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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BEYIN HASTALIKLARININ TANI VE TEDAVISI iCIN MIKROELEKTROT
FABRIKASYONU

Merve ACAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Elektrik-Elektronik Miithendisligi Anabilim Dali
Elektronik Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mehmet ERTUGRUL

Parkinson, biligsel rahatsizliklar, epilepsi, sizofreni, hiperaktivite ve ila¢ bagimlilig1 gibi
birgok beyin hastaligi ile iliskisi bulanan L-glutamate memelilerin merkezi sinir
sistemin (MMS)’de bulunan en 6nemli norotransmitterlerdendir. Mikro diyaliz yontemi
yillardir L-glutamatin dakika temelli 6l¢iimlerini almak i¢in olduk¢a yaygin kullanilan
metottur. Fakat MMS’de bulunan L-glutamat ve diger ndrotransmitterlerin hizl
dinamikleri, saniye temelinde Ol¢iim yapan bir teknige ihtiyag dogurmustur. Bu
caligmadaki asil amacimiz L-glutamat ve diger norotransmitterlerin saniye temelli
Ol¢iimleri icin kayit teknolojisi iiretmektir. Calisma kapsaminda silikon tabanli
mikroelektrot fabrikasyonu yapilmistir. Mikroelektrodun kayit bolgeleri, baglanti
alanlar1 ve yollar litografi teknikleri kullanilarak olusturulmustur. Arastirma sonunda
litografi yontemi ile iretilmis silikon tabanli mikroelektrot elde edilmistir ve
mikroelektrodun voltametri yontemi ile saniye temelli dl¢limleri alinmistir. Hidrojen

peroksiti yiiksek lineerlikte algiladig1 gézlemlenmistir.
2014, 46 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mikroelektrot, Biyosensor, MMS, Voltametri



ABSTRACT

Master Thesis

MICROELECTROD FABRICATION FOR DIAGNOSIS AND TREATMENT
OF BRAIN DISORDERS

Merve ACAR

Atatlirk University
Faculty of Engineering
Department of Electric and Electronic Engineering
Department of Electronic

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet ERTUGRUL

L-Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the mammalian central nervous
system (CNS) and associated with a number of brain disorders including Parkinson’s
disease (PD), cognitive disturbances, epilepsy, schizophrenia, attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) and drug abuse, to name a few. Microdialysis methods
have been extensively used to minute-by-minute measures of L-glutamate. But the
rapid dynamics of L-glutamate and other neurotransmitters requires a technique for
second-by second basis. Our main goal in this study is to produce second-based
recording technology for the measurement L-glutamate and other neurotransmitters. A
Silicon-based microelectrode was developed and fabricated during the study. Recording
sites of the microelectrode, the connection areas and paths were created using
lithography techniques. During this study, a silicone-based microelectrode is produced
by lithography technique and microelectrodes measurements were recorded on seconds
-by-second based by utilizing the voltammetry method. High linearity was observed in
detecting the hydrogen peroxide by the produced microelectrode.

2014, 46 pages

Keywords: Microelectrod, Biosensor, CNS, Voltammetry
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1. GIRIS

Birgok arastirma gruplart 30 yildan fazla siiredir ¢oklu mikroelektrotlar:
gelistirmektedirler. Bu elektrotlar basta tip ve askeri alanda olmak iizere kimya,
farmakoloji, psikoloji, ndrobilim ve hiicre biyolojisi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Gegmis yillarda mikroelektrotlarla ilgili yapilan ¢alismalarda alttas degistirilerek sinyal
kalitesi incelenmis, mikroelektrotun mukavemeti ic¢in farkli fabrikasyon teknikleri

kullanilmustir.

Bu c¢aligmada seramik tabanli elektrotlarin elektrokimyasal kayit almak i¢in biyolojik
sistemlerde kullanimi hedeflenmistir. Literatlirde, seramik tabanli elektrotlarin silikon
tabanli elektrotlara gore in vivo deneyler i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir.
Mikroelektrotlar kullanilarak dopamin ve hidrojen peroksitin elektrokimyasal 6l¢iimleri
yapilmistir. Seramik tabanli mikroelektrotlarin hassaslik, secicilik ve cevap siireleri
karakteristiklerinin silikon tabanli elektrotlara gore daha iyi oldugu gosterilmistir

(Burmeister et al. 2000).

Silikon tabanli ¢oklu mikroelektrotlarin performans karakteristiklerinde artan bir
gelisme s6z konusudur. Silikon tabanli mikroelektrotlar diisiik dopamin segiciligine,
yiiksek giiriiltii akimlaria ve diisiik tespit limitlerine sahiptir. Karbon fiber elektrotlarla
karsilastinlldiginda ytliksek giiriiltii akimlar1 ve diisiik sinyal giiriiltii oran1 elektrotun
metalizasyon tabakasinda ve silikon alttas arasinda olusan kapasitanstan dolay:
meydana gelmektedir. Bir diger etken de kayit bolgeleri arasinda olusan etkilesimdir.
Silikon alttagin 1yi bir iletken olmasindan dolay1 metalizasyon adimindan 6nce silikon
nitrit ile yalitilmalidir. Hatlar arasinda ki etkilesim silikon nitritin diisiik nitelikte izole
etmesinden dolay1 olugmaktadir. Bu nedenle silikon nitritin fabrikasyon i¢in optimal

materyal olmadigina karar verilmistir (Burmeister et al. 2000).

Elektrotlarda alttas olarak seramik, silika ve cam kullanilmaktadir. Ozellikle seramik

materyaller ince alttas olarak coklu mikroelektrot fabrikasyonuna en uygun olanidir.



Seramik tabanli elektrotlarin daha dayanikli olmasi, inert seramik kullanildiginda cross
talk’un azalmasi ve seramik alttasin lazer kesim i¢in kolaylik saglamasindan dolay1
silikon tabanli alttas yerine seramik tabanli alttas tercih edilmektedir (Burmeister et al.
2000).

Bircok beyin hastaligi ile baglantisi bulunan glutamat, memelilerin merkezi sinir
sisteminde bulunur. Glutamat ve MMS’de bulunan diger aminoasitlerin 6lglimii igin
mikro diyaliz yontemi sik¢a kullanilan bir yontemdir. HPLC gibi modern diyaliz
tekniklerinde diyaliz O6rneginde bulunan ilgili kimyasalin algilanmasinda sorunlar
yagsanmaktadir. Mikrodiyaliz yontemi ile glutamat’in salinimi ve alimi ile ilgili yapilan
Olcimlerdeki problemler ortadan kalkmistir ve glutamat’in her birka¢ saniyede
Olciilmesi miimkiin olmustur. 2002 yilinda yapilan calismada onceki yillarda yapilan
seramik tabanli elektrottan daha hizli ve gilivenilir Ol¢limler yapilabilecegi ileri
stirilmiistiir (Burmeister et al. 2002). Mikroelektrotun hassasiyeti Pt kayit bolgelerinin

biiyiikliigii 50x150 um yapilarak artirtlmistir.

Burmeister and Gerhardt’in 2001 yilinda yaptig1 calismada, beyin i¢inde bulunan L-
Glutamatin 6l¢iimiinde kullanilan mikroelektrotun self referans yontemi ile testleri
yapilmistir. Seramik tabanli mikroelektrodun kayit bdlgeleri farkli malzeme ile
kaplanmistir. Bu giiriiltiillerin algilanmasi ve incelenen sinyalden uzaklastirilmasina
imkan saglamistir. Coklu mikroelektrodun diger oksidaz enzimleri ile uyumlulugunu
kontrol etmek i¢in glukozun 6l¢iimiinii yapan glukoz sensorii yapilmistir. 50x50 pm
biiyiikliigiinde Pt kayit bolgelerine sahip 150 nm kalinliginda seramik alttas tizerine
mikroelektrot tiretilmistir (Burmeister and Gerhardt 2001).

Diger bir calismada ise seramik tabanli mikroelektrot asetilkolin Ol¢iimii igin
yapilmistir. Bu ¢aligmada 125 pm kalinliginda seramik alttag kullanilmistir. 50x100 pm
boyutlarinda kayit alanlari olugturulmustur. Sensoriin u¢ genisligi 5-10 um arasinda bir
genislikte yapilmistir. Asetilkolin mikroelektrotu hizli cevap siiresi, diisitk LOD (Limit
of Dedection) degeri, bozucu etkileri belirleyip uzaklastirmasi agisindan basaril

olmustur (Burmeister et al. 2003).



Yoon et al. (2000) plazma ve 1slak asindirma yontemi kullanarak, elektrot kalinlig
ortalama 5 ile 90 um arasinda kontrol edilebilmislerdir. 15 pm, 22,5 pm ve 30 pm
kalimliginda yapilan elektrodun mekanik saglamligini test etmislerdir. 530 pm
kalmhiginda p-tipi silikon alttas kullanmislardir. Ince elektrodun dokuda daha az yer

kapladigi i¢in daha az doku zarar1 verdigi goriilmiistiir.

Norlin et al. (2002) yilinda yaptigi bir ¢alismada, 32 kayit bolgesi bulunan sinirsel
elektrot kuru silikon asindirma yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada, alttas
olarak yalitilmis silikon kullanmislardir. Sonug olarak keskin hatlar1 olan elektrot elde

etmislerdir.

