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Abstract

Noble metal nanoparticles exhibit localized surface plasmon resonances (LSPR) as a result of excitation
by light, are used for label-free biosensing applications and bioimaging. Particularly, due to the high
sensitivity of the nanoparticles to the change in local refractive index as a result of the interaction of the
nanoparticles with biomolecules, molecular interactions that can be spectrally measured allow numerous
studies on this subject. LSPR, used as an optical-based transduser in biosensors, depends on the size,
shape and material properties of the metal nanoparticles. Single metal nanoparticles with large surface
area and strong optical properties have unique chemical and physical properties compared to bulk metals.
Nanoparticles can be synthesized in different forms such as nano-sphere, nano-rod, nano-wire, nano-
cube with noble metals such as silver, copper and gold. Silver and gold are more preferred than copper
because they are less reactive and more stable. Especially gold nanoparticles (AuNP) with higher
conductivity and chemical stability are widely used in biotechnology. This review includes optical
properties, synthesis techniques, plasmonic sensing methods and biosensor applications of commonly
used nanosphere and nanorod AuNPs.
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Altin Nano-Parcacik Esash Lokalize Plazmon Rezonans
Biyosensorleri

Ozet

Asal metal nanoparcaciklarmn 1s1k ile uyarilmalar1 sonucu gdsterdikleri lokalize yiizey plazmon
rezonanslar1 (LYPR) etiketsiz biyosensor uygulamalarinda ve biyo-goriintillemede kullanilmaktadir.
Ozellikle nanopargaciklarin biyomolekiiller ile etkilesimi sonucu degisen lokal kirilma indisine karsi
yiiksek hassasiyet gdstermesi sonucu molekiiler etkilesimlerin spektral olarak Slgiilebilir olmast bu
konuda sayisiz ¢alisma yapilmasina imkan saglamaktadir. Biyosensorlerde optik tabanli doniistiiriicii
olarak kullanilan LYPR, metal nanopargaciklarin boyutu, sekli ve malzeme 6zelliklerine baghdir. Genis
yiizey alani ve giiglii optik dzellikleri olan tek metal nanopargaciklar, y1gin (bulk) metallere gére 6zgiin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptirler. Glimiis, bakir ve altin gibi asal metaller ile nano-kiire, nano-
cubuk, nano-tel, nano-kiip gibi farkli sekillerde nanopargaciklar sentezlenebilir. Daha az reaktif ve daha
kararli olan giimiis ve altin, bakira gore daha fazla tercih edilir. Ozellikle altin nanopargaciklar (AuNP)
yiiksek iletkenligi ve kimyasal kararliligi ile biyoteknolojide yaygin olarak kullanilirlar. Bu derlemede,
siklikla kullanilan nano-kiire ve nano-gubuk AuNPlarin optik 6zellikleri, tiretim teknikleri, plazmonik
sinyal algilama yontemleri ve biyosensor uygulamalarina yer verilecektir.

Anahtar Kelimeler: Lokalize yiizey plazmon rezonans, altin nanoparcacik, biyosensor, afinite,

konjiigasyon, mikroskopi, spektroskopi, biyoreseptor
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1. Giris

Metalik yilizeylerdeki serbest elektronlarin elektromanyetik dalgalarla uyarilmasi sonucu olusan kolektif
salinimlarina yiizey plazmonlar1 denir. Metal nanoparcaciklarin (NP) yiizeyindeki elektronlar,
boyutlarindan daha biiyiik dalgaboyu ile uyarildiklarinda salinim yaparlar ve NPlarin yiizeyinde lokalize
olmus elektromanyetik alan olusur. Gelen elektromanyetik dalganin salimimlari, NPlarin elektromanyetik
salmimlari ile rezonansa girince rezonans salinim frekansi ile karakterize edilen lokalize yilizey plazmon
rezonanslar1 (LYPR) olusur.

A B C

Pl iy

Sekil 1 A) Nano-kiire ve B-C) Nano-cubugun 151k ile uyarilmasi, iletken bandindaki elektronlarin
salinimma (lokalize yiizey plazmonlart) sebep olur. Kiiresel nanopargacikta electron salinimi tek yonlii
olurken, ¢ubuk sekilli nanopargaciklarda elektron salinimlar1 enlemsel ve boylamsal yonlerde olur.

