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OZET

Tek molekiillerin algilanmast, kimya, biyoloji, biyokimya, tip, genetik, mithendislik, malzeme
bilimi gibi birgok bilim alaninda 6nemli bir arastirma odagidir. Nanopore teknolojisi,
molekiiler boyutlu gozenek vasitasiyla tek molekillerin ultra hassasiyetle, hizli ve uygun bir
sekilde algilanmasinda kullanilan yeni ve giigli bir aragtir. Biyolojik nanoporlar iyonlarin,
niikleik asitlerin, DNA'nin, RNA'nin, peptitlerin, proteinlerin, biyomolekiiler komplekslerin,
ilaglarin, polimerlerin, makro molekiillerin ve organik molekiillerin tamimlanmasi ve ayirt
edilmesinde potansiyel sunar. Cep telefonu boyutunda taginabilir cihazlarla DNA dizilemesi
artik laboratuvar disinda da hizli ve ultra hassasiyetle yapilabilmektedir. Son yillarda, nanopore
teknolojisi; sagliga ve gevreye zararli molekiillerin su, toprak ve gidalarda dogrudan tespit
edilmesinde etkili bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Bu yontem yiiksek hassasiyetli, ucuz,
etiketsiz tespit imkani, gergek drneklerle ¢alisilabilme, hizli ve kolay uygulanabilir yapisiyla
alternatif yontemler arasinda 6ne ¢ikmaktadir. Bu derlemede, nanopore teknolojinin temelleri,
tarihsel gelisimi, uygulama alanlari ve organik molekiillerin tek molekiiler analizine yonelik
giincel ¢aligmalar ele almmustir. Biyolojik nanoporlar kullanilarak, giiniimiizde halk sagligini
ve cevreyi tehdit eden nanoplastikler, PFAS bilesikleri, pestisitler, antibiyotikler ile kolluk
kuvvetleri agisindan kritik éneme sahip TNT, kokain gibi organik bilesiklerin algilanmasina
yonelik arastirma Orneklerine yer verilmistir. Se¢ilmis Ornekler araciligiyla biyolojik
nanoporlarin ¢evre, gida, tarim, giivenlik, farmakoloji, tip ve halk saghgi gibi genis bir
yelpazede uygulama potansiyeli vurgulanmigtir.
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ABSTRACT

Detecting single molecules is a crucial focus across many scientific fields, including
chemistry, biology, biochemistry, medicine, genetics, