
hem kan hem de beyindeki I-laktat 6l¢iimiinde kullanilmistir. Buna ek olarak, I-laktat’ in
beyinde ve kanda deri altindan Olgiilmesi igin biyosensorlerle birlikte kateterler
kullanilmigtir. Entegre mikroelektrotlara sahip ultra diisiik hacimli mikro-titre odalar tek
kalp hiicrelerinden 1-laktat 6lgmek i¢in kullamilmistir. Son olarak, I-laktat ve glikozu
6lecmek icin silikon yongalara dayanan bir algilama diizeni kullanilmistir. Biyosensorler
dogrudan dokulara implante edilebilir ve daha dnce bahsedilen bir¢ok yontemden daha
iyi zamansal c¢ozlinlirlik saglayabilir. Bu yazida, seramik bazli bir c¢ok bdlgeli
mikroelektrod dizisi kullanan MSS dokularinda in vivo dlgimler i¢in yeni bir I-laktat
mikroelektrot anlatilmaktadir. L-laktat oksidazin kayit alanlarina immobilizasyonu igin
kaplama prosediirii degistirildi ve poliiiretan kullanarak kayitlarin dogrusal araligini
degistirildi. Buna ek olarak, poliimid izolasyon katmani gelistirildi. Bu yeni
mikroelektrot, MSS'de dogru 1-laktat olglimleri igin seri tretilmis seramik bazli ¢ok
bolgeli mikro elektrod kayit dizilerini kullanmigtir. Buna gore, ortaya ¢ikan mikroelektrod
tasarimi, diisiik algilama limitleri, hizli tepki siiresi ve mikroarray'in dort bolgesinden

ayni anda kayit yapma kabiliyetine sahiptir (Burmeister et al. 2005).

Jiangang Du et al. (2009)sinirsel kayit uygulamalarina uygun kuru agindirma yontemi ile
elektrot tiretmislerdir. Elektrot 10mm uzunlugunda, 50um kalinliginda ve ortalama

100pm genisliktedir. Bu fabrikasyon stireci oldukga basit ve seri liretime uygundur.

Frey et al. (2010) 6,5mm uzunlugunda 50x150um Pt kayit bolgelerine sahip elektrotu
silikon alttas tizerine kuru agindirma yontemi ile iiretilmistir. Bu ¢calismada ayni1 bolgedeki

farklr analitlerin 6l¢imii aralarinda parazit olmadan yapilmistir.



2009 yilinda yapilan diger bir calismada silikon tabanli sinir uglart i¢in yeni bir
fabrikasyon teknolojisi sunulmustur. 2 boyutlu mikroproblarin yani sira 3 boyutlu
mikroproblar sinirsel kayitlar i¢in tasarlanmistir. Saglam ¢ift tarafli derin reaktif iyon
ekilmis silikon alttas iizerine fabrikasyon yapilmistir. Bu da elektrot geometrisinde 3
boyutlu kontrole izin vermistir. Bir 8 mm uzunlugunda elektrotta 4 tane ana kol vardir ve
her ana kol iizerinde 9 kayit noktas1 bulunmaktadir. Metalizasyon tabakasi buharlagtirma
yontemi ile olugturulmus, yollarin ve kayit noktalarinin olugsmasi igin lift-off yapilmistir

(Herwik et al. 2009).

Marton et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada olduk¢a uzun mikroelektrot dizisi
sunulmustur. Derin reaktif iyon asindirma yontemi ile 15-70 mm uzunlugunda farkli
elektrotlar yapilmistir ve ¢esitli konfiglirasyonlarda platin elektrotlarla donatilmistir. Fare
tizerindeki in vivo dl¢iimlerde iyi mekanik kararlilik, beyin bolgesine istenilen bolgeye
tam olarak yerlesebilme imkani saglanmistir. Kemirgen beyninin farkli bolgelerinde
yiikksek kalitede sinyal elde edilmistir. Silikon tabanli beyin elektrotlarinin mekanik
ozelliklerini etkileyen faktorler iizerinde caligmalar yapilmistir. Bu ¢calismada esneklikten
ziyade saglam elektrot amaglanmistir. 206pum ve 400pum kalinliginda 4 farkli uzunlukta

tasarlanmistir (15pum, 30pum, 50pum, 70pum).

2013 yilinda yapilan bir diger calismada ise ¢alismada ise diisiik fiyath nikel elektro-
kaplama yontemi ile nikel tabanli multielektrot kullanilmistir. Mekanik olarak silikon
tabanlidan daha sert oldugu goriilmiistiir. Baglant1 i¢inde parylene kablo kullanilmistir.
Parylene kablonun biyo-uyumlulugu kanitlanmistir. 422 mm uzunlugundaki parylene
kablo elektriksel baglantiy1 kolaylastirmistir ve paketleme problemlerini azaltmistir (Yu
et al. 2013).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. In Vivo Elektrokimyanin Temel Prensipleri

In vivo elektrokimya, ndronlarin kimyasal sinyalizasyonunu kaydetmek icin bir arag
saglayan memelilerin MSS’ ne adapte edilebilen mikroelektrotlar1 kullanir.
Mikroelektrotlarin kayit yiizeyi veya ¢alisma elektrodu (normalde Pt veya karbon gibi
pasif bir metal) ilgi konusu bilesikleri oksitleyebilir veya azaltabilir. Caligsma elektrotuyla
iyonik temasta olan bir referans elektrotuna, normalde bir Ag / AgCl referans elektroduna
kars1 bir potansiyel uygulanir. Mikroelektrot yiizeyindeki potansiyel yeterliyse, direkt
olarak calisma elektrodunun kayit ylizeyindeki molekiiller, asil elektrokimyasal
Ozelliklerine bagli olarak oksitlenir veya indirgenir. Oksitlenmis molekiiller kayit
yiizeyine bir veya daha fazla elektron verirken, indirgenmis molekiiller kayit ylizeyinden
elektronlar alirlar. Faradik reaksiyonlardan iiretilen akimlar, mikroelektrodu ¢evreleyen
dokudaki elektro aktif molekiil (ler) in konsantrasyonuna gére dogrusaldir. Bu temel ilke,

in vivo ¢alismalar i¢in in vitro kalibrasyon yontemleri saglar.