Yalitilmig silikonun kullanilmis oldugu diger bir ¢aligmada 1slak asindirma olmadan
elektrot kalinlig1 iizerinde miikemmel kontrol saglanmistir. 20x20 um boyutlarinda
kayit alanlar1 olusturulmustur. Bu elektrot kedinin birincil gorsel korteksinde test

edilmistir (Cheung et al. 2003).

Musallam et al. (2009) sinirsel kayit uygulamalarina uygun kuru agindirma yontemi ile
elektrot liretmiglerdir. Elektrot 10 mm uzunlugunda, 50 pum kalinliginda ve ortalama

100 um genisliktedir. Bu fabrikasyon prosesi oldukg¢a basit ve seri iiretime uygundur.

Frey et al. (2010) 6,5 mm uzunlugunda 50x150 um Pt kayit bolgelerine sahip elektrotu
silikon alttag {izerine kuru asindirma yontemi ile iretilmistir. Bu calismada aym

bolgedeki farkli analitlerin 6l¢iimii aralarinda cross talk olmadan yapilmaistir.

2009 yilinda yapilan diger bir ¢alismada silikon tabanli sinir problar i¢in yeni bir
fabrikasyon teknolojisi sunulmustur. 2 boyutlu mikroproblarin yanmi sira 3 boyutlu
mikroproblar sinirsel kayitlar i¢in dizayn edilmistir. Saglam ¢ift tarafli derin reaktif iyon
ekilmis silikon alttas iizerine fabrikasyon yapilmistir bu da elektrot geometrisinde 3
boyutlu kontrole izin vermistir. Smm uzunlugunda elektrotta 4 tane anakol vardir ve her

anakol tizerinde 9 kayit noktast bulunmaktadir. Metalizasyon tabakasi buharlastirma



yontemi ile olusturulmus, yollarin ve kayit noktalarinin olugmasi i¢in 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 farkl
elektrotlar yapilmistir ve ¢esitli konfigiirasyonlarda platin elektrotlarla donatilmistir.
Fare iizerindeki in vivo Olgiimlerde iyi mekanik stabilite, beyin bolgesine istenilen
bolgeye tam olarak yerlesebilme imkani saglanmistir. Kemirgen beyninin farkl
bolgelerinde yiiksek kalitede sinyal elde edilmistir. Silikon tabanli beyin elektrotlarinin
mekanik 6zelliklerini etkileyen faktorler tizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismada
esneklikten ziyade saglam elektrot amacglanmistir. 206 um ve 400 um kalinliginda 4

farkli uzunlukta dizayn edilmistir (15 pm, 30 um, 50 um, 70 pm).

2013 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise ¢alismada ise diisiik fiyath nikel elektro-
kaplama yontemi ile nikel tabanli multielektrot kullanilmistir. Mekanik olarak silikon
tabanlidan daha sert oldugu goriilmiistiir. Baglant:1 i¢inde parylene kablo kullanilmistir.
Parylene kablonun biyouyumlulugu kanitlanmistir. 422 mm uzunlugundaki parylene
kablo elektriksel baglantiy1 kolaylastirmistir ve paketleme problemlerini azaltmigtir (Yu
et al. 2013).

Bu tezde, silikon alttag lizerine ince film teknolojisi kullanilarak mikroelektrot
tretilmistir. Birinci kisimda, mikroelektrotlarin gelisimi, alttas olarak kullanilan
materyaller ve iiretim teknolojileri ile alakali literatiir taramasi verilmistir. Ikinci
kisimda, biyosensorler ve in vivo elektrokimyanin temelleri hakkinda bilgi verilip
referans ve caligma elektrotunda olmasi gereken Ozellikler anlatilmistir.
Elektrokimyasal Ol¢iim yontemleri kisaca anlatilip bu tezde kullanilan voltametri
yontemi hakkinda ayrintili bilgi verilmistir. Ugiincii kisimda, silikon alttas iizerine ince
film teknolojisi yontemi ile tiretilen mikroelektrodun fabrikasyon ve paketleme adimlari
verilmistir. Dordiincii kisimda ise fabrikasyonu yapilan mikroelektrodun in vivo testleri

yapilmistir ve sonuglar incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik impulslar1 elektriksel cevaplara ¢eviren analitik aletlerdir.
Biyosensorler bir elektrokimyasal sensoriin yapisina enzim, hiicre, niikleik asit gibi
biyolojik maddelerin katilmasiyla elde edilir. Giiniimiizde biyosensorler; gida
endustrisi, tip, ¢evresel analizler, tarim vb. gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Biri
elektrokimyasal digeri biyokimyasal iki cevirici sistemden olusurlar. Biyokimyasal
cevirici kismi, incelenecek maddeyle etkileserek onu tanirken, etkilesimi sayisal degere

elektrokimyasal kisim g¢evirir (Yalgin 2007).

Elektronlarin bir yerden baska bir yere gecisiyle, c¢ozelti iginde elektrokimyasal
tepkimeler gerceklesir. Elektrokimyasal tepkimelerin gerceklesebilmesi i¢in; analizi
yapilacak analiti iceren bir ¢dzelti, maddenin kimyasal doniisiime ugradigi elektrot

sistemi, elektrotlar1 birbirine baglayan ¢evirim sistemi gereklidir.

2.1.1. Biyosensoriin sahip olmasi gereken ozellikler

Biyosensorlerin  sahip olmas1 gereken oOzellikler incelenitken Yalgin 2007°den

yararlanilmistir.

2.1.1.a. Secicilik

Olgiimii yapilmak istenen analit disinda ortamda bulunan diger elektro aktif maddeler
biyosensoriin yanitin1 etkilememelidir. Kullanilan biyolojik tani materyali, ¢alisilan
potansiyelde sadece analizlenmesi istenilen tiire duyarlik gostermelidir. Bu nedenle
ortamda bozucu etki yapabilecek maddeler belirlenmeli ve etkileri engelleyecek

Onlemler alinmalidir.



Yapilan c¢alismalarda elektrotlarda yasanan en biiyiik problemler arasinda secicilik
goriilmiistiir. Askorbik asit ve norotransmitter metabolitleri gibi beyinde karisan tiirler
alinan bilgilerin dogru bir sekilde degerlendirmesini engellemistir (Gonon et al. 1984) .
Elektrotlara uygulanan on iyilestirmeler ve elektrokimyasal teknikler ile secicilik
artirtlmistir. Gonon’un yaptig1 calismada, elektrot yilizeyinin 6zellikleri degistirilerek
elektrodun seciciligini artirildi. Boylece askorbik asit ve katakoller farkli
potansiyellerde oksitlendi. Fakat bu iyilestirmenin baska problemlere sebep oldugu
goriildii. Segicilik ve hassasiyet artirilirken elektrodun analite karsi cevap siiresini uzadi.
Elektrokimyasal 0n iyilestirmelerin bir alternatifi olan Nafyon ile elektrod kaplandi. Bu
kaplama elektrostatik olarak katyonik katekollerin gecgisine izin verirken askorbik asitin

gecisini engellemistir (Gerhardt et al. 1984) .

2.1.1.b. Duyarhk

Hedef analitin yogunluguna bagli olarak biyosensor cevabindaki degisimin gozlenmesi
ile duyarhilik belirlenir. ideal bir biyosensoriin analizi yapilacak maddeye kars yiiksek

duyarlik gostermesi beklenir.

2.1.1.c. Kiigiiltiilebilirlik

Elektrotlarinin  boyutlarinin  kiigiiltiilmesi biyosensoriin  dokuya zarar vermemesi
acisindan onemlidir. Literatiirde genellikle elektrodun arka kisminin genisligi 1 mm,
uzunlugu 1 cm olan elektrotlar tiretilmistir (Burmeister et al. 2000, 2001, 2002, 2003).
Norlin et al. (2002) DRIE yontemi ile 5 mm x 25 pm x 20 pm boyutlarinda az doku
hasarin1 saglayacak olduk¢ca dar bdlgelerde kullanimi miimkiin kilan elektrot

tretmislerdir.



2.1.1.d. Kalibrasyon gereksinimi

Ideal bir biyosensoriinden en az kalibrasyona gerek duymasi istenir. Fakat pratik

uygulamalarda bu pek miimkiin degildir. Kullandiklar1 siire boyunca biyosensorler,

siklikla kalibre edilmelidirler.

2.1.1.e. Kararhlik

Biyosensorlerin performansini degistirmeden devam ettirmesine biyosensor kararlilig
denir. Ideal bir biyosensériin analiz maliyetlerini azaltmak ve kullanim siiresini artirmak
icin uzun siire performansini korumasi istenir. Biyosensoriin kararliligi, 6nemli ol¢iide
kullanilan alttasin fiziksel dayanikliligina baghdir. Biyosensoriin kararliligi ortamin

pH’1, 1s1s1, nemi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

2.1.1.f. Tekrarlanabilirlik

Analiz edilecek maddeye kars1 ayni elektrot ile art arda alinan dl¢iimlerden elde edilen
yanitlarin ayn1 ya da yakin olmasi o biyosensoriin tekrarlanabilirliginin olgiisiidiir.
Cevaplarin birbirine yakin degerlerde olmasi hazirlanan biyosensor ile yapilan

analizlerin giivenilirliginin ve dogrulugunun anlagilmasi i¢in 6nemlidir.