LYPR sayesinde pargacigm yiizeyindeki lokal elektrik alan uyar1 elektik alanina gére oldukca artar. Bu
durum metal nanopargaciklarda giiglii optik soniimleme ve sagilma sinyali olarak ortaya gikarlar.
Plazmon sinyali plazmon rezonans frekansinda maksimumdur ve belirli dalgaboylarinda yiiksek kontrast
ile arkaplan sinyalinden ayrilarak dlgiilebilirler. Altin, giimiis gibi asal metal nanoparcaciklarda rezonans
goriiniir dalgaboylarinda olusurken, yari-iletken nanopargaciklarda maksimum absorpsiyon kizilotesine
yakin ve orta kizildtesinde olusur (Toshiharu Teranishi ve ark. 2011). Biyoloji, tip ve biyokimya
alanlarindaki biyosensor uygulamalarinda siklikla kullanilan bu 6zellik, metalik NPlarin sekil, boyut,
homojenlik ve yiizey kaplamalarmin kontrolii ile optimize edilebilir (Luis M. Liz-Marzan ve ark. 2006).

2. Lokalize Yiizey Plazmon Rezonansi (LYPR)

LYPR altin, glimii gibi asal metallerden sentezlenmis nanoparcaciklarin kolloidal siispansiyonlarinin
parlak renklerinden sorumlu 6zgiin bir optik 6zelliktir. Plazmonik ¢alismalarda 6zellikle altinin tercih
edilmesi 15181 yiiksek verimlilikte sogurmasi ve sagmasindan kaynaklanmaktadir. Altin nanoparcacik
(AuNP) LYPRIarinin sagladigi UV-VIS spektroskopi ile 6lgiilebilen goriiniir bdlgedeki (500-600 nm)
giiclii absorpsiyon ve sagilma bantlari, biyomolekiillerin LYPR bandinda yaptig1 degisikliklerin gozle
goriinlir kolorimetrik algilanmasina olanak saglar (Keke Chang ve ark. 2017, Boshi Liu ve ark. 2018,
Yasaman-Sadat Borghei ve ark. 2019). LYPR bantlarinin yeri AuNPlarm boyutlari, homojenlikleri,
sekilleri, boyut dagilimlari, ve ayrica ortamin dielektrik sabitine baghdir (Luis M. Liz-Marzan ve ark.
2006). Yani, bu parametrelerden herhangi birini modifiye etmek absorpsiyon dalgaboyunda kaymalara
neden olacaktir. Ornegin, AuNP boyutunun biiyiimesi veya AuNPlarmn kiimelenmesi LYPR bandini
yiiksek dalgaboylarma kaydirir (kirmiziya kayma).

Sentezi ve analitik ¢oziimii digerlerine gore kolay olan kiiresel altin nanoparcaciklarm plazmon
spektrumuna bakildiginda goriiniir bolgede tek pike sahip olduklar1 gézlenir (Sekil 2). Bu pargaciklarin
optik dzellikleri biiyiik 6lglide nanopargacigin ¢apina baglidir. Cap biiyiidiikge, bu kiireler daha fazla 1s1k
sacar. Bu yiizden, cap1 40-50 nm den biiyiik olan altin nanokiireler siklikla karanlik alan mikroskopi
tekniginde biyogoriintiileme etiketi olarak kullanilirlar (Artur, C. G. et al. 2018).

Altm nano-cubuklar (AuNC) diger altin nanoparcaciklar ile kiyaslandiginda hacmine gore 11k ile
etkilesecek genis ylizeyleri olmasindan dolayi arastirmacilar tarafindan 6zel ilgi goriir. Cubuk seklinden
dolay1 iki LYPR band1 gozlemlenir (Sekil 2). Ilk LYPR bandi, ¢ap enindeki elektronlarm 1sik ile
etkilesiminden, ikinci LYPR band1 (red-shifted) nano-gubuklarin uzunluk enindeki elektronlarmn isik ile
etkilesimden olusur. Genellikle AuNCler goriiniir 1518a gére dokulara daha fazla girebilen yakin kizilotesi
bandinda absorpsiyon yapacak sekilde dizayn edilirler (Jackson, J. ve ark. 2018).
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Sekil 2. Farkli boyutlarda kiiresel (sol) ve cubuk (sag) sekilli nanopargaciklarmn absorpsiyon
spektrumlarmin sirasiyla Mie teorisine ve Gans teorisine gore analitik ¢dziim sonuglart gosterilmektedir
(D. R. Huffman 1998, Johnson, P. B. 1972, R. Gans, 1912). Nano-kiirelerin absorpsiyon spektrumlarinda
tek pik goriiliirken, nanogubuklarin absorpsiyon spektrumlarinda en ve boy oranina bagl olarak enlemsel
ve boylamsal modlar olusur; nano-gubuklarin spektrumlarinda iki pik goriliir.