En basit elektrokimyasal tekniklerden biri amperometredir. Sabit bir potansiyelde akim
Ol¢timii icerir. Akim siirekli olarak izlenebilir, bu nedenle olaylar 1 ms’ den daha diisiik
sirede Olgiilebilir. Voltaj, calisma elektroduna stirekli olarak uygulandigindan;
mikroelektrottan kaydedilen Faradik olmayan arka plan akimi disiiktir ve
elektrokimyasal olarak aktif molekiillerin hassas Ol¢limleri yapilabilir. Ayrica, dogal
olarak elektrokimyasal yonden aktif olmayan molekiillerin 6l¢iimlerine izin vermek igin,
elektrokimyasal olarak aktif muhabir molekiilii (genellikle hidrojen peroksit) iireterek,
kay1t ylizeyine enzimler uygulanir. Pt kayit ylizeyinde Ag / AgCl referansina kars1 +0.7
V bir potansiyel uygulandiginda, yeni olusan peroksit oksitlenir ve elektronlarin Pt kayit
yiizeyine iletilmesiyle olusan akim degisimi saptanir. Oz oksidaz enzimleri i¢in bir
kofaktor olarak gerek duyulmasina ragmen, muhabir molekiiliiniin oksidasyonu, devam

eden reaksiyonlar i¢in Oz2'nin bir boliimiinii iiretir.



2.2. Biyosensorler

Biyosensor, bir doniistiiriiciiye yakindan bagli veya biitiinlesmis biyolojik algilama
elemanini igeren bir cihazdir. Genel amag, belirli bir kimyasal veya kimyasal madde

konsantrasyonuna orantili olan bir dijital sinyal tiretmektir.

2.2.1. Biyosensorlerin tanmim

Bir biyosensoriin en yaygin olarak kabul edilen tanimi: “herhangi bir 6rnekte kimyasal
tiirlerin konsantrasyonuna orantili 6lgiilebilir bir sinyal iiretmek i¢in uygun bir fiziksel
dontistiirliciiye sahip biyolojik olarak aktif bir elementi iceren bir analitik cihazdir”.
Biyosensor; kimyasal veya biyokimyasal, biyolojik bir sinyali 6l¢iilebilen ve islenebilen
elektriksel sinyale dontistiirebilir, kimyasal veya fiziksel dontistiiriicti ile birlestirilmis
biyolojik algilama materyali iceren bir cihazdir. Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, niikleik
asitler, enzimler, antikorlar, tam hiicreler, reseptorler, dokular, organeller ve daha fazlasi

biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama materyalleri arasinda sayilabilir.



immobilizasyon
Ornekleme

- Bioalgilama: Ceviren: Hesaplayan:
' Enzimler Elektrokimyasal Veri isleme
Antikorlar X Optik . Kontrol
DNA Problari Direks Piezoelektrik Model Yapma
: | Mikroplar Termal : Sebeke
¢ | Dokular Manyetik Kablosuz
. Etiketleme: @
Enzimler
Mikro- — Fliioresan
fabiikasyon Indirekt Kemiliiminesans

Biyoliminesans
Metal Partikiil

Sekil 2.1. Biyosensoriin bilesenleri (Li, Yanbin. 2006.)

Biyosensorde kullanilan doniistiiriicii; elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, kalorimetrik,
manyetik vb. olabilir. Biyoalgilama materyali, doniistiiriiciiye tespit edilebilir sinyal

gonderir.

Bir biyosensoriin modern konsepti, Leland C. Clark Jr. ve meslektaglarinin fikirlerine ¢ok
sey bor¢ludur. Enzimlerin, ana sensOriin analit araligini1 genisletecek olan 'enzim
elektrotlar' olusturmak igin elektrokimyasal detektorlerde sabitlenecegini one

siirmislerdir.

2.2.2. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimya, tipik olarak kat1 bir elektrot ve ¢ozelti igindeki tiirler arasindaki ara yiiz
sarj transfer islemleriyle ilgilidir. Bu yiik transfer islemleri, bir elektrotun bir elektrot
yiizeyi lzerinde elektro-¢okeltildigi veya siyrildigi durumlarda oldugu gibi, hem

oksitlenmis hem de indirgenmis tiiriin ¢6zelti iginde kaldigr durumda oldugu gibi metal
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iyonlart icerebilir. Elektrokimyasal biyosensorler, otekilerle kiyaslanirsa en eski ve en
gelismis biyosensorlerdir. Elektrokimyasal biyosensorler iizerine son arastirmalar
elektrot tasarimlarinin gelistirilmesine odaklanmistir (6rnegin boyut, etkin elektron alis-
verisi, nanomateryaller ve daha iyi sabitleme prosediirleri). Elektrokimyasal
biyosensorler amperometrik/voltmetrik, potensiyometrik ve iletkenlik-kapasitans-

impedans biyosensorler olarak ayrilabilir.

2.2.3. Amperometrik ve voltmetrik biyosensorler

Amperometrik ve voltmetrik biyosensorler elektrokimyasal sistem ile kendi akim
potansiyel iligkilerine gore siniflandirilabilir. Amperometrik sensorler, voltmetrik
sensorlerin bir alt grubu olarak tanimlanabilir. Tipik olarak, akim sabit bir potansiyelde
olgiiliir ve buna amperometri denir. Amperometride, bir elektrot yiizeyinde bir elektro
aktif analit tiirtinlin oksidasyonu veya indirgenmesi ile iiretilen akim kontrollii potansiyel
kosullar altinda izlenir. Akimin biiyiikliigii o zaman mevcut analit miktar ile ilgilidir.
Amperometrik biyosensorler, iki elektrot arasinda bir potansiyel uygulandiginda bir

akimin tretilmesi ile islev goriir.