2.1.1.g. Cevap siiresi

Yal¢in (2007) sensoriin cevap siiresi konusundaki goriislerini “Hedef analitin hiicreye
eklendigi andan itibaren kararli hal akimlar1 elde edilen ana kadar gecen slireye cevap
siiresi denir. Bir biyosensor elektrodun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrisinden anlasilir. Elde edilen egride basamaklarin sekli genis ise cevap zamani uzun
(yavas), tersi sdz konusu ise cevap zamam kisa (hizli)’dir. Ideal bir biyosensdriin

analizlenecek maddeye kars1 hizli cevap vermesi istenir seklinde ifade etmistir.



2.1.1.h. Omiir

Bir biyosensoriin dmrii, analizi yapilan enzime karsi olan duyarlilifinin zaman kars1
grafige gecirilmesi ile bulunur. Bu grafik incelendiginde biyosensoriin duyarligini
korudugu siire biyosensoriin dmrii olarak belirlenir. Maliyeti azaltmak i¢in ideal bir

biyosensorden uzun dmiirlii olmasi beklenir.
2.2. In Vivo Elektrokimyanin Temel Prensibleri

Mikroelektrotlarin  ¢esitli  voltametrik  tekniklerle birlikte kullanimini  iceren
elektrokimyasal metotlar; sinaptik keseleri, hiicreleri, dokulari, anestezi altinda olan ve

olmayan beyinleri igeren degisik ortamlari goriintiilleme ve dlgme i¢in kullanilirlar.

In vivo elektrokimya memelilerin merkezi sinir sisteminde bulunan néronlardan gelen
kimyasal sinyali kayit eden mikroelektrotlar1 kullanir. Elektrokimyasal islemler elektrot
yiizeyinde meydana gelir. Bu islemler analitten elektron transferi (oksidasyon) ve
analite elektron eklenmesi (rediiksiyon) seklindedir. Bilgisayar kontroliinde referans
elektroda karsi potansiyel uygulanir. Uygulanan potansiyel yeterince biiylikliikte ise
elektrot yiizeyinde oksidasyon ve rediiksiyon tepkimeleri meydana gelir. Okside
molekiiller, kayit bolgesine okside molekiil verirken, rediikte molekiiller kayit
bolgesinden elektron alirlar. Bu Faradaik reaksiyonlardan olusan akimlar, mikroelektrot
cevresindeki dokulardaki elektro aktif molekiillerin yogunluklariyla birebir orantilidir.
Bu temel prensip, in vitro ve in vivo olglimleri miimkiin kilar. Akim (i), analitten

elektroda dogru olan elektron aligveriginin oranini géstermektedir:

. B_Q __ NMFON
1 = Gt ot (2.2)

Burada Q yiik, n elektronlarin sayisi, F Faraday sabiti, N analitin moliinii
gostermektedir. Bu denklemden akimin elektrot yiizeyindeki analit yogunluguna bagl

oldugu goriiliir. Analitin hareketi kendi ortamindan elektrot yiizeyine difiizyon ya da



rastgele molekiilerin hareketi tarafindan belirlenir. Analitin elektroliz orani yada akis1
(J), analitin difiizyon katsayisina (D) ve elektrot ylizeyindeki konsantrasyon gradyanina

(dC/dx) baghdir. Bu iligki, Fick’in ilk yasasinda sdyle geger:

== 22)

Mevcut cevabin biiylikligli analitden elektrot yiizeyine dogru olan akim olarak
belirlenir. Elektrot ylizeyindeki bu akim; soliisyonun kendisinden gelen sarj akimi ya da
analitin oksidasyon ve rediiksiyonundan gelen Faradaik akimdir. Sarj akimi elektrot
yiizeyinde olusan baska elektrokimyasal siireclerden de meydana gelir. Ozellikle
sollisyon ve elektrotun potansiyel birikiminin farkliligindan sarj akimi olusur. Bu
durumda elektrot bir kondansator gibi davrandigi soylenir. Yiik akimi ya da kapasite
akimi elektrodun ylizeyi ile orantilidir. Biitiin akimlar (Faradaik ve yiik akimi) elektroda
uygulanan potansiyele baghdir. Bu da elektron transfer oraninda ve elektrotun sonraki

elektrolizinde biiyiik rol oynar (Borland 2005).

Norobilim uygulamalarinda kullanilan kayit tekniklerinde Cottrell denkleminde

belirtildigi gibi belirli bir akim-zaman cevabi tiretilir:

i(t) = %{560 2.3)

Elektrod yiizey alani1 (A) , analit i¢in difiizyon katsayis1 (Do) , analit konsantrasyonu
(Co), zaman (t) ile gosterilmistir.

MSS (Merkezi Sinir Sistemi)’de bulunan kendiliginden elektro aktif maddeler arasinda
askorbik asit (AA), Dopamin (DA), norepinefrin (NE), 5-hidroksitriptamin (5-HT),
Homovanilik Asit (HVA), Nitrik Oksit (NO), Urik Asit (UA), Dihidroksifenil Asetik
Asit (DOPAC), 5-Hidroksiindol Asetik Asit (5-HIAA) vardir (Hacimiiftiioglu 2008).
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Peroksit ve askorbik asit gibi bir elektro-aktif bilesikler igin, elektrot segiciligi elektrot
kaplamalar ve katki maddelerinin eklenmesi ile gelistirilebilir. Elektrot kaplamalar
elektro birikimli polimerleri (1,2 diaminobenzen), elektronik iletken polimerler
(polipirol) ve polielektrolitler (Nafyon) icerir. Elektrotu Nafyon gibi polielektrolitler ile
kaplamak elektrot segiciligini belirli bir analit i¢in artirmanin en kolay yoludur. Enzim
tabanli elektrokimyasal mikrosensorler hidrojen peroksit ve AA gibi elektroaktif
bilesenlere artan secicilik saglarken; glikoz, glutamat, kolin ve laktat gibi elektroaktif
olmayan bilesenlere segicilik kazandirir (Kulagina et al. 1999; Cui et al. 2001; Kulagina
and Michael 2003).

Glukoz, glutamat, laktat ve kolin gibi bircok elektroaktif olmayan tiirler, elektrokimya
kullanilarak incelenmistir. Elektroaktif olmayan tiirleri 6l¢mek icin, elektrotlar
elektrokimyasal olarak 6zel kaplama ve katki maddeleri ile kaplanir. Oksidaz enzimleri,
ozellikle glikoz, glutamat, kolin ve laktat saptanmasinda elektrokimyasal sensor
kullaniminda en yaygin olarak kullanilan hareketsiz enzimlerdir. Belirli bir tiire

duyarliligin olusmasi i¢in elektrot yiizeyinde sirasiyla asagida ki tepkimeler gerceklesir:

substrat(RED) + enzim(OX) — {irtin(OX) + enzim(RED)

enzim(RED) + yan substrat(OX) — enzim(OX) + yan liriin(RED)

Sekil 2.1°de goriildiigli gibi enzimler elektro aktif olmayan bu sebeple 6l¢iilemeyen
maddeleri kayit bolgesinde kolayca algilanabilen peroksit gibi haberci molekiillere
donustiirtilmesini saglarlar. Oksidaz enzimleri elektrot yiizeyini elektrokimyasal olarak
okside eden H,O, olusturmak i¢in O;’yi kullanirlar. H,O, tiretim hizi, dogrudan
elektrotta enzimler tarafindan tespit edilen analit konsantrasyonu ile ilgilidir.

Glutamatin oksitlenmesi ve H,O; oksidasyon tepkimeleri asagida ki gibidir:

glutamat+ GluOx(OX) — a-ketoglutarate + NH3 + GIuOX(RED)
GIluOx(RED) + O, — GluOx(0X) + H,0,
Elektrod yiizeyinde: H,O; — 2HY + 0% + 2¢
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Aktif elektrot gorinimi

Glutamat

Pt ,Au, Cr

+0.7V

Kaplaniimamis

_ refersans a_
~ 7 bolgesi ketoglutarate
o > Kaplaniimisg iki
kayit alani Askorbik asit

rik asit
DOPAC
5-HIAA

Silikon mikroelektrot

Sekil 2.1. Mikroelektrot tizerine L-glutamat segiciligi igin kaplamalar.
*Nafyon, AA ve DOPAC gibi algilanmasi istenmeyen maddeleri uzaklastirilir. Son olarak oksidaz enzimi
ile Glutamat’1 algilamas1 saglanir (Day 2005).

Bu tip elektrokimyasal sensorlerde, HoO,’nin okside olmas1 icin elektrot yiizeyine
ulagmas1 i¢in katedecegi mesafeyi azaltmak icin redoks enzimleri ince filmlerde
tutulmaktadir. Ince filmler, diisiik duyarliliga sebep olacak peroksit difiizyonunu veya
H202’nun gereksiz reaksiyonunu sinirlamada yardimct olurlar. Substratin filme olan
uzaklig1 azaldigindan elektrotun cevap siiresi de azalan film kalinlig1 ile azalir (Heller

1992).