Plazmon rezonans frekansi ortamin kirilma indisi degisimlerine de hassastir. Sekil 3’teki sematik
gosterimde goriildiigii gibi, ¢oziicii veya havaya gore yiiksek kirilma indisine sahip organik molekiiller
AuNPlara baglandiginda, absorpsiyon bandinda kaymalar goriiliir (Weihong Shi ve ark. 2012).
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Sekil 3. Kirilma indisindeki degisime dayali LYPR biyosensorlerin sematik gosterimi. A) Hedeflenen
biyomolekiiliin nanopargaciga baglanmasi B) Baglanma sonucu kirilma indisinin degismesiyle LYPR
sinyalinin kaymasi.

3. Altin Nano-Parcaciklar

LYPR temelli biyosensorlerin gelistirilmesi ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu caligmalar
incelendiginde en ¢ok tekli nanopargaciklarin kullanildig1 ve nanopargaciklarin dizi halinde siralandiklari
uygulamalar gozlemlenir. Tek nanoparcacik calismalar: i¢in c¢ekirdekten baslatilan kimyasal sentez
yontemi ile iiretilen pargaciklarm kullanildigi, dizi halinde nanopargaciklarin kullanilmasi ile yapilan
caligmalarda ise agirlikli olarak litografi yontemi kullanildigi gozlemlenmektedir. Tekli nanopargacik
calismalari i¢in agirlikli olarak karanlik alan (dark field) goriintiileme yontemi 6ne ¢ikarken, plazmonik
dizi ¢alismalar1 i¢in spektroskopik yontemler kullanilmistir.

Plazmonik nanoparcaciklarmn goriintiilenmeleri veya bulunduklar1 ortamda gerceklesen degisimlerin
LYPR ozelliklerinde gosterdikleri degisimlerin algilanmasi ile sensor uygulamalart yapilmaktadir. Direkt
goriintilleme uygulamalarinda nanopargaciklar bir etiket olarak immunoassay c¢aligmalarinda
kullanilirlar. Yiizeye bagl bir biyolojik molekiile spesifik antikorlarin yardimiyla ikili inkiibasyon
asamasinda altin bagh antikorlarim yakalanmasi ve goriintiilenmesi ile tani ve tespit uygulamalari
yapilabilir. Bunun 6tesinde altin nanopargaciklar spesifik antikor ile fonksiyonlandirilabilirler. Tanis1
yapilmasi istenen molekiil nanopargaciga bagli antikor ile yakalandiginda nanopargacigin lokal
ortamindaki fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin degismesi, nanoparcacigin LYPR 6zelliklerini degistirir. Bu
degisimlerin 6l¢limii ile sensor uygulamalar1 yapilmaktadir. Sensor uygulamalar1 detaylarina girmeden
once kiire ve c¢ubuk seklindeki nanoparcaciklarin iiretim yontemlerini incelemek ve iiretilen
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nanopargaciklarin goriintiilenmesi i¢in kullanilan yOntemlerin ¢alisma prensibini anlamak faydali
olacaktir.

3.1 Kiire ve Cubuk Sekilli Altin Nano-parcaciklarin Uretim Yontemleri

Altm nanopargaciklarm Romalilar zamaninda bile camlar1 renklendirmek i¢in kullanildiklari
bilinmektedir. Nanoparcaciklarin sentezine dair bilinen ilk bilimsel g¢aligma 1857 yilinda Michael
Faraday tarafindan yapilmistir (Faraday M 1857). Bu ¢alismada altin kolloid {iretiminin altn klorit sivi
soliisyonunun fosfor ile indirgenmesi sayesinde yapildig1 goriilmiistiir. Yakin donemde, sekil ve boyut
kontroli saglamak ve kaliteli nanoparcacik iiretimini gerceklestirebilmek igin yeni pargacik sentezi
calismalar1 yapilmistir.

Kiire geklinde nanoparcacik iiretimi i¢in en kabul gérmiis islak-kimya sentez yontemlerinden biri suda
kaynayan HAuCls’iin sitrat indirgenmesine dayanir (Turkevich J ve ark. 1951). Sitrat burada hem
indirgeme araci olarak hem de pargaciklarin topaklanmasini 6nlemek i¢in kullanilir. 10 nm ve 100 nm
caplar1 arasinda altin nano-kiire iiretimi bu yontem ile yapilabilir ancak ¢ekirdeklenme ve bilyiitme
admmlar1 her zaman istenildigi sekilde kontrol edilemeyebilir. Bu yiizden siispansiyon i¢erisinde pargacik
boyutu dagilimi iyi kontrol edilemez. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in ¢ekirdek-aracili biiyiitme
yontemleri iizerine ¢alisilmigtir. Bu yontemde once kiiciik metal parcacik ¢ekirdekleri hazirlanir. Daha
sonra bilyilitme soliisyonu igerisine konularak ¢ekirdek ikincil ¢ekirdeklenme ihtimalleri engellenerek
biiyiitiiliir ve iiretilen boyut daha hassas sekilde kontrol edilir. Bu yontem altin (Yazhuo Shang ve ark.
2013, Marina Sokolsky-Papkov ve ark. 2019), giimiis (Mikac, L. ve ark. 2014, Dao Tri Thuc ve ark.
2016), platin (Matthias M. Koebel ve ark. 2008, Teranishi T ve ark. 1999) ve paladyum (Ying Wang ve
ark. 2008) gibi metal NPlarin boyutunun basarili bir sekilde kontrol edilmesini saglar. Bu yontem ile tek
kristal yapisinda nano-kiireler iretmek miimkiindiir. Litografi yontemi ile de pargacik iretimi
yapilabilmektedir ancak kristal oryantasyonu belirli degildir ve morfolojik a¢idan 1slak-kimya yontemine
gore daha daginik yapidadirlar.