Voltametri, bir analit hakkindaki bilginin, bir potansiyelin degistirilmesi ve daha sonra
ortaya c¢ikan akimin Olgiilmesi yoluyla elde edildigi bir elektro-analitik yontem
kategorisine aittir. Bu nedenle, bir amperometrik tekniktir. Potansiyelin kontrolli
varyasyonlar1 sirasinda bir akim 6lgiiliirse, buna voltametri denir. Bir elektrokimyasal
hiicrenin potansiyel farki bir 6n ayar degerinden digerine tarandiginda voltametrik bir
ol¢iim yapilir ve hiicre akimi uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Tlk
bakista voltametrik ve amperometrik prensiplere dayanan doniistiiriiciiler, bir sensoriin
secici kimyasinin arastirilmasi i¢in ideal olan cihazlardir. Doniistiiriicliniin ¢ikis sinyalini
olusturan bu elektronlarin akisidir. Ek olarak, voltametrik ve amperometrik cihazlar,
genel algilama islemine bir dereceye kadar segicilik verme yetene8ine sahiptir.
Voltametrik ve amperometrik doniistiiriiciiler de nispeten basittir: en basit durumda,

dontistiirticii (elektrokimyasal hiicre) uygun bir elektrolit icine daldirilmis iki elektrottan
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olusur. Daha karmasik bir diizenleme, bir referans potansiyeli saglayan elektrotlardan biri

olan {i¢ elektrot hiicresinin kullanimini igerir.

Ekseriyetle, amperometrik biyosensorler konsantrasyon bagimli akimi biyolojik olarak
aktif materyalle kapli elektrokimyasal elektrot vasitasiyla olgerler. Elektriksel akim ve

analit konsantrasyonu arasindaki iliski Cottrell denklemi ile ifade edilebilir:

i = nFACy[D/(mt)]/?

1= Ol¢iilecek akim

n = transfer olan elektron sayis1

F = Faraday sabiti, esitlik basina 96 487 C
A = elektron alani

Co = analit konsantrasyonu

D = difiizyon sabiti

t = potansiyel uygulandiktan sonra gecen siire

2.2.4. Biyosensorlerin tasarimi

Biyosensorlerin tasariminin en 6nemli yapitaslart; ornekler, performans kriteri, calisma

kosullar1 ve yeni teknolojilerdir (Sekil 2.3).
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Teknolojiler:

Kimya/Biyokimya
Biyoloji/Molekdiler biyoloji

MEMS / NEMS / Mikroakiskan
Nanottip / Nanotel / Nanopartikiil

Enstriimantasyon
Ornekler: Performans:
Sivi Belirginlik
Gaz ‘ i . Duyarlilik

Biyosensor -
Kat ‘ Tekrarlanabilirlik
Karigim Hiz
Maliyet
Operasyon:

Cevrimici, gercek zamanli
Sirekli veya kesikli

Tek veya ¢oklu hedefler
Otomatik ya da yari otomatik
Tezgah Usti ya da taginabilir

Sahada veya laboratuvarda

Sekil 2.2. Biyosensor tasariminin 6nemli unsurlari

2.3. Mikroelektrot Hazirhk Asamalar:

Mikroelektrodun iiretim asamasindan sonra in vivo ve in vitro testlerde kullanilmasi i¢in;
temizleme, bariyer kaplama, enzim kaplama ve kalibrasyon prosediirlerinden ge¢cmesi

gerekmektedir.

Elektrotun temizligi yapilirken elektrotlarin ug¢ kisimlari, citrisolv soliisyonunda 5 dk.
bekletilir ve ardindan 5 dk iyonize H2O (ddH20) ile yikanir. Sonra 15 dk. 105-115°C’de

firinda kurutulur.

Basaril1 bir temizleme prosediiriinden sonra elektroda glutamat se¢iciligi i¢in iki farkl

kaplama yapilir. ilk olarak merkezi sinir sisteminde bulunan Askorbik asit (AA) ve
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DOPAC gibi 6l¢timii istenmeyen maddeleri siizmek i¢in Nafyon kaplanir (Gerhardt et al.
1984). Boylece elektrot analit icin daha segici olur.

Daha sonra 0l¢lilmek istenen enzim glutamat ise glutamat oksidaz enzimi ile kaplanir.
Eger farkli bir elektrokimyasal olarak aktif olmayan enzimin Olgiimii yapilmak
isteniyorsa o enzimin oksidaz enzimi ile kaplama yapilip elektrota istenilen analite kars1

secicilik kazandirilir.

Sekil 2.3. Kalibrasyona hazirlanan mikroelektrodun genel goriintiisii

2.4. Kalibrasyon Kriterleri

Mikroelektrodun kayit bolgeleri L-glutamata ve perokside ayri cevaplar verebilir.
Elektrodun standart egimlerinin belirlenebilmesi i¢in deney Oncesi in vitro olarak kalibre
edilmesi gerekmektedir. Bundan dolay1 kalibrasyonlar, L-glutamatin olusturdugu
peroksitten olusan analit konsantrasyonundaki degisimi, peroksidin oksidasyonuyla
olusan akim degisimine esitlemek icin kullanilir. Yogunlugu bilinen analit, 37°°de 40
mililitrelik 0.05 M PBS soliisyonuna eklenerek, FAST—-16 sisteminde 6l¢iilebilen piko

amper mertebelerinde bir akim olusturur.

FAST-16 sistem yazilimi, analit ilave edildik¢e anlik olarak akimlari kayit altina alir. Her
bir kayit bolgesi i¢in ayr1 ayr1 kalibrasyon egimi olusturur ve bu kalibrasyon egimlerini
kaydeder. Ayn1 zamanda kalibrasyon esnasinda AA gibi bilinen bozucular teste ilave

edilir ve bdylelikle istenen analitin bozuculara gore seciciligi test edilir. In vivo deney
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sirasinda kalibrasyon verileri ¢agrilarak analitin konsantrasyonunun tespit edilebilmesi

icin kullanilir.

FAST-16

On Panel

2X,4X, B6X, 8X, 10X

Main Bit0 or Bit1 Marker
On Yikselteg TTL ve harici cihaz TTL ve harici kaynak aktivasyonu
(Heatiistage) kontrolli igin baglant: igin digme
Baglanti L
jacklan
Arka Panel

AID Computer DC Input

A/D Bilgisayar 5V DC, 1.5 Amp harici gug
kaynagi igin baglants

Sekil 2.4. FAST-16 sisteminin 6n ve arka panel goriintiileri

Kalibrasyon sirasinda FAST-16 kayit sistemi, L-glutamatin AA’ya gore segiciligini,

egrinin egimini, tespit limitini (LOD) ve ¢izgiselligini (R?) otomatik olarak hesaplar.