Mikroelektrotlarin kayit bolgesi, sican ile farenin beyin ve omuriligi gibi kiigiik
dokularin ¢evresinde analiz yapabilir. Bu durum kiigiik ve katmanli yapilarin
incelenmesinde avantaj saglar. Ayrica mikroelektrotlar, amperometrik tekniklerle
birlestirilince, ilgilenilen maddenin 6lglimiinii hizli zaman dilimlerinde yapabilir. Bu
durumda noérotransmitter aliminin/gerialimimin veya saliiminin degisken dinamikleri

Olctlebilir.
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2.3. Referans Elektrotlar

Referans elektrotlar ve ¢esitleri agirlikli olarak Yalgin (2007)’nin tezinden referans
almarak aciklanmistir. Elektrokimyasal analizler sirasinda potansiyeli dis ortamdan
etkilenmeyen ve analiz siiresince sabit kalan elektrotlardir. Referans elektrotlar ¢alisilan

maddelere kars1 duyarsizdirlar. Ideal bir referans elektrotta aranan ozellikler asagidaki
gibidir;

—  Kolay hazirlanabilmelidir

—  Tersinirdir ve nernst esitligine uyar

—  Potansiyeli zamanla sabit kalir

— Cok kiigiik akimlara maruz birakildiklarinda eski orijinal potansiyellerine geri
donerler

— Referans elektrotlar, sicaklik degisimlerine kars1 ufak degisimler gosterir.

2.3.1. Referans elektrot cesitleri

2.3.1.a. Standart hidrojen elektrot (SHE)

Elektrokimyada ilk olarak standart hidrojen elektrotlar kullanilmistir. Hazirlanmasi gii¢

oldugundan pratik caligmalarda diger referans elektrotlar daha ¢ok tercih edilir.

2.3.1.b. Kalomel referans elektrot

Doygun kalomel elektrotun hazirlanmasi oldukc¢a kolay oldugu i¢in ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Ancak kalomel referans elektrotun kullanimi tiim sistemler
icin elverigli degildir. Biliylik sicaklik katsayilarina sahip olmalari en biiyiik
eksiklikleridir.  Doygun kalomel elektrotun elektrot potansiyeli 25°C’de standart
hidrojen elektrotuna gore +0,244 V’dur.
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Olusan elektrot tepkimesi su sekildedir;

Hg,Cl, (s) + 2e"«>» 2Hg + 2CI

2.3.1.c. Giimiis-giimiis kloriir (AgCl) referans elektrot

Bu tezde kullanilan Glimiis—glimiis klorilir referans elektrotlar1 da doygun kalomel
elektrotlar gibi olduk¢a yaygimn kullanilirlar. Giimiis—giimiis kloriir elektrotu doygun
kalomel elektrota gore daha yiiksek sicakliklarda kullanilabilirler. Referans elektrotun
kullanim1 cesitli sebeplerden dolay: énemlidir. Ilk olarak ¢alisma elektrotuna potansiyel
uygulandiginda bir referans nokta gerekir bu da referans elektrot tarafindan saglanir.
Ikinci olarak ta calisma elektrotunda meydana gelen elektrokimyasal olaylarin

Ol¢timiinde elektron akist i¢in fiziksel yol olusturur.

Ag/AgCl referans elektrodu, giimiis telin teflon kaplanmasi ile hazirlanir. Ucu FAST—
16 ile iliskilendirilir. Diger ucu NaCl ile doyurulmus 1 M HCI i¢ine yerlestirilir. Bir
platin kablo zit elektrot olarak soliisyona sokulur. 9 volt DC adaptér kullanilir.
Uygulanan potansiyel, kloru kabloya hareketlendirir ve AgCl olusur. Elektrik
potansiyeli yaklastk 10-15 dakika uygulanir. Tam iletim saglandiginda, platin zit
elektrodu ¢evresinde kabarciklar goriiliir. Bu minyatiir Ag/AgCl referans elektrotlari in
vivo kullanim 6ncesi 3 M NaCl i¢ine sokulur (Hacimiiftiioglu 2008). Olusan tepkime su

sekildedir;

AgCl+e «—>» Ag+CI’

2.4. Elektro Kimyasal Ol¢iim Yoéntemleri

Amperometrik (DC-Devamli potansiyel)
Siklik voltametri (CV-liggen dalgalar)
Kronoamperometri (kare dalgalar)

YV V VYV V

Farkli puls voltametrisi (DPV, Kare dalgalar+iiggen dalgalar)
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2.4.1. Amperometrik (DC-devamh potansiyel)

Amperometri, devamli sabit bir potansiyelde 6l¢iim yapilabilen en basit elektrokimyasal
tekniklerdendir. Calisma elektroduna devamli voltaj uygulanmasindan itibaren,
mikroelektrot tarafindan kaydedilen diger non-Faradaik akimlar azdir. Bu teknik

elektrokimyasal olarak aktif molekiillerin duyarli 6l¢timlerine imkan saglar.

2.4.2. Voltametri

Voltametri calisma elektrotuna uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak akimin
Olciilmesine dayanan elektro analitik bir yontemdir. Voltametrik analizde uygulanacak
potansiyel araligi; kullanilan ¢alisma elektrodu, ¢ozelti ve elektrolit tiirlerine baglidir.
Voltametride, caligma elektrodu iceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilen
potansiyelde uyarma sinyalleri uygulanir. Bu uyarma sinyallerinin ¢esidine gore farkl
akim cevaplar1 olusur. En cok kullanilan uyarma sinyalleri; dogrusal taramali,

diferansiyel puls, kare dalga ve tiggen dalgadir (Yalgin 2007).

2.5. Mikroelektrot Hazirhk Asamalari

Mikroelektrodun iiretim asamasindan sonra in vivo ve in vitro testlerde kullanilmasi i¢in
bazi prosediirlerden gegmesi gerekmektedir. Bunlar temizleme, bariyer kaplama, enzim

kaplama ve kalibrasyon prosediirleridir.

Elektrotun temizligi yapilirken elektrotlarin uglar, citrisolv soliisyonunda 5 dk ekletilip,

5 dk da iyonize H,O (ddH,0) ile yikanir. Sonra 15 dk. 105-115°C’de firinda kurutulur.

Bagaril1 bir temizleme prosediiriinden sonra elektroda glutamat se¢iciligi i¢in iki farkl
kaplama yapilir. ilk olarak merkezi sinir sisteminde bulunan Askorbik asit (AA) ve
DOPAC gibi 6lglimii istenmeyen maddeleri bloklamak i¢in Nafyon kaplanir (Gerhardt

et al. 1984). Boylece elektrot analit i¢in daha segici olur.
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Daha sonra 6l¢iilmek istenen enzim glutamat ise glutamat oksidaz enzimi ile kaplanir.
Eger farkli bir elektrokimyasal olarak aktif olmayan enzimin oOlglimii yapilmak
isteniyorsa o enzimin oksidaz enzimi ile kaplama yapilip elektrota istenilen analite karsi

secicilik kazandirilir.

Mikroelektrotun kayit bolgeleri perokside ve L-glutamata farkli cevaplar verebilir.
Elektrodun standart egimlerin tespit edilebilmesi i¢in deneyden Once in vitro olarak
kalibre edilmesi gerekir. Bu yiizden 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 eklenir ve FAST-16 sisteminde Olciilebilen

pikoamper seviyelerinde bir akim olusturur.

FAST-16 sistem yazilimi, her bir analit ilavesiyle akimlar1 kaydeder. Her bir kayit
bolgesi icin kalibrasyon egimi olusturur ve bu kalibrasyon egimlerini depolar. Ayni
zamanda AA gibi bilinen bozucular, kalibrasyon esnasinda teste ilave edilir ve istenen
analitin bozuculara gére seciciligi test edilir. In vivo deney esnasinda kalibrasyon

datalar1 geri ¢agirilir ve analitin konsantrasyonunun tespit edilebilmesi i¢in kullanilir.

2.6. Kalibrasyon Kriterleri

Kalibrasyon esnasinda FAST-16 kayit sistemi, L-glutamatin AA’ya gore seciciligini,
egrinin egimini (analit i¢in mikroelektrodun duyarligini), tespit limitini (LOD) ve

¢izgiselligini (R?) otomatik olarak hesaplar.

L-glutamata karst cevabin R*>0.99 olmasi gerekir. Mikroelektrodun egimi veya
duyarligi, L-glutamattaki degisimin hangi iyilikte olciilebilecegini gdsterir. Egim, ayni
zamanda mikroelektrodun kullanimi i¢in en giivenilir Ol¢lit olan LOD’un

hesaplanmasinda da kullanilir.
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Mikroelektrot se¢giminde LOD kullanilir. LOD mikroelektrot i¢in tespit limitidir. Analit
yogunlugu, kayit sisteminin arka plan giiriiltiisiinlin li¢ katina esit elektrot cevabidir.
Kullanici, gormek istedigi cevaptan daha diisiik LOD’lu mikroelektrotlar1 se¢mek

zorundadir.

Segicilik; L-glutamatin AA gibi interferentlere goére duyarlilik oranini gosterir. L-
glutamat egiminin AA egimine bolimiiyle hesaplanir. 100/1 selektif mikroelektrot
demek, 100 mikromolarllk AA konsantrasyon artisinin L-glutamatta yalnizca 1
mikromolar konsantrasyon artigina yol acacagini gosterir. 100/1 segicilikte kullanict
mikroelektrodun AA’y1 %99 etkinlikte blokladigini bilir. 100/1 ve iistii segicilik iyi ve
idealdir. Fakat 20/1 segicilik oranlarinda da mikroelektrotlar kullanilabilmektedir

(Hacimiiftiioglu, 2008).