Kolloid olarak cubuk seklinde altin nanogubuk iiretimi ilk defa 1997°de HAuClsiin yiizeye etkin
tanecikler ve farkli katki maddeleri altinda elektrokimyasal indirgeme sayesinde olusturulmustur (Yu, Y.
Y. ve ark. 1997, Chang, S. S. ve ark. 1999). Bu yontem ile boy-en orani 1 ile 7 arasinda olan nanogubuklar
iretilmistir. Tamamiyle 1slak-kimya yontemiyle altin (Jana, N. R. ve ark. 2001) ve giimiis (Jana, N. R.
2001) nano-gubuk sentezi ilk defa yapilmistir. Coklu ikizlenmis sitrat ile stabilize edilmis ¢ekirdegin
iizerinde metal tuzunun indirgenmesi ile boy-en oranlar1 4 ile 18 arasinda degisen ¢ok iyi boyut kontrollii
altin ve giimiis nanoparcaciklar1 tretmislerdir. Bilyiitme yiizeye etkin CTAB malzemesi varliginda
gerceklestirilmistir ve yiizey lizerinde ikili tabaka olusumu dolayisiyla close-packed (111) yiizey
iizerinde uzatilmis sekilli pargacik olusumu tetiklenmistir. Normalde verim miktar1 diisiik olmasina
ragmen pH kontrolii ile artirilabilir (Busbee, B. D. ve ark. 2003). El-sayed grubu tarafindan sentez
verimini artirmak i¢in bilyiitme soliisyonuna AgNO3 eklenmis ve sentez verimi boy-en orani 2-5 olan
nanogubuklar i¢in %100°¢ yakin degerlere ¢ikarimistir (El-Sayed, M. A. et al. 2003). El-sayed
yontemiyle iiretilen parcaciklar tek-kristal halinde (100) biiyiime yoniinde iiretilmistir. Elde edilen verim
dolaysiyla en ¢ok tercih edilen islak-kimya nanogubuk sentez yontemidir. Kiiresel nanoparcaciklarda
oldugu gibi litografi yontemi ile de iiretilebilirler ancak kristal yonleri ve morfolojileri 1slak kimyasal
yontemde erisilebilen kalite olamamaktadirlar.

Spektroskopi yontemlerinin kullanilmasi ile nanopargaciklarin belirli dizilerde olusturduklar1 spektral
degerlerde degisimlerin izlenmesi i¢in ¢ip tiretimi ihtiyaci oldugunda 1slak-kimyasal sentez yontemi ile
iretilen nanopargaciklarm kullanimi miimkiin olamamaktadir. Ozellikle belirli bir &riintiide ve sayida
nanoparcacigin istenildigi durumlarda litografi yontemi gereklidir. Litografi yontemi ile substrat iizerinde
olusturulmasi istenilen sekiller i¢in bir maske olusturulur. Substrat {izerine fotoresist kaplanir. Maske
iizerindeki gekiller fotoresiste yazilarak yikanir. Cikan bosluklarin metal tozu ile kaplanmasi sonrasinda
fotoresistin kaldirilmasi ile yiizey iizerinden istenilen Oriintiide kiiresel veya cubuk seklindeki
nanopargacik dizileri olusturulur (Haynes, C. L. 2001). Her ne kadar kristal biiylime yoni kontrol
edilemese de kolektif spektral 6zellikleri biyosensor uygulamalarinda yer bulur.

3.2 Plazmonik Sinyal Algilama Yontemleri

Goriintilleme sistemleri diisliniildigiinde 151k mikroskoplar1 kullanilarak ¢ok hassas Glglimler
yapilabildigi literatiirde gosterilmistir (Yurt, A., ve ark. 2012, Olson, J. ve ark. 2015). Isik mikroskopu
yeni gelisen yontemler sayesinde ¢oziiniirliik limitini (resolution limit) agarak ~10 nm hassasliginda
Olglimler yapmaya izin verir hale gelmistir (Backer, A.S. ve ark. 2014, Betzig, E. ve ark. 2006, Gottfert,
F. ve ark. 2013).