L-glutamata karsin yanitin R>>0.99 olmasi gerekmektedir. Mikroelektrodun duyarlig1, L-
glutamattaki degisimin ne derece iyilikte dl¢iilebilecegini gosterir. Egim, ayn1 zamanda
mikroelektrodun kullanilmasi i¢in en gilivenilir 6l¢iit olan LOD’un hesaplanmasinda da

kullanilir.
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Mikroelektrot se¢ciminde LOD kullanilir. Analit yogunlugu, kayit sisteminin arka plan
giiriiltisiiniin ti¢ katina esit elektrot cevabidir. Kullanici, gérmek istedigi cevaptan daha

diisiik LOD’lu mikroelektrotlar1 segmek zorundadir. (Hacimiiftiioglu 2008).

2.4.1. LOD (Limit of Detection)

Uygun bir istatistiksel belirsizlikle analitin varligini ortaya ¢ikarmanin miimkiin oldugu

en kiigiik 6l¢tim icerigidir.

Bosluk Limiti (LOB), Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ), bir analitik prosediirle
giivenilir bir sekilde 6l¢iilebilen bir 6l¢iitiin en kiigiik konsantrasyonunu tanimlamak i¢in
kullanilan terimlerdir. Genel olarak; bosluk limiti (LOB), analit icermeyen bir bos
numunenin kopyalarmin test edildiginde bulunmasi beklenen en yiliksek goriiniir analit
konsantrasyonu; tespit limiti (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda o6rnekteki
varligimi tespit edebildigi ancak kesin miktarin1 Olgemedigi en diisik analit
konsantrasyonu; tayin limiti (LOQ) ise miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik analit

konsantrasyonu olarak tanimlanabilir.

LOD igin tipik olarak kabul edilebilen deger, giiriiltii seviyesinin 3 katidir. S/G oran,
analitile ilgili bilgiyi tasiyan sinyal S ve cihazdan gelen elektronik giiriiltii G’yi mukayese
eder. LOD, S/G oram 3’e yaklasana kadar seri olarak seyreltilmis numuneler test edilerek

de belirlenebilir.

LOD' u hesaplamak i¢in geleneksel ve tipik bir yaklasim, sifir kalibratdr veya kor bir
numunenin, genellikle n = 20, ortalama degerinin ve SS’ nin (standart sapmanin)
belirlenmesi ve LOD' un ortalama +2 SS olarak hesaplanmasidir. Bu yaklasimin
cesitlemeleri daha tutucu bir LOD saglamak i¢in ortalama art1 3, 4 veya hatta 10 SS
kullanir. Varsayim, eger analit varsa, analitin yoklugunda analitik giiriiltiiniin tizerinde
bir sinyal {iretecektir. Bu basit ve hizli bir yontemdir. Zayiflik, diigiik bir analit

konsantrasyonunun gercekten bir kor (sifir konsantrasyon) numuneden ayirt edilebilen
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bir sinyal iiretecegini kanitlamak i¢in nesnel bir kanit olmamasidir. Needleman ve
Romberg'in belirttigi gibi, “Sadece hicbir seyi Ol¢ememe yetenegini tanimlar”.(

Needleman SB, Romberg RW 1990)

Analit yogunlugu, kayit sisteminin arka plan giiriiltiisiiniin ti¢ katina esit elektrot
cevabidir. Bu giiriiltiiye atfedilemeyen, analit yogunlugundaki en diisiik tespit edilebilir
degisimdir. Kullandigimiz mikroelektrotlarda LOD 0,2—-1 mikromolardir. Bu da kayit
enzim igerigine ve bdlgelerin kayit kararliligina gore degisebilir. Kullanici, gérmek
istedigi cevaptan daha diisik LOD’ Ilu mikroelektrotlart se¢mek zorundadir.
(Hacimiiftiioglu, 2008).

2.4.2. Dogrusallik (R?)

Agiklanan degisimin toplam degisime oranidir. Diger bir deyisle, bagimsiz degiskenin,
bagimli degiskende ki degisimin yiizde kacim acikladigmi gosterir. R? notasyonu ile

verilen belirleme katsayisi (determinasyon katsayisi) su sekilde tanimlanir
Y = by + b; X modeli icin belirleme katsayist,
R? = (Agiklanan degisim) / (Toplam degisim)

0 _ 72
2 _ RKT (regresyon kareler toplami)  Y.(Y —Y)

YOAKT (genel kareler toplami) Y(Y; — 7)2

olarak tanimlanir.
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Gozlem degeri (Y)
X Regresyon dogrusu

Y =hb, +b X

‘ ' ortalama
Y. tahmin degeri dosman

v

Sekil 2.5. Regresyon dogrusu

Sekil 2.5°den de goriildiigii gibi, regresyon kareler toplaminin biiyiimesi, gozlem
degerinin tahminlenmis regresyon dogrusuna yaklagmasi anlamina gelmektedir ve bu da

belirleme katsayisini arttirir.

R? degerinin bire yakin olmasi her arastirmacinin arzuladigi bir durumdur. Bu durumda
bagimli degiskendeki varyansin biiyiik bir kisminin modeldeki bagimsiz degiskenin

acikladig1 sonucuna varilir.