2.7. Sinyal Analizi

Uretilen ¢oklu mikroelektrot dizisini kullanarak beyin icinde bulunan L —Glutamatin
Olctimiinii yapip L-glutamat sinyalini 6lgmek ve analiz edilmek 6nem arz etmektedir.

Sekil 2.2°de analiz parametreleri ile birlikte tipik bir L-glutamat sinyali goziikmektedir.

T Genlik

~~ Alim oram

yuzdelik cevap

zaman(s)

Sekil 2.2. L-Glutamat sinyalinin sematik diyagramii gostermektedir. L-glutamat ve
diger nérotransmitterlerin zamana kars1 konsantrasyon egrisi olarak ¢izilmistir
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Baseline ile karsilastirildiginda konsantrasyondaki maksimum degisim, maksimum
genlik ya da L-glutamat sinyalinin genligi olarak belirtilir. Bu deger genel olarak uM
olarak oOlciiliir. Sinyalin baselinedan maksimum genlige ulagsmasi i¢in gegen zaman
kaydedilir ve yiikselme zamani olarak (T,) olarak ifade edilir. Maksimum genlikten
sonra baseline’a dogru sinyal azalmasi gergeklesir. L-glutamatin klirensi L-gutamatin
ndronal tasiyicilarla hizli alimmnin sonucudur. L-glutamat sinyalinin azalmasi verinin
dogal logaritmik doniistiiriilmesinin ¢izgisel azalmasinin egimidir. Bu da k.1 adini alir
ve sinyalin maksimum genlikle c¢arpildiginda alim-gerialim oran1 veya saniyede
ekstraseliiler bosluktan uzaklastirilan L-glutamatin mikromolar1 elde edilir. Sonugta
sinyal azalmasi, azalmanin farkli persantillerinde degerlendirilebilir. Sinyal diistisi
maksimum genlikten baseline’a diisiis siiresidir. Son olarak sinyalin disiisii, distisiin
farkli yiizdelerinde incelenebilir. Genel olarak Tso, Tgg Ve Tigo zaman ylizdeleri

kullanilir (Hascup et al. 2007).

2.8. Uretim Asamasinda Kullanilan Teknikler

Mikroelektrot iiretim asamasinda fotorezist kaplandiktan sonra maskeleme yapilmus,
sactirma teknigi ile titanyum kaplanmig, buharlastirma yontemi ile altin kaplanmustir.

Son olarakta lift-off teknigi uygulanmistir. Asagida bu teknikler anlatilmaktadir.

2.8.1. Sputtering teknigi (sagtirma teknigi)

Sagtirma teknigi, Hedef malzemedeki atomlarin fiziksel olarak atom boyutlu ve enerjili
parcaciklar tarafindan bombardiman edilerek momentum transferi sonucu koparilmasi
ve taban malzeme iizerine biiyiitiilmesidir (Sekil 2.3). Olduke¢a kolay ve kullanilabilir
olmasi, biiyiik alanlara uygulanabilir olmasi, kalinligin kaplama siiresi ile kontrol

edilebilir olmas1 bu sistemin avantajlar1 arasindadir.

Sputter isleminde biriktirme yapilacak alttas ile kaynak malzeme vakum seviyesi 107
Torr'a kadar inebilen bir sistem igerisinde yer alir. Sagtirma isleminde kullanilan enerjili

parcaciklar genellikle elektrik alanda hizlandirilan gaz iyonlaridir. Sistemde iyonize
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edilmis reaktif olmayan (inert) bir gaz olan Argon kullanilir. Ortam vakuma alindiktan
sonra ortama argon gonderildiginde iki elektrot arasinda plazma olusur. Kaplama hizi
iyonun enerjisine, kiitlesine, hedef malzemesine, iyonlarin yoniine, hedef sicakligina ve

basinca baghdir.

............................................................................................................................................

Ka‘t_ot(+)

Diftizvon

Kaplama iyonlasma .

Firlatilmis lyon :
Notr Atom
o

. iyon
— l (B)

Vakum

Sactirma DCveya RF
o1 ®
Alanlar E

Anot(-)

Sekil 2.3. Sactirma isleminin basit sematik gdsterimi
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&

Sekil 2.4. Sactirma sistemi
* Atatiirk Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Nanoelektronik Laboratuvari

Genellikle kullanilan gii¢ kaynaklarinin 6zelliklerine gore degisik sactirma teknikleri
literatiirde goziikmektedir. Bunlar dogru akim (DC) sagtirma, radyo frekansi (RF)

sactirma ve magnetron sactirmadir.

2.8.1.a. DC sactirma

Hedef ve alttas vakum odas1 iginde bulunan iki paralel elektroda yerlestirilir. Istenilen
basing degerine gelindiginde ortam olusturmak amaciyla inert gaz sistem igerisine
birka¢ mTorr basingta gonderilir ve elektrotlara DC voltaj uygulanir. Serbest kalan
elektronlar elektrik alan tarafindan hizlandirilir ve Ar atomlarini uyarmak igin enerji
kazanirlar. Uyarilmis Ar atomlari iyonlasarak plazma olusturur ve hedefe dogru
yonelerek hedeften noétral atomlart ve ikincil elektronlar1 koparir. Koparilan atomlar
sacilarak alttas iizerine birikir ve ince film olustururlar (Sekil 2.5). Ikincil elektronlar ise
Ar atomlan ile carpisarak onlar1 iyonize eder ve bu sekilde devam eder (Chenn 2004).
DC sagtirma yonteminde f-hedef ve alttas malzemesi yalitkan olmamalidir. Yalitkan
olmast durumunda katotta biriken yiik Ar iyonlarmin ¢arpmasini engelleyip sagtirma

olayinin durmasina neden olmaktadir.
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Vakum Bolmesi

[ MEC
\ |

Plazma Alttas
Bombardiman Katot Koruma
\ Kapak
Target Gaz

— ||
~

Pompalama D.C gli¢ kaynagi

Sekil 2.5. DC sactirma tekniginin sematik gosterimi
2.8.1.b. RF sactirma

Degisken elektrik alan elektrotlar arasinda plazma olusturmak i¢in uygulanir. RF
sactirma teknigi iletken, yariiletken ve yalitkan malzemelerin kaplanmasinda kullanilir
(Sekil 2.6). RF giic kaynaginin sactirma teknigi ile birlestirilmesiyle hedefin iletken
olma mecburiyetini ortadan kaldirmistir. 5-30 MHz frekansli RF kullanilir. RF sagtirma
tekniginde kaplama hizi DC sactirmaya oranla daha diisiik olmasina ragmen
yalitkanlarin RF sacgtirma teknigiyle daha iyi bir sekilde kaplanabilmesi bu teknigin

genis bir alanda kullanilabilmesine neden olmustur.
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Vakum Bolmesi

[ MEC
\ |

Plazma Alttas

Bombardiman Katot Koruma
Kapak

N

Gaz

RF Gui¢ Saglayici

N

Pompalama

Sekil 2.6. RF sagtirma tekniginin sematik gosterimi

2.8.1.c. Magnetron sactirma

Bu teknikte iyonlasma oranini artirmak i¢in hedefin yiizey normali dogrultusunda
manyetik alan uygulanir. Manyetik alanlar elektronlar1 helezonik hareketlere sokarlar.
Elektronlarin yollar1 uzadigi i¢in hareketleri boyunca daha ¢ok sayida ¢arpisma yaparak
hedef iizerinde iyon yogunlugunu artirirlar boylece daha diisiik basingta daha yogun
plazma elde edilebilir. Bu sayede hedeften atom koparma islemi daha yogun bir sekilde
gergeklesir. Iyonlasma oranmin artmasi daha diisiik basinglarda plazma olusturulabilir

ve daha yliksek kaplama hizi saglanir (Sekil 2.7).
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Vakum Bolmesi

p— -1

MFC

Alttas tutucu

| | —» Alttas

Kaplama Akimi Ar

\ / Plazma Gazl

Target
/

- Bombardiman

Vakum DC/RF Giig Saglayici
pompasl

Sekil 2.7. Magnetron sagtirma tekniginin sematik gosterimi

2.8.2. Litografi teknigi

Litografi, maske iizerinde bulunan devre diyagramin alttas {izerine transfer edilmesini
saglayan islemlerin biitiinline verilen addir. Tiimlesik devre tasariminin gelisimiyle
beraber litografi asamalarinin kullanimlarinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Isikla
yapilan litografinin yani sira elektron demetini yonlendirerek, maskesiz ya da bagka

yontemlerle de litografi yapilabilir. Baslica litografi teknikleri asagidaki gibidir;

e Fotolitografi ( Optik, UV, EUV)

e  E-demet/ Iyon demeti/ Nétr atomik demet litografi
e X-i1s1 litografi

e  Girisim litografi

e  Taramali sonda litografi



23

Gerilim darbesi
CvD

Yerel elektro kaplama

RN NERN

Dip-pen

Bu tezde mikroelektrot iiretilirken UV-fotolitografi teknigi kullanilmistir. Bu teknik

ayrintistyla anlatilmigtir.