Optik tabanli goriintiileme sistemleri igerisinde floresan, sagilma ve absorpsiyon mikroskopisi ilk akla
gelen teknikler arasindadir. Bu yontemlerle kullanici-dostu bir goriintiileme teknigi yiiksek hassasiyet
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saglayacak sekilde gelistirilebilir. Son on yil igerisinde cep telefonu kullanilarak bile lenssiz
goriintiileme, kagit tabanli goriintilleme sistemleri gibi portatif sistemlerin kullanimi sayesinde 50 nm
capinda polyester nanoparcaciklar gibi kiiciik nanopargaciklar goriintiilenebilmistir (McLeod, E. ve ark.
2015). Nanoparcaciklarm optik yontemler ile goriintiileme ¢aligmalar1 disiinildiigiinde bir 151k ile
Ornegin uyarilmasi ve uyari sonucu ortaya ¢ikan sinyallerin bir dedektorde toplanarak islenmesi gerekir.
Bu durum asagidaki denklem ile agiklanabilir.

| < |Es + E/|? = |E,|? + |Es|? + 2Re(E,E;) = E;(r? + |s|?> — 2r|s| cos 8) (1)

Denklem 1°de E; referans elektrik alan1 ve E, sagilma elektrik alanidir. Algilayicida 6lgiilen sinyal I,
referans ve sagilma elektrik alanlarinm toplamlarmin mutlak karesi ile ifade edilir. |E.|? algilayicida
Olglilen sinyalde arka-plan 15181 olarak etki yapar ve kaydedilen goriintiiden ¢ikarilabilir.
Nanopargaciklardan sagilan 151k sinyali |Es|? nanopargacigin yarigapinm altinct kuvvetiyle dogru
orantilidir. Bu sinyal direkt sa¢cilma mikroskopisi ile 6l¢iilen sinyaldir. 30 nm’den biiyiik nanopargaciklar
icin |Eg|?kuvvetli bir 6lgiilebilir sagilma sinyali olusturur. Daha kiiciik nanopargaciklar icin |Eg|?
zayiflarken uygun sartlar saglanirsa girisim kismiyla ilgili olan ve nanopargacigm iigiincii kuvvetiyle
dogru orantili 2Re(E,.E;) sinyali 6l¢iilebilir sinyal olusturmaktadir.

Sagilma mikroskopisi boyutlar1 30 nm’den bilyiik olan nanopargaciklar i¢in kontrast1 yiikksek goriintiiler
elde etme amaciyla kullamilabilir. Burada dlgiilen sinyal (Denklem 1°deki | Eg|?) nanopargaciktan sagilan
151k oldugu icin sinyal pargacik boyutunun karesi ile orantilidir. Bu teknikte optik uyarim icin lazer
kullanimina ihtiyag bulunmamaktadir ve koherent olmayan 151k kaynaklariyla 6rnegi uyarmak yeterlidir.
Bu teknigi kullanarak biiyiikk alanlarda (~1000-10000 pm?) goriintileme yapmak miimkiindiir
(Sonnichsen, C. ve ark. 2002). Her ne kadar bu teknikte lazer kullanim1 gerekmese de, literatiirde direkt
sacilma teknigi bilgisi ve lazer uyarimmin bir arada kullanilmasiyla hassas ol¢limler yapilabildigi
gosterilmistir (Zijlstra, P. ve ark. 2012). Plazmonik nanopargaciklardan dlciilen sagilma sinyalindeki
basamak seklinde meydana gelen degisikler ile proteinlerin nanopargacik lizerine baglanmasi ve kag tane
oldugunun 6l¢lilmesi gosterilmistir (Sannomiya, T. ve ark. 2008). Burada protein baglanma ve ayrilmasi
sonucu nanopargacigm hissettigi ortamdaki kirilma indisinde olan degisiklikler sagilan 1518in siddetini
degistirir ve hassas 6l¢iim olanagi saglar (Ament, 1. ve ark. 2012).