2.5. Sinyal Analizi

Uretilen ¢oklu mikroelektrot dizisini kullanarak beyin iginde bulunan L —Glutamat’ in
Ol¢timiinii yapip L-glutamat sinyalini 6lgmek ve analiz edilmek 6nem arz etmektedir.
Sekil 2.2°de analiz parametreleri ile birlikte tipik bir L-glutamat sinyali géziikmektedir.
Bu grafik, L-glutamat ve diger norotransmitterlerin zamana karsi konsantrasyon egrisi

olarak cizilmistir.
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T Genlik

_.I« ~ Ahm oram

yiizdelik cevap

zaman(s)

Sekil 2.6. L-Glutamat sinyalinin sematik diyagrami

Temel ¢izgi ile karsilastirildiginda konsantrasyondaki maksimum degisim, maksimum
genlik ya da L-glutamat sinyalinin genligi olarak belirtilir. Bu deger genel olarak uM
olarak ol¢iiliir. Sinyalin temel ¢izgiden maksimum genlige ulasmasi i¢in gecen zaman
kaydedilir ve yiikselme zamani olarak (Tr) olarak ifade edilir. Maksimum genlikten sonra
temel ¢izgiye dogru sinyal azalmasi gergeklesir. L-glutamat sinyalinin azalmasi verinin
dogal logaritmik doniistiiriilmesinin ¢izgisel azalmasinin egimidir. Bu da k-1 adini alir ve
sinyalin maksimum genlikle ¢arpildiginda alim-gerialim orani veya saniyede hiicre dis1
bosluktan uzaklastirilan L-glutamat’ in mikromolari elde edilir. Sinyal diisiisii maksimum
genlikten temel cizgiye diislis siiresidir. Son olarak sinyalin diisiisii, diisiisiin farklh
yiizdelerinde incelenebilir. Genel olarak T50, T80 ve T100 zaman yiizdeleri kullanilir
(Hascupet al. 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kayit Bolgesi Secimi

Mikroelektrotlarin algilamasini belirleyen en onemli kisim kayit bolgeleridir. Kayit

bolgelerinin tasarimda dikkat edilecek faktor bolgenin geometrik sekli ve ylizey alanidir.

15*333 um 50*150 um

30*333 um 50*350 um /2

50*50 um 80*250 um /2

Sekil 3.1. Cesitli kayit bolgelerinin 1-edit programi goriintiileri

Bu ¢alismada 4 kayit bolgesine sahip mikroelektrodun L-Edit programindaki ekran

goriintiistinden de gorildiigi tizere kayit bolgelerinin boyutlart 15x333 um’ dir.
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Sekil 3.2. Segilen kayit bolgelerinin I-edit programi goriintiileri

Kayit Bélgeleri 10 um kalinhginda Baglanti bolgeleri
15%x333 um baglanti yollar 150%x200 um
2 l I \
l l/ W -
[ Y [ — \\ = I
E Qe
E C 35y
- - \ ! :l
\\ (1]
L 4 \\
ya LN
-~ L4

1cm

Sekil 3.3. Secilen kayit bolgelerinin 6lglimlemeleri

Sekil 3.4. Secilen kayit bolgelerinin mikroskop goriintiisii
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3.2. Alttas Secimi

Gegmis yillarda mikroelektrotlarla ilgili yapilan ¢aligmalarda alttas degistirilerek sinyal
kalitesi incelenmis, mikroelektrodun mukavemeti i¢in farkli fabrikasyon teknikleri
kullanilmistir. Bu c¢alismalarda alttas olarak silikon, seramik cam malzemeler

kullanilmistir.

Bu inert (kimyasal olarak aktif olmayan) malzemelerden seramik tabanli elektrotlarin
dayanikli olmasi, parazitleri azaltmasi ve lazer kesimde kolaylik saglamasindan dolay1

silikon tabanli elektrotlara gdre in vivo deneyler i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir.

Ayrica seramik tabanli mikroelektrotlarin hassaslik, secicilik ve cevap siireleri

karakteristiklerinin silikon tabanli elektrotlara gére daha iyi oldugu gosterilmistir.

Sekil 3.5. Seramik alttas 6rnekleri
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3.3. Enzime Dayahh Cok Boliimlii (Multisite) Mikroelektrot Fabrikasyonu
(Fotolitografi metodu ile)

Wafer (Seramik) } 7

Fotorezist Kaplama e
(AZ5214) } ,

Pattern (Oriinti) S e

Developing

Metal Kaplama( Au/Pt) 1500A
Adhezyon tabakasi (Ti/Cr) S00A

Lift-off L S

Sekil 3.6. Enzime Dayali Cok Boliimlii (Multisite) Mikroelektrot Fabrikasyonunun
sematik gosterimi

3.3.1. Alttas kesimi

Fotolitografiye baslamak icin seramik alttaglar 1,6 x 1,9 cm boyutlarinda kesilerek

hazirlanmistir.
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3.3.2. Alttas temizligi

Alttas temizleme prosediirii icin en etkili ¢ozelti PIRANHA adi verilen ¢ozeltidir.
PIRANHA ¢o6zeltisi (3 H20/1 H202) kullanilarak alttas temizlenir. Bu temizlikten sonra

alttas, su ile durulanip azot tabancasi yardimiyla kurutulur.

Alttas tizerindeki su damlaciklarinin tamamen kaybolmasi ve kaplanacak maddenin
yiizeye saglikli tutunabilmesi iginde hidrasyon islemine tabi tutulur. Bu islem
alttagin120°C sicaklikta ve 5dK siireyle kurutulmasidir.

3.3.3. HMDS (Hexamethyldisilazan) ve fotorezistkaplama

Alttas yiizeyi, fotorezist kaplama isleminden 6nce HMDS primeri ile kaplanir. HMDS,
primer ylizeydeki oksit gruplart ile bag yaptigindan, 6rnek ile fotorezist arasindaki
adezyonu artirir. Kaplama Sekil 2.5’de gosterilen spinner cihazi yardimiyla yapilir.
HMDS kaplanirken kaplama miktart 1518a duyarlilig etkiledigi i¢in kalinliga dikkat
edilir. Ayni islem ayni parametrelerle AZ5214E fotorezist igin yapilir. Bu asamada

onemli olan HMDS’in fotorezistten 6nce kaplanmasi gerektigidir.

Cizelge 3.1. HMDS ve fotorezist kaplama parametreleri

Doniis hiz1 (rpm) Siire (sn)
100 10
1000 4

4000 55
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Sekil 3.7. HMDS ve Fotorezist

Sekil 3.8. HOT-PLATE (solda) ve SPINNER cihazi (sagda)

3.3.4. Yumusak pisirme

Yumusak pisirme fotorezistin yapigsmasini ve homojenliin artirir ve ayn1 zamanda

fotorezist ¢ozeltisini buharlastirarak fotorezistin UV 1s1gina daha hassas hale gelmesini
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saglar. On 1sitmanin sicaklig1 ve ne kadar siire uygulanacagi énemlidir. Kisa 6n 1sitma
UV 1s1ginin foto aktif bilesene ulasmasina engel olacak, gelistirme sonrasi istenmeyen
bolgelerde fotorezist kalmasina neden olacaktir. Uzun 6n 1sitma ise foto aktif bilesene
zarar vereceginden developer icerisinde c¢Oziiniirliiglinii azaltacaktir. Kullanilan

fotoreziste uygun olacak sekilde 110°°de 55 s 6n 1sitma yapilir.