2.8.2.a. Fotolitografi

Fotolitografi 1s18a duyarh fotorezistin kontrollii 151k ile pozlandirmasi ile goriintiilerin
olusturulmasina denir. Bir fotolitografi islemini olusturan basamaklar siralanmigtir

(Sekil 2.8).

e Temizlik ve yiizeyin hazirlanmasi
e Fotorezist uygulanmasi

¢  Yumusak pisirme

e Hizalama ve pozlama

e Banyo

e  Sert pisirme

e Asmdirma veya ekleme tabakasi

e Rerzist kaldirma



Temizleme Fotorezist Kaplama Yumusak Pisirme

LV

| 4
= = g = % g = =

Pozlandirma Pozlandirma sonrasi pisirme Banyo

w—t N m—

Sert Pisirme Ekleme Tabakasi

Rezist Soyma

Sekil 2.8. Fotolitografi tekniginin sematik gosterimi

v
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2.8.3. Lift-off teknigi

Malzemelerin desenlendirilmesinde yaygin ve kolay bir yontem olarak Lift-off yontemi
kullanilmaktadir. Yiizey iizerine film kaplanmadan Once genel olarak kaplanacak
ylizeyin temizligi yapilip, daha sonra da fotorezist kaplanarak gegici yiizey olusturulur.
Zaman, hiz, kalinlik, homojenlik, tozlar ve kusurlar kaplanan fotorezistin kalitesini
belirler. Daha sonra 6n pisirme yapilir. On pisirme; fotorezist diisiik sicaklik ve kisa
zaman araliginda 1s1l isleme tabi tutulmasidir. On pisirmedeki amag¢ fotorezistin
¢Oziiclistinlin  buharlastirilmasini  saglamak, yapismanin iyilesmesini saglamak,
homojenligi artirmak ve asindirmaya kars1 direncin iyilesmesini saglamaktir. Negatif ve
pozitif fotorezist olmak {lizere iki ¢esit fotorezist bulunmaktadir. Negatif fotorezist
maske tlizerinde ki desenin tersinin basilmasini saglarken, pozitif fotorezist maske
tizerine ki desenin aynisinin basilmasim1  saglar. Kullanilan fotorezisti de
uygulayacagimiz desen ve teknige gore secebilir. Negatif fotorezistler 151k gordiigiinde
polimer zinciri olustururken, pozitif fotorezistte ise polimer zincirleri 151k gordiiklerinde

kirilirlar (Sekil 2.9).

uv

ARAA2 22 AR

——

VYV vy
ANNN  NNN

Silikon alttas
Fotorezist l
Kimyasal Gelisim
N N % %, I N e
Negatif Rezist ile Pozitif Rezist ile

Sekil 2.9. Pozitif ve negatif fotorezist ile maske aktarimi
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Lift-off siirecinde film altindaki gegici tabaka ¢oziicii yardimiyla kaldirilir ve siireg

basinda yiizeye biriktirilen film kalir.

Sekil 2.10. Mask-Aligner Cihazi

* Bilkent Universitesi ileri Arastirma Laboratuvari

2.8.4. Termal buharlastirma

Buharlagtirilacak malzeme dogrudan ergime sicakligi yiiksek olan bir potaya direng
olarak baglanir. Potanin bulundugu flamandan yiiksek akim gegirilerek potanin 1sinmasi
saglanir bodylece potadaki malzeme yiiksek 1siyla erime sicakligina ulastiginda
buharlasir ve hedef malzemeye kaplanmis olur. Islem 10°-10° Torr basingli vakum
ortaminda yapilir. Termal buharlastirma isleminde ortamin kirli olmasi kaplama
kalitesini biiyiik oranda etkiler. Termal buhar kaplama isleminde buharlasan atomlarin
kinetik enerjileri diisiik oldugu i¢in, kaplamalarin ana malzemeye yapisma yetenekleri
diistiktiir. Sistemin oldukca basit olmas1 ve buhar veriminin yiiksek olmasi, kaplama
malzemesi se¢iminde genis olanaklar sunmasi, termal buharlasma tekniginin

avantajlaridir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Enzime Dayah Cok Boliimlii (Multisite) Mikroelektrot Fabrikasyonu

Enzim temelli ¢ok kanall1 mikroelektrotlar fotolitografik metotla iiretilmektedirler. Bu
metot 5-10 um (mikrometre-mikron)’lik kayit yiizeylerinin fabrikasyonuna imkan
saglamaktadir. Ayrica bu metotla birgok ¢esitte multikanallt mikroelektrot tek bir alttag
tizerinde ayn1 fabrikasyon aninda yapilabilir. Boylece zaman ve maliyet agisindan

avantaj saglanmis olur.

Mikroelektrot fabrikasyonunu ince film teknolojisinden yararlamlarak iiretildi. ilk
olarak fabrikasyonu yapilacak olan mikroelektrot tasarimi1 L-Edit programinda ¢izildi. 4
adet kayit bolgesi ve PCB ile baglantinin yapilabilmesi baglant1 bolgeleri olusturuldu.
Mikroelektrotun toplam boyu 1 cm, genisligi 1 mm olacak sekilde baglant1 bolgeleri ile
kayit bolgeleri arasina 10 um kalinliginda yollar cizildi. Baglanti bolgeleri farkli
biiyiikliikkte olana sensorler tasarlandi. (Sekil 3.1). L-Edit programi ile olusturulan
mikroelektrotlar maske tizerini aktarildi. Alttas olarak 4 ing¢ biyiikliigiinde 500 pm
kalinliginda ytiksek yalitkanlikta silikon kullanildi. Temizlik asamasindan sonra silikon
alttasin yalitkanligini artirmak igin SiO; ile kaplandi. Ardindan fotorezist silikon alttas
tizerine uygulandi. Hizalandirilmis UV 1sik altinda cizilen maske iizerindeki
mikroelektrot sekilleri fotorezist kapli silikon alttaga aktarilirdi. Negatif maske
kullanildig1 i¢in kayit bolgeleri, baglanti yollar1 ve baglanti noktalarimin oldugu
fotorezist bolgeleri 15183a maruz kaldi. Developer ile bu bolgelerin kalkmasi saglandi.
Daha sonra, adhezyonu artirmak icin 500 A kalinliginda titanyum ile silikon alttas
kaplandi. Adhezyon tabakasindan sonrada 1500 A kalinliginda altin ile kaplanarak aktif
metal tabakasi olusturuldu. Aseton kullanarak kayit bolgeleri, baglanti yollar1 ve
baglant1 bolgeleri hari¢ diger bolgelerde ki fotorezist ve istenmeyen metaller kaldirildi.

En son olarak ta beyin i¢inde kullanish kullanim i¢in konik sekilde kesimi yapildi.
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Kayit Bolgeleri 50x50 um 10 um kalinliginda baglanti yollari

«—>
200 um (a)
/ él Ij I? = 1Imm
[ ]
1cm (b)

Sekil 3.1. (2) Biiyiiltiilmiis konik elektrodun, (b) dikdortgen elektrodun sematik resmi

3.2. Cok Kanalh Mikroelektrot Tasarim

Kullanigh ~ fabrikasyon siirecinden dolayr mikroelektrotlar ¢esitli  geometrik
konfigiirasyonlarda {iretilebilmektedir. 8 kayit bolgesine ve 16 kayit bolgesine sahip
mikroelektrot yapilabilir. R1 (Sekil 3.2a) elektrotlari, genis beyin bolgeleri i¢in veya
tabakali yapilar i¢in kullanigh olan daha genis bir kayit mesafesi saglarken, S2 (Sekil
3.2b) daha kiiciik beyin yapilarinda algilama imkan1 sunar. Bu tezde {iretimini yapilan

mikroelektrot 4 kayit bolgesine sahiptir (Sekil 3.3).
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(a) (b)

Sekil 3.2. Silikon tabanli mikroelektrotlarin mikroskop goriintiileri

*Herbiri farkli geometrilerde Au kayit bolgelerine sahiptir. a) 4 kayit bolgesine sahip R1 tipi
mikroelektrodun mikroskop goriintiisii goriilmektedir. Kayit bolgeleri 50x150 um boyutlarina sahiptir.
Kayit alanlari arasinda 50 um bosluk vardir. b) 2 ¢ift altin kayit bolgesine sahip S2 tipli mikroelektrodun
mikroskop goriintiisii goriilmektedir. Her kayit bolgesi 15x333 um boyutlarina sahiptir ve giftler arasinda
100pum bosluk bulunmaktadir.

11250 um? 100100 um?

S0um 2%un 250um
300 um - )
80 um

d) e) f)

Sekil 3.3. Silikon tabanli ¢oklu mikroelektrot dizaynlarinin L-EDIT programindaki
ekran goriintiisii

*Her biri farkli geometrik dizaynlarinda altin kayit bolgelerine sahiptir. 25x300 um boyutlarinda S2
mikroelektrot (a) 20x250 um boyutlarinda S2 mikroelektrot (b) 30x333 um boyutlarinda S2 mikroelektrot
(c) 50x150 um boyutlarinda R1 elektrot (d) 15x333 um boyutlarinda S2 mikroelektrot (e) 50x50 um
boyutlarinda R1 mikroelektrot (f)



3.3. Fabrikasyon

Fotolitografik yontem ile iiretilen mikrosensoriin iiretim asamalar1 sematik olarak

asagida anlatilmistir (Sekil 3.4).