Isigin girisimi (optical interference) prensibinin ve 15181 sa¢ilmasi ile olusan sinyalin kullanilmasiyla
hassas Ol¢iim yapabilen bir mikroskop teknigi literatiirde ¢alisilmistir (Lindfors, K. ve ark. 2004). 5
nm’lik ideal sayilabilecek altin nanoparcaciklarmin goriintiilenmesi ve spektroskopisi gosterilmistir. Bu
teknik 60 nm boyutundaki polyester parcaciklarmmn Slgiimiinii de miimkiin kilmis ve bu teknigi
kullanarak metal olmayan parcaciklar i¢in de hassas 6l¢iim yapilabilecegi tarafindan gdsterilmistir
(Daaboul, G.G. ve ark. 2010). Ayn1 biiyiikliikteki altin nanopargacigi polystyrene parcacigina gore
yaklasik 20 kat daha kuvvetli 1s1k sagabilir (Demetriadou, A. ve ark. 2015). Bu durum girisim yansima
mikroskop sisteminin dielektrik o6zellik gosteren viral yapilar gibi Dbiyolojik molekiillerin
goriintiilenmesinde de hassas sonuglar verebilecegini gostermektedir. Bunlara ek olarak, daha once
literatiirde protein-protein, DNA-DNA ve protein-DNA etkilesimlerini incelemek i¢in yukarida
bahsedilen girigim mikroskop teknigi kullanilmigtir (Monroe, M.R. ve ark. 2013). Bu hassaslik seviyesi
tek viriis pargaciklarmin yiiksek sinyal/giiriiltii oranlarinda 6l¢timlerine imkan verir.

Isigin sogurulmasi sayesinde nanopargaciklarin goriintiilenmesi i¢in ¢alisilmis ve ¢ok hassas seviyelere
inilmistir. 1.5 nm c¢apmdaki altin nanopargaciklarin 6lgiimiine izin veren bu sistem organik tek
molekiillerin yaydiklar1 1s1 dl¢iilerek goriintillenmelerini miimkiin kilmistir (Gaiduk, A. ve ark. 2010).
Bu sistemde Denklem 1°de gosterilen sagilma sinyali ve referans sinyali pump-probe yontemi ile iki ayr1
lazer kullanilmas1 sayesinde olusturulur. Bir 1sitma lazerinin belirli bir periyotta nanoparcacigi uyarmasi
ile nanopargacik etrafinda termal lens olusturulur. ikinci sonda lazeri olugan termal lensten sagilir ve bu
lazerin bir kismi substrattan geri yansir. Sagilan ve geri yansiyan sinyal girisim sinyali olusturur. Bir lock-
in yiikselteci sayesinden 1sitma lazerinin uyar1 periyodunda olusan girisim sinyali kiplenerek analiz edilir
ve analiz edilebilir bir sinyale donistiiriilir. Bu yontemde 6lgiilen sinyal pargacigin etrafinda olugan
termal lensten sagilan ve substrattan geri yansiyan sinyalin girisimi ile olustugu icin, aynen girisim
yansima sagilma mikroskobunda oldugu gibi uyarilan pargacigin hacmi ile dogru orantilidir.
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Sekil 4. (Sol) Altin nanopargaciklarin SEM goriintiisii. (Sag) Altin nanopargaciklarin beyaz 1sik ile
uyarilmalar1 sonucu elde edilen karanlik alan sagilma sinyalinin renkli kamera ile ¢ekilmis goriintiisii.

Arka plan 15181n1n minimize edilerek nanopargaciklardan gelen direkt sagilma sinyalinin goriintiilendigi
teknik olan karanlik-alan sagilma mikroskopisinin en 6nemli avantaji yaricaplari 30 nm’den daha biiyiik
olan nanopargaciklarin kolay bir sekilde genis alanda optik goriintiilerinin yiiksek kontrast ile
kaydedilmesinin saglanmasidir. Bu yOntem ile sekilleri, malzemeleri ve boyutlar1 farkli olan
nanopargaciklarin optik goriintiilenmesi gergeklestirilebilir. Sekil 4’te gorildiigii gibi optik goriintiide
her bir renkli parlak nokta tek bir nanopargaciga karsilik gelmektedir. Farkli renkler malzeme, boyut ve
sekil farkhiliklarindan meydana gelmektedir. Ornegin yesil renkli sagilma sinyali kiire sekilli altin
nanopargaciklardan; kirmizi renkli sinyaller ise ¢ubuk seklindeki nanopargaciklardan elde edilmektedir.
Elde edilen sacilma sinyali kamera yerine spektrometreye gonderildiginde malzeme, pargacik boyutu ve
sekline bagl olarak degisen plazmonik spektrumlar elde edilir. Plazmonik nanopargaciklarinin algilama
deneylerinde kullanilmasi lokal kirimim indisine bagh olarak plazmon spektrumlarinda degisikligin
gozlenmesine bagldir. Tek bir proteinin baglanmasi bile plazmonik nanopargacigin spektrumundaki
degisikligin takip edilmesi ile dlgiilebilir. Benzer sekilde belirli bir dalga boyunda uyari 15181 kullanildig:
durumda ise, spektrum degistigi i¢in zamana bagl sinyal degisimi grafiklerinde adim seklinde sinyal
degisimleri gdzlenir ve baglanmalar 6lgiilebilir.