Kaplama islemi tamamlanan alttas, ‘HOT-PLATE’ de 100°C sicaklikta 50 sn. siireyle 6n

1s1itma islemine tabi tutulur.

3.3.5. Pozlandirma

‘L-edit’ programinda ¢izilen gorlintiiniin 6zel bir cam tlizerine 6zel yazici ile basilmasiyla
bir maske olusturulur. Pozlandirma asamasinda, cam tizerindeki maske Oriintiisii
fotorezist kapl alttasa aktarilir. Maske, ‘MASK ALIGNER’ cihazinda bulunan yuvasina
yerlestirilir. Giici 300Watt, dalga boyu 365 nm olarak ayarlanan cihaz ile 90 sn boyunca

alttas tizerinde ayrilmasi istenen bolimlere UV 151k yansitilir.

Sekil 3.9. ‘Mask Aligner’ cihazi (Bilkent Universitesi ileri Arastirma Laboratuvari)
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3.3.6. Banyo

Alttas tizerinde UV 15181na maruz kalan bolge asidik 6zellik gosterir, bazik yapida olan
developer ile bu bdlgedeki fotorezist kaldirilir. Banyo islemi i¢in 10 ml developer ve 40

ml su ile hazirlanan ¢6zelti kullanilir (Sekil 3.9)

Sekil 3.10. AZ 400K developer

Bu islem sonunda metal kaplama islemi i¢in hazirlanmis alttag {izerinde 1400nm

fotorezist kaplanmis olur.

Cizelge 3.2. Banyo islemi parametreleri

DEVELOPER /SU ORANI | 10/40 ml
DEVELOP SURESI 80 sn.
SON KALINLIK 1400 nm
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Sekil 3.11. Banyo edilmis alttas kayit ve baglant1 bolgeleri
3.3.7. Metal kaplama (Ti + Pt)
Bu islem ‘SPUTTER’ cihazi ile yapilir. Sputter teknigi (ing.sputtering), SEM igin

numune hazirlama islemlerinden kaplama kismi i¢in énemli bir yontemdir. Genellikle

altin ve platin, daha seyrek olarak da nikel, krom ve bakir kaplamalar yapilabilir.

e ./I | Plazsma

Sekil 3.12. Sputter tekniginin organizasyonu


javascript:{}

28

Uygulanisi su sekildedir;

Plakalar arasinda 6-7 pa basingta argon bulunur. Yiiksek gerilimin etkisiyle katottan
(hedef plakasindan) ¢ikan elektronlar, argon atomlarina ¢arparak bunlari iyonlastirir.
Pozitif yiiklii argon iyonlari, hedef plakasina dogru hizlanir ve plakaya carparlar. Argon
iyonlarinin hedefe c¢arpmalartyla katottan yeni elektronlar yayilir ve anoda dogru
hizlanirlar, bu atomlar numune lizerinde kaplama tabakasini olustururlar. Basing ve
yiiksek gerilim kritik limitlerin arasinda tutuldukca bu olay devam eder ve kaplama

kalinlasir.

Islem sirasinda kontrol edilen degiskenler; yiiksek gerilim ve argon basmcidir.
Kaplama kalinligi; numune akimi, numune-katot mesafesi ve sputter zamani gibi

degiskenlere baglidir.

Baglant1 yollarinin, kayit ve baglant1 bolgelerinin olugmasi icin adezyon tabakasinin iizeri
metal ile kaplanir. Yapilan ¢alismada iletkenliginin iyi olmasi ve inert metal olmasi

nedeniyle platin kullanilmistir.

Yaklagik 140 pm kalinhiginda kaplanacak olan Platin tabakasinin alttaga iyi tutunmasi
icin ilk olarak 80 um kalinliginda titanyum ile kaplanir.

Kullanilan parametreler asagidaki gibidir:

Cizelge 3.3. Ti ve Pt kaplama parametreleri

Giic 100 W 150 W

Ar Basinci 70 mtorr 10 mtorr

Ar Akisi 70 cssm 70 cssm

Siire 45 min. 15 min.

Temel Basing 5x10 5x10

Kaplama Kalinligi | ~80 pm ~140 um

Ti KAPLAMA Pt KAPLAMA
PARAMETRELER] | PARAMETRELERI




29

Sekil 3.13. Sputter cihaz1 (Bilkent-UNAM)

3.3.8. Aseton icerisinde Lift-Off islemi

Bu islem; maskeleme islemi sirasinda UV 1s18a maruz kalmayip, maske altinda kalan
bolgelerdeki fotorezist tizerine kaplanan metallerin alttas tizerinden kaldirilmasi
islemidir. Alttas; aseton igerisinde, metal iletkenligin istenmeyen bolgelerden

kaldirilmasi tam olarak saglanana kadar bekletilir.
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Sekil 3.14. Lift off yapilmis mikroelektrotlar

3.3.9. Fotorezistin yalitim tabakasi olarak kaplanmasi

Seramik alttas Cizelge 3.1°de ve Sekil 3.12°de fabrikasyon adimlari kullanilarak
AZ5214E ile yalitilmistir. Sekil 3.13’de fotorezist yalitimli mikroelektrodun kayit,yol ve

baglant1 bolgelerinin mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Fotorezist yalitim tabakasi fabrikasyon adimlari

1. 1400nm kalinliginda fotorezist (AZ5214) kaplanilmistir.

2. 110°°de 55 s yumusak pisirme yapilmistir.

3. Alttag 90 sn UV 1s18a maruz birakilmistir.

4. Banyo iglemi ile UV 1518a maruz kalan kayit ve baglanti bolgelerindeki

fotorezistin kalkmas1 saglanmustir.