Seramik alttas SiO, tabakasi Fotorezist kaplama
Maske 1 Titanyum Film (500 A) Altin Film (500 A)
|
N N
Ti/Au liftoff Kesimden sonra

mikroelektrot

Sekil 3.4. Silikon tabanli mikroelektrot fabrikasyonunu gdsteren sematik diyagram

4 ing¢ ¢apinda 500 pm kalinliginda oldukga yalitkan silikon alttas 1x1,5 cm boyutlarinda
kristal diizleminden dilimlenmistir (Sekil 3.5).
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a)

Sekil 3.5. Silikon alttagin fabrikasyona hazirlanmasi
*(a) Silikon alttas (b) 1x1,5 cm boyutunda kesilmis silikon alttag

3.3.1. Temizleme

Silikon alttas tizerinde bulunan kahintilardan temizlemek igin Piranha ¢ozeltisi (30 ml
H,S04,10 ml H,0,) hazirlanip alttas ¢6zelti iginde 2 dk bekletildi (Sekil 3.6 (a)). Bol
de iyonize su ile durulanip (Sekil 3.6 (b)) azot tabancasi ile tamamen kurutuldu (Sekil
3.6 (c)). Fotorezist kaplama isleminden 6nce adhezyonu artirmak icin dehidrasyon
islemi yapildi (Sekil 3.7). Isiticida 120°°de 5 dk alttas tizerindeki su buharlastirildi.

a) b) c)

Sekil 3.0. Alttasin temizlenmesi
* (a) Silikon alttagin pranha ile temizlenmesi (b) deiyonize su ile durulanmast (C) azot tabancasiyla
kurutulmast
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Sekil 3.7. Dehidrasyon islemi

3.3.2. SiO; kaplama

Silikon alttagin yalitkanligimi artirmak icin sputter ydntemi kullanilarak 1000 A
kalmhiginda SiO, kaplanmustir. Kaplama kalinhgi: 0,8 A/s, Giig: 100 W olarak

secilmistir.

3.3.3. HMDS (Hexamethyldisilazan) ve fotorezist kaplama

Alttas yiizeyi fotorezist kaplama isleminden 6nce Hekzametildisilazen primer adinda bir
kimyasal bilesik ile kaplandi. Hekzametildisilazen primer yiizeydeki oksit gruplari ile
bag yaptigindan o6rnek ile fotorezist arasindaki adhezyonu artirir. Hekzametildisilazen
kaplanirken miktar 1s1ga duyarliligi etkiledigi i¢in dikkat edildi. Kaplama prosediirii
homojenligi saglamak igin 2 asamada gerceklestirildi. 1. Asama 500 dev/dk’da 5 s, 2.
Asama 5000 dev/dk’da 55 s olarak ayarlandi. Daha sonra, ayn1 dev/dk ve saniyede
fotorezist kaplandi (Sekil 3.8). Fotorezist olarak AZ5214 pozitif rezist se¢ilmistir (Sekil
3.9).
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Sekil 3.8. HMDS ve fotorezist kaplama tinitesi

Sekil 3.9. Kullanilan pozitif rezist

3.3.4. On 1s1tma

On 1s1tma, fotorezistin yapismasinin iyilesmesi, homojenligin iyilesmesi, asindirmaya
direncin iyilestirilmesi ve fotorezistin solventini buharlastirarak fotorezisti UV 1s1gina
daha hassas hale getirilmesi agisindan nem arz etmektedir. On 1sitmanin sicaklig: ve ne
kadar siire uygulanacagr énemlidir. Kisa 6n 1sitma UV 1siginin foto aktif bilesene
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ulasmasima engel olacak gelistirme sonrasi istenmeyen bolgelerde rezist kalmasina
neden olacaktir. Uzun 6n 1sitma ise foto aktif bilesene zarar vereceginden developer

icerisinde ¢oziinlirliigiinii azaltacaktir. 110°°de 45 s 6n 1sitma yapildi.

3.3.5. Litografi

Fotorezist kaph alttasa maske goriintiisiiniin transferi yapildi. Bu asamada maske ile
alttasin uzakligi maskedeki sensorlerin boyutlarinin birebir ¢gikmasi igin oldukga yakin
ayarlandi. Mask aligner cihazinin giicii 300 Watt’a ayarlanip alttag 90 s 365 nm dalga
boyunda UV 1s18a maruz birakildr (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Mask aligner cihazi

3.3.6. Developer

Alltas tizerinde UV 1s1gma maruz kalan bolge asidik 6zellik gosterir, bazik yapida olan
developer ile bu bolgede ki fotorezist kaldirdi. 10 ml developer, 40 ml su kullanilarak

hazirlanan ¢6zelti kullanildi.
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3.3.7. Metal kaplama

Baglanti yollarinin, kayit ve baglant1 bolgelerinin olugsmasi icin ilk olarak titanyum daha
sonrada altin kaplandi. 1500 A kalmliginda Titanyum kaplama islemi altmin alttasa
daha 1iyi yapismast i¢in yapildi. Titanyum kaplama islemi sputter yontemi ile
gerceklestirildi. Daha sonrada ayni cihazda buharlastirma yontemi ile 500 A
kalinliginda altin kaplandi (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Sputter cihazinda 6nce titanyum daha sonrada altin kaplandiktan sonra
silikon alttas

3.3.8. Lift-off

Metal kaplama asamasindan sonra aseton icgine atarak istenmeyen bolgelerde altinin

kalkmasi saglanir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Lift-off isleminden sonra silikon alttas

3.4. Paketleme

Mikroelektrodun fabrikasyonu bittikten sonra in vitro ve in vivo deneylerde
kullanilabilmesi i¢in paketlenmesi gerekmektedir. Paketleme asamasi asagidaki

adimlardan olusmaktadir:

1. Kesilme: Paralel tiretimle tiretilen 30 adet mikroelektrot dilimleme cihazi ile ucu
konik olacak sekilde kesildi (Sekil 3.13). Konik kesimin avantaji oldukca diizgiin
elektrot kenarlar1 saglamasindan dolayi in vitro deneylerde beyin bdlgesine daha az

zarar vermesidir.

Sekil 3.13. Ucu konik olarak kesildikten sonra mikroelektrotlar

2. PCB’nin Uretilmesi: Uretilen elektrodun elle tutulabilmesi ve deney sistemine
baglanabilmesi i¢in PCB ile birlestirildi. Silikon alttas ile baglantinin yapilabilmesi i¢in

alttag lizerinde bulunana baglanti bolgelerinin karsisinda karsisinda PCB iizerinde
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bulunan yollar ile wire bonding yapildi. Yollar altin oldugu i¢in wire bonding yapilirken

altin tel kullanildi.

a) b)

Sekil 3.14. (a) PCB’nin maskesi, (b) tiretilmis olan PCB, (C) wire bonding i¢in altin ile
kaplanmis PCB

3. Epoxy: PCB ile mikroelektrod wire bonding ile birlestirildikten sonra baglanti
yerinin saglamlastirilmast ve altin tellerin izole edilmesi i¢in epoxy damlatild1 (Sekil

3.15).

a) b) c)

Sekil 3.15. (a) PCB (b) PCB ile yapistirtlip wire bond yapilmis elektrot (C) baglanti
yerini yalitmak ve saglamlastirmak i¢in epoxy damlatilmis elektrot
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu kisimda fabrikasyon adimlari anlatilan mikroelektrotun kalibrasyonu yapilip

hidrojen peroksite cevabi incelenmistir.

4.1. Kayit Sistemi

Sistem potansiyostat, mikroelektrot ve referans elektrot arasinda elektrokimyasal
kayitlarin tasinabilmesi i¢in potansiyel fark yaratir. Fast-16 sisteminin bir parcasi
elektrokimyasal sinyali yiikseltir. FAST-16 sistemi (Sekil 4.1), kontrol kutusu ve bir
A/D (Analogdan Dijitale Doniistiiriicii) bilgisayar kartt elemanlar1 yardimiyla,
oksidasyon veya indirgenme reaksiyonlarinin iirettigi elektrik akimini yiikseltir ve bu
akimi sayisallagtirir. Windows tabanlt FAST-16 sistem yazilimi, saniyede 1 kayit veya
daha hizli sekilde veri dosyalarini kaydedebilir. Yazilim, yeni nesil mikroelektrotlarin
artan kayit noktalarinin sayisina gore artirilabilen sekiz es zamanl kanal kaydina uygun
yazilmistir. FAST-16 gostergeleri, akim ve renk akim kayitlari, 40 Hz’e kadar olan
kayitlar1 gosterebilir. Kaydedilen dosyalar diger Windows tabanli (Excel gibi)
uygulamalarla da veri islemeye imkan saglar veya dogrudan veri isleme analiz

programina aktarilabilir.
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FAST-16

On Panel

2X,4X,6X, 8X, 10X

Main BitO or Bit1 Marker
On Yakselteg TTL ve harici cihaz TTL ve harici kaynak aktivasyonu
(Headstage) kontroll igin baglants icin digme
Baglanti ]
jacklan
Arka Panel

AID Computer DC Input

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

Sekil 4.1. FAST-16 sisteminin 6n ve arka panel goriintiileri

*FAST-16 sitemi elektrokimyasal reaksiyon olusturmak igin referans elektrot ve caligma elektrotu
arasinda potansiyel fark yaratir. A/D doniistiiriicii saniyede 1.25 milyon 6rnekleme hizina sahiptir. Bu
deger dijital ¢eviricinin giris degerlerini dijital degerlere ¢evirme hizin1 géstermektedir (Day 2005).