4. Altin Nano-kiire ve Nano-cubuklarin LYPR Biyosensorlerde Uygulamalari

Optik spektroskopi metal nanopargaciklardaki LY PRyi absorpsiyon ve sagilma dlgiimleriyle algilayan en
kolay yontemdir. Kantitatif immuno reaksiyon sonuclar1 almak i¢in lokal ortamdaki degisimlerin LYPR
spektrumuna etkisine bakilir. Diisiik nanopargacik konsantrasyonlari ile hazirlanan 6rneklerden alinan
sagilma veya absorpsiyon dlgiimlerinin biyosensdr uygulamalarina literatiirde rastlanir. Ornegin, Lee ve
arkadaglari, human immunodeficiency virus (HIV-1) tespiti i¢in LYPR mekanizmasminin kullanildig1
biyosensor onermislerdir (Lee, J.H. ve ark. 2013). Bu ¢alismada, transparan indium tin oksit substrat
iizerine elektrokimyasal deposition teknigi ile kiiresel altin nanopargaciklarm (10-20 nm) fabrikasyonu
saglanmistir. Altin nanopargaciklarin yilizeyi HIV-1’i notralize eden gpl20 ile fonksiyonlu hale
getirilmigtir.  Etiket materyali kullanmadan biyomolekiillerin  immunoreaksiyon ile altin
nanopargaciklarin yilizeyine baglanmasi altin nanopargacik yiizeyindeki kirilma indisi degigimi ile
sonuglanmig, UV-Vis spektrumunda degisimlerin 6lgiilmesi ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Bu
yontem ile 200fg/mL 6l¢iim hassasiyeti yakalanmigtir.

Lokal degisimlerin spektral kaymadaki etkisi LYPR bazli biyosensor platformlarini kullanarak yapilan
6lglimlerin hassasiyetini belirlemektedir. Van Duyne ve arkadaslar1 immunoassay sinyalini arttirmak i¢in
kiiresel altin nanopargaciklarinimn kullanilabilecegini deneysel olarak gostermislerdir (Hall, W.P. ve ark.
2011). Anti-biyotin antikorlar1 20 nm c¢apmdaki altin nano-kiirelerle isaretlenmistir, Kolloidal
nanokiirelerin UV-vis spektrumunda LYPR piki bagli olmayan ve olan durumda sirasiyla 521.1 nm ve
534.2 nm olarak Sl¢lilmiistiir. Ayrica biotin-fonksiyonlu giimiis nano-prizma dizileri olusturulmustur
LYPR olgiimleri yapilarak yalnizca anti-biyotin baglandig: ve altin kiire ile isaretli antibiyotin baglandig:
durumlar incelenmistir. Sonug¢ olarak, isaretlenmemis anti-biyotin (100 nM konsantrasyon), giimiis
parcacik yiizeyinin kolektif LYPR pikinde 11 nm kirmiz1 dalgaboyuna kaymaya neden olurken, giimiis
nanoprizmalara altin ile igsaretlenmis anti-biyotin baglanmasi LYPR pikinde 42.7 nm lik kaymaya neden
olmugstur. Yazarlar bu iyilestirme sayesinde dl¢iim hassasiyetlerinde bin kat iyilestirme elde ettiklerini
gostermislerdir.

Bircok nanoparcacigin substrat {izerinde veya soliisyon icerisinde kullanilmasi ile yapilan sensor
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uygulamalar1 disinda, her bir nanopargacigin kendisinin sensor olarak kullanilabilecegini gosteren
caligmalar da literatiirde mevcuttur. Zijlstra ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda tek altin nanogubuklardan
Olctiikleri absorpsiyon sinyalindeki degisimi gozleyerek streptavidin, anti-biyotin, streptadividin-RPE
gibi floresan veya sagilma sinyali gostermeyen molekiillerin &l¢iimiiniin miimkiin oldugunu
gostermislerdir (Zijlstra, P. ve ark. 2012). Yapilan deney sirasinda yazarlar, tek nanogubugun absorpsiyon
sinyalini konfokal geometride fototermal mikroskopi uygulamasi yaparak 6l¢miislerdir. Tek nanogubuk
parcaciklarinin genis alan goriintiileme sistemleri yardimiyla sensor uygulamalarinda kullanilmasi ile
istatistiksel dagilim ¢aligmalar1 kolaylagmistir (Michael A. Beuwer ve ark. 2015). Boy ve en boyutlar1
ortalama 40 nm ve 10 nm olan nanogubuklarin superliiminesan diyot 15181 ile tam yansima sagilma
goriintiileme sistemi kullanilarak antikor-antijen etkilesimi ¢caligilmigtir ve 7 basamak hassasiyet farkinda
6l¢lim araligma erisildigi gosterilmistir (Michael A. Beuwer ve ark. 2015).