(b)

(©)

Sekil 3.15. Fotorezist yalitimli mikroelektrodun mikroskop goriintiisii

a) Mikroelektrotlarin kayit bolgeleri b) Yollar ¢) Baglant1 bolgeleri

Cizelge 3.5. Fotorezist yalitim tabakasinin pozlama ve develop stireleri

POZLAMA SURESI | 2 dk.
DEVELOPER AZ 726 MIF
DEVELOP SURESI | 70 sn.

SON KALINLIK 1500 nm

Kaplama islemi tamamlanan alttas, ‘HOT-PLATE’ de 100°C sicaklikta 50 sn. siireyle son

1sitma islemine tabi tutulur.
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(@) (b)

Sekil 3.16. Son 1sitma islemine tabi tutulan elektrotlar
a) pisirme dncesi b) pisirme sonrasi

3.3.10. Sensor paketlenmesi

Mikroelektrodun fabrikasyonu bittikten sonra kesme ve PCB ile birlestirme agamalarini

iceren paketleme islemine gegilir. Paketleme islemi asagidaki adimlardan olugmaktadir.

3.1.10.a. Kesme

Paralel iiretimle iiretilen 20-30 adet mikroelektrot dilimleme cihazi (dicer) ile ucu konik
olacak sekilde kesilir (Sekil 3.15). Konik kesimin avantaji; oldukca diizgiin elektrot

kenarlari olusturulabilir ve in vitro deneylerde beyin bolgesine daha az zarar verir.

€~§'
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Sekil 3.17. Ucu konik olarak kesildikten sonra mikroelektrotlar
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3.3.10.b. Yapistirma

Lehimleme (wire bonding) islemine kolaylik saglamasi amaci ile PCB ve mikroelektrot

endiistriyel yapistirici kullanilarak yapistirilir.

3.3.10.c. Lehimleme (Wire Bonding)

PCB ve mikroelektrot yapistirma isleminden sonra lehimleme (Sekil 3.21) cihazi
kullanilarak birlestirilir. Bu islemde altin tel kullanilir (Sekil 3.17(b)).

Sekil 3.18. Lehimleme cihazt (Atatiirk Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Nanoelektronik Laboratuvari)

3.3.10.d. Epoxy

PCB ile mikroelektrot birlestirildikten sonra baglanti yerinin saglamlastirilmasi ve altin

tellerin izole edilmesi i¢in epoxy damlatilir (Sekil 3.17(c)).
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(b)

Sekil 3.19. (a) PCB ve Elektrot (b) PCB ile yapistirilip lehimlenmis elektrot (c) baglanti
yerini yalitmak ve saglamlagtirmak i¢in epoxy damlatilmis elektrot.

Sekil 3.20. Paketleme igslemi yapilmis fotorezist yalitimli sensorler
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Fabrikasyon adimlar1 Sekil 2.4 ve Sekil 2.10°de gosterilen fotorezist (AZ5214E) yalitim
tabakali mikroelektrotlarin akim zaman grafikleri (Hidrojen Peroksit’ e kars1 elektrotun

cevabi) asagidaki sekillerde gosterilmektedir.

Fabrikasyonu tamamlanan 15 mikroelektrottan rastgele se¢ilmis 4 tanesine ait sonuglar
Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge

4.4’de verilmistir.

Grafiklerde belli siire araliklarinda soliisyona Hidrojen Peroksit damlatildig
goriilmektedir. Bu mikroelektrotlarin her kayit bdlgesine ait dogrusallik (R?) ve LOD

degerleri her bir seklin altindaki tablolarda verilmektedir.

Bu c¢alisma sonucu iretilen mikroelektrotlarin dogrusalligi; silikon tabanli, adezyon
tabakas1 olarak Ti ve kayit bolgesi olarak Au ile kaplanan mikroelektrotlar ile

kiyaslanmistir (Acar 2014).

Grafikler incelendiginde; bu calismada iiretilen mikroelektrotlarin 4 kayit bolgesinin de
soliisyona peroksit eklendiginde istenilen basamak seklinde tepki verdigi gézlenmistir.
R? degerlerinin de silikon tabanli ve Ti + Au kapli mikroelektrotlara gére istenilen deger

olan 1’e daha cok yaklastig1 goriilmiistiir.
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Elektrot
Cevabi

Elektrot
Cevabi

Elektrot
Cevabi

Elektrot
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Sekil 4.1. Silikon tabanli mikroelektrot {izerine yalitim yapilmamis sensor cevabi

Cizelge 4.1. Silikon tabanl1 ve yalitimsiz sensore ait R? sonuglari

Kayit alani-1

Kayit alani-2

Kayit alani-3

Kayit alani-4

RZ

0.93£0.05

0.94+0.04

0.85+0.1

0.95+0.01
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Sekil 4.2. Seramik tabanli mikroelektrot iizerine AZ5214 ile yalitim yapilmis sensor
cevabi

Cizelge 4.2. Sensor 1 LOD ve R? sonuglar

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4
LOD 0.2541 0.3287 - 0.2145
R? 0.9996 0.9993 - 0.9993

1.Sensoriimiizde elde edilen sonuglar incelendiginde; LOD degeri 0,2-0,33 degerleri

arasinda oldugundan, mikroelektrodumuzun seg¢ilebilir oldugu gézlemlenmistir.

R? degerleri 0,99’un iizerinde hesaplandigindan, istenilen degere ¢ok yaklasildig
goriilmistiir. Bu sensorde 3.kanaldan bilgi alinamamais olup, bu sorunun nedeninin epoxy

kaplama esnasinda lehimlenen tellerin hasar gordiigii diistiniilmektedir.
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Sensor 2
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Sekil 4.3. Seramik tabanli mikroelektrot iizerine AZ5214 ile yalitim yapilmis sensor
cevabi

Cizelge 4.3. Sensér 2 LOD ve R? sonuglari

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4
LOD 0.3904 0.4847 0.5735 0.5611
R? 0.9988 0.9991 0.9969 0.9964

2.Sensoriimiizde elde edilen sonuglar incelendiginde; LOD degeri 0,39-0,57 degerleri

arasinda oldugundan, mikroelektrodumuzun segilebilir oldugu gézlemlenmistir.