4.2. Ag/AgCI Referans Elektrot

Biiylik cam Ag/AgCl referans elektrodu, m-fenil diamin elektropolimerizasyonu ve
mikroelektrot kalibrasyonu i¢in uygun olmasina ragmen birgok biyolojik uygulama i¢in
cok biiyiiktiir. Bu yiizden daha kiigiik tel yapida Ag/AgCl referans elektrodu her deneye
baslarken hazirlanmalidir. Minyatiir Ag/AgCl referans elektrodu, glimiis telden teflon
kaplamayla hazirlanir. Ucu FAST-16 ile iliskilendirilir. Diger ucu NacCl ile doyurulmus
1 M HCl i¢ine yerlestirilir. Bir platin kablo zit elektrot olarak soliisyona sokulur. 9 volt
adaptor kullanilir. Uygulanan potansiyel, kloru kabloya hareketlendirir ve AgCl olusur.
Elektrik potansiyeli yaklasik 10-15 dakika uygulanir. Tam iletim saglandiginda, platin
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z1t elektrodu ¢evresinde kabarciklar goriiliir. Bu minyatiir Ag/AgCl referans elektrotlar

in vivo kullanim 6ncesi 3 M NaCl i¢ine sokulur.

4.3. Test

Testi yapilan mikroelektrot ve kayit alanlarinin mikroskop goriintiisii Sekil 4.2°de
goziikmektedir.

(b)

Sekil 4.2. (a) Silikon tabanli mikroelektrot, (b) biiyiiltiilmiis kayit bolgeleri

Teste baslamadan 6nce 200 cc damitilmig su ve fosfat tamponlu tuz (PBS) ile ¢ozelti
hazirlanir. Daha sonra FAST-16 baslangi¢ bilgileri girilir ve mikroelektrot kayit
bolgesine +0.7 Volt akim uygulanir. Kalibrasyona bagladiktan sonra akimin sabit bir
taban seviyeye ulasmasi beklenir (10-15 dakika ya da daha uzun). Sabit baseline
olustuktan sonra bilgisayarda baseline tusuna basilir. In vitro test i¢in 8.8 umol peroksit
100 ve 450 s zaman araliklarinda ¢ozeltiye ilave edilip peroksite karsi cevabi
incelenmistir. Kalibrasyon esnasinda FAST-16 kayit sistemi, egrinin egimini (analit i¢in
mikroelektrodun duyarligini), tespit limitini (TL) ve ¢izgiselligini (R%) otomatik olarak

hesaplar.
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Sekil 4.3’de peroksit icin elektrot tepkisi gosterilmistir. Her kayit bolgesinin
dogrusalligt (R?) Cizelge 4.1'de Szetlenmistir. Sensoriin 4 kayit bolgesi soliisyona
peroksit eklendiginde basamak seklinde tepki vermistir. Bu sonug¢ sensoriin uyaranlara

kars1 hizli ve dogru tepki verdigini gostermektedir.

Elektrot Cevabi
(Akim)

Elektrot Cevabi
(Akim)

Elektrot Cevabi
(Akim)

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Elektrot Cevabi
(Akim)

Zaman (s)

Sekil 4.3. Zamana kars1 elektrot cevabi

Mikroelektrodun beyin icindeki enzimleri algilamasinda kullanilabilmesi ig¢in

dogrusalligin (Rz) yaklasik olarak 1 degerinde olmasi istenmektedir.
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Cizelge 4.1. Her kayit bolgesinin dogrusalligi (R?)

Kayit alani-1

Kayit alani-2

Kayit alani-3

Kayit alani-4

0.93+0.05

0.94+0.04

0.85+0.1

0.95+0.01
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5. SONUC

Gliniimiizde beynin fonksiyonlarin1 anlamak i¢in ¢ok sayida calisma yapilmaktadir ve
glinlimiizde yapilan bilimsel ¢alismalarin en popiiler olanlarindan biridir. Beyin ile ilgili
yapilan caligmalarda kullanilan araglardan birisi biyosensorlerdir. Bu alanda yapilan
calismalar heniiz bilimsel siirecin tamamlanmayip teknolojiye aktarilmadigini ve bu
alanda yeni c¢alismalar yapilarak kaliteli mikroelektrot {retilmesi gerektigini

gostermektedir.

Ulkemizde mikroelektrot fabrikasyonu konusunda bilgimize gére su ana kadar herhangi
bir ¢alisma yapilmamistir. Bu tezde iilkemizde ilk kez mikroelektrot fabrikasyonu
yapilarak bu mikroelektrotlarin tibbi uygulamalar i¢in kullanilabilmesi durumunun
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla 4 kanalli mikroelektrotlarin fabrikasyonu
tasarlanmis, mikroelektrot fabrikasyonu, paketlenmesi ve mikroelektrotlarin
fonksiyonelligi test edilmistir. Beyin i¢indeki hastaliklarin etkin maddesi olarak bulunan
cesitli enzimlerin algilanmasinda kullanilan mikroelektrodun fabrikasyonu igin ince
film teknolojisi kullanilmigtir. Yalitkan alttas olarak silisyum kullanilmistir.
Laboratuvarimizda bulunan silisyumun o6zdirenci iletkenlik bolgesinde oldugu igin
silisyum iizerine silisyum oksit tabakasi olusturularak yiizeyin yalitkanligi saglanmistir.
Daha sonra bu alttag iizerine iletken metal ince film tabakasi kaplanmistir. L-edit
programi yardimiyla tasarimi yapilan maske tez metninde anlatilan litografi yontemiyle
mikroelektrotlar gerceklestirilmistir. Mikroeleketrotlarin kullanilir hale getirilmesi i¢in
paketleme asamasina gegilmistir. Bu asamada 6nce mikroelektrotlar tasarimi yine L-edit
programinda yapilan PCB tizerine iletken yollar yapilmis ve PCB ile mikroelektrotlar
tizerindeki akim tagima yollar1 wire bonding ile altin tellerle birbirine baglanmistir.
Hazirlanan elektrotlar icin Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesinde bulunan Farmakoloji
Arastirma  Laboratuvarinda test edilmistir.  Testler sonucunda hazirlanan
mikroelektrotlarin 6nemli bir gogunlugunun fonksiyonel oldugu ancak baz elektrotlarin
hedeflenen degerleri yakalayamadigi gozlenmistir. Ornegin silisyum alttastan
yapilan mikroelektrotlarin cevap siiresinin beklenilen silireden daha uzun oldugu

goriilmiistiir. Silisyum alttaglar tamamen yalitkan olmadigindan alttasi yalitkan hale
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getirmek icin ylizey oksitlenmistir. Silisyum oksit tabakasi ylizeyde olusmakta derine
inmemektedir. Silisyum oksit tabakasi {izerine metal yollara kaplanarak mikro elektrot
elde edildiginde yap1 silisyum/silisyum oksit/metal (iletken/yalitkan/iletken) seklinde
olmaktadir ve bu bir kondansator yapisina benzemektedir Dolayisiyla bu yapilarda
olusan  mikroelektrotlarin  kapasite  etki  gostermesi  beklenmektedir. Cevap
stiresinin beklenenden daha uzun olmasi bu yapimin kapasitif etki gostermesine
baglanmaktadir. Mikroelektrotlarda 6nemli sorunlardan biri elektrot yollarinin ¢evre ve
birbirleriyle etkileserek giiriiltii olusturmalaridir. Bu etkiyi azaltarak minimuma
indirmek icin elektrot yolarinin yiizeyi yalitkan ince bir tabakayla kaplanmaktadir.
Boylece yalitkan/iletken/yalitkan yapilar elde edilmektedir. Bu ¢alismada ise bu amagla
kullanilan polyimide temin edilemediginden alttag {izerindeki iletken yollar uygun

yalitkan malzeme ile kaplanamamustir.

Testler sonucunda elde edilen zamana karsi elektrot cevabini  gostere
grafiklerden (Sekil 4.3) goriilecegi lizere iiretilen 4 kanalli elektrotlarin her bir kanali
H,0; degisimine aninda tepki vermis ve HyO, konsantrasyonu ile cevap degerlerinde
degismeler olmustur. Ayrica iiretilen elektrotlarin dogrusallik degerleri de 1 e yakindir.
Bu sonuglar iiretilen elektrotlarin tibb1 uygulamalar ve arastirma c¢alismalart igin
kullanilabilecegini gostermektedir. Diger taraftan {iretilen elektrotlarin iyilestirilme
potansiyeli vardir. Bundan sonraki ¢aligmalarimizda duyarliligi, se¢iciligi, cevap siiresi,
LOD degeri gibi parametreleri daha iyi elektrotlar elde etmek i¢in nanaoyapilarin da
kullanildig1 yeni elektrot tasarimlari yapilacaktir. Ulkemizde bu alanda ilk olan bu tezin

sonuglariin yeni tez, proje ve arastirtmalara katki sunacagi beklenmektedir
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