Biyomolekiillerin tespit ve teshisi uygulamalar1 disinda ugucu organik bilesiklerin 6l¢iimii ile akciger
kanseri teshisi uygulamalarinda da altin nanopargaciklarin kullanimina rastlamak miimkiindiir (Peng, G.
ve ark. 2009). Peng ve arkadaslar1 saglik durumu ve akciger hastaliklari ile ilgili 33 adet ugucu organik
bilesik belirlemislerdir. Yazarlarin altin elektrod ve altin nanoparcgaciklar kullanilarak gelistirdikleri
sensor ile yaptiklar: 6l¢iimlerde organik bilesenlerin etkilesimi sonucu direng degisimi gdzlenmistir ve
bu degisim kanserli ve saglikli hastalarda farklidir. Yazarlar bu sekilde saglikli olan ve akciger kanseri
olan kisileri ayirt edebilmislerdir. Gelistirilen yontemde altin nanopargaciklarmin kullanilmasi daha 6nce
karbon nanotiipler ile yapilan deneylere gore dlclim hassasiyetini artirmistir ve 11-mercapto-1-undecanol
veya acetaldehyde gibi bilesikleri 1-10 ppm seviyelerinde dl¢iim yapilabilmistir. Farkli uygulamalara
icin verilebilecek Orneklere Alzheimer ve Parkinson hastaligi tespiti eklenebilir. Tish ve arkadaglari
gelistirdikleri nanomalzeme tabanli sensér ile verilen nefesten yaptiklar1 hastalikla ilintili
biyobelirteglerin 6l¢iimii ile %80 dogruluk oraninda hastalikli kisileri ayirt edebilmislerdir (Tisch, U. ve
ark. 2013).

5. Sonug ve Gelecek Bekletileri

Nanopargaciklarin kullanimi ile bilim insanlarinin sadece hayal giicleri ile sinirli aragtirma alani ortaya
ciktig1 degerlendirilebilir. Nanoparcaciklarin istenilen malzemeden belirlenen sekil ve boyutta kontrollii
bir sekilde homojen biiyiikliik dagilimi ile iiretilebilmesi, kimyasal ve optiksel 6zelliklerinin titiz bir
sekilde arastirilmasma imkan tanimistir. Ayn1 zamanda algilama tekniklerindeki siiregelen teknolojik
gelismeler, plazmonik alanda yapilan arastrmalar i¢in yeni yaklasimlara olanak saglamistir. Yapilan
fizikokimya ve fotokimya tabanli arastirmalarm sonucunda nanopargaciklarin optik 6zelliklerinin
istenilen sekilde modifiye edilebildigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda nanoparcaciklarin yiizeyinde veya
cevrelerinde nanoboyutta gerceklesen olaylar karsisinda Olgiilebilir optiksel veya spektroskopik
degisimlerin oldugu gozlenmistir. Bu deneysel ¢alismalarin karakterize edilmeleri ile nanopargaciklarin
biyosensor alaninda yapilan tani uygulamalar1 i¢in son derece umut vadedici nitelikte olduklar1
goriilmiistiir.

Plazmonik biyosensor alaninda yapilacak caligmalarmn artarak devam edecegi, plazmon tabanli tespit ve
teshis uygulamalarmin mobil platformlarda yapilabilecegi, uygun maliyetli ¢oziimler iiretilebilecegi,
hizli ve hassas sonug veren sistemlerin kurulabilecegi dngoriilebilir. Bu beklentilerin gerceklesmesi i¢in
ozellikle erken tani uygulamalarina imkan taninmasi amaciyla ulasilan tespit hassasiyet seviyelerinin
artirilmasinin; tespitten daha ileri seviyede teshis uygulamalari i¢in atomic spektroskopi ve goriintiileme
sistemlerinin birlestirildigi yenilik¢i yaklagimlar bulunmasinin; plazmonik sistemlerin g¢oklu olgiime
imkan verecek yonde gelistirilebilmesi i¢in arastirma ¢aligmalarmin artmasmin ve son asamada elde
edilen sonuglarin diizenli bir sekilde takip edilebilmesi ve sonuglar ile bolgesel istatistik bilgilerinin
olusturulabilmesi i¢in bulut sistemine aktarilabilecek entegre bir yontemin gelistirilmesinin faydali
olacag1 degerlendirilebilir.
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