R? degerleri 0,996 nin iizerinde hesaplandigindan, istenilen degere ¢ok yaklasildig

gorilmiistiir.
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Sensor 3
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Sekil 4.4. Seramik tabanli mikroelektrot iizerine AZ5214 ile yalitim yapilmis sensor
cevabi

Cizelge 4.4. Sensér 3 LOD ve R? sonuglari

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4
LOD 0.3838 0.5782 0.3961 0.4092
R? 0.9985 0.9957 0.9981 0.9972

3.Sensoriimiizde elde edilen sonuglar incelendiginde; LOD degeri 0,39-0,57 degerleri

arasinda oldugundan, mikroelektrodumuzun segilebilir oldugu gézlemlenmistir.

R? degerleri 0,995’min iizerinde hesaplandigindan, istenilen degere ¢ok yaklasildig

gOriilmistiir. 3. Sensorliimiiziin, 2. SensoOriimiizle yakin karakteristik 6zellige sahip

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.5. Seramik tabanli mikroelektrot lizerine AZ5214 ile yalitim yapilmis sensor
cevabi

Cizelge 4.5. Sensér 4 LOD ve R? sonuglari

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4
LOD 0.6149 0.6983 0.8521 0.9161
R? 0.9974 0.9995 0.9990 0.9991

4.Sensoriimiizde elde edilen sonuclar incelendiginde; LOD degeri 0,6-0,91 degerleri

arasinda oldugundan, mikroelektrodumuzun segilebilir oldugu gozlemlenmistir.

R? degerleri 0,997’nin iizerinde hesaplandigindan, istenilen degere ¢ok yaklasildig
goriilmiistiir. Bu sensér; 4 kanaldan da saglikli 6l¢iim alinmasi neticesinde, R? degerleri

digerleriyle kiyaslandiginda en iyi sensoriimiizdiir diyebiliriz.
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5. SONUC

Insan saglig1, insanligin var oldugu siirece, tibbi arastirmalarin en Snemli sebebi olmustur.
Insanligin yeryiiziinde varligin1 devam ettirebilmesi i¢in en 6nemli etken insan saglig
olmustur. Bu yiizden gilinlimiize kadar insan sagligi alaninda ¢ok c¢esitli bilimsel

calismalar yapilmistir ve yapilmaya da devam edilecektir.

Insan saghginda en 6nemli ydnetici beyindir. Beyin, tiim organlarin isleyisini kontrol
eder, yonetir ve yonlendirir. Bu yiizden beynin fonksiyonlarin1 anlamak i¢in ¢cok sayida
calisma yapilmaktadir. Bu alanda yapilan c¢aligmalar, sadece tibbi alanda kalmayip,
teknolojinin de kullanilarak tani-teshis-tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini
birgok kez gostermistir. Beyin ile ilgili arastirmalarda kullanilan en 6nemli araglardan
birisi olan biyosensorler, bir nevi detektor olarak kullanilir. Bu anlamda, insan sagliginda
en onemli teshis merkezi olan beyinde, mikroelektrotlar yardimiyla tedavi uygulanmasi

gereken bolgeye ve tedavi yontemlerine varilmaya ¢aligilir.

Bu tezde, %100 yerli mikroelektrot fabrikasyonu yapilarak iiretilen biyosensorlerin tibbi
uygulamalar i¢in kullanilabilmesi durumunun incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla 4-
kanalli mikroelektrot fabrikasyonu yapilmis ve islevselligi test edilmistir. Beyinde,
hastaliklarin etken maddesi olarak bulunan ¢esitli enzimlerin algilanmasinda kullanilan
bu biyosensorlerin fabrikasyonu i¢in ince film teknolojisi kullanilmistir. Yalitkan alttas
olarak seramik kullanilmistir. Bu alttas lizerine tez metninde anlatilan litografi yontemleri
sirastyla uygulanmis, iletken ince film tabakasi kaplanmistir. Hazirlanan elektrotlar,
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesindeki Farmakoloji Arastirma Laboratuvari’nda
test edilmistir. Testler sonucunda elde edilen kullanima hazir mikroelektrotlarin

birgogunun iiretilmek istenen elektrot modeline yakin oldugu goézlenmistir.

Grafikler incelendiginde mikroelektrotlarin 4 kayit bdlgesinin de soliisyona peroksit
eklendiginde istenilen deger aralifinda basamak seklinde tepki verdigi goézlenmistir.

Tablolar incelendiginde her bir kayit bolgesinde R? degerinin istenilen seviye olan 1
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degerine yakin ve LOD degerlerinin mikroelektrot i¢in segilebilir seviyede (0,2-1
mikromolar) oldugu goriilmektedir. R? verilerinin 1’e yakin olmas1 mikroelektrodun
eklenen Peroksit’ e kars1 basamak cevabin iyi oldugunu gostermektedir. LOD degerinin
istenilen aralikta olmasi iyilestirilmis mikroelektrotlarda akim {izerinde glriiltiiniin

etkisinin azaltildig1 ve daha kararli sonuglar alindigin1 géstermektedir.

Silikon tabanli ve Ti + Au kapli mikroelektrot ile bu ¢alismada elde edilen sonuglar
kiyaslandiginda; alttas se¢iminin ve yaliimin, mikroelektrot kalitesini 6énemli derece
etkiledigini gostermektedir. Yukarida anlatildigi gibi seramik alttas, silikon alttasa gore
hassaslik, secicilik ve cevap siireleri karakteristiklerinde tstiinliikk saglamaktadir.
Fotorezist ile yalitilmas1 sonucu parazit vb. diger olumsuz etkenler de miimkiin oldukca

minimize edilerek elde edilen sonuglar daha da tatmin edici hale gelmistir.

Bu c¢aligmalar; tiretilen mikroelektrotlarin giiniimiizdeki tibbi uygulamalar ve arastirma
calismalarinda  kullanilabilecegini gostermektedir. Ulkemizde bu alanda yapilan
caligmalara yenisini ekledigimiz tezimizin yeni tez, proje ve arastirtmalara katki sunacagi

beklenmektedir.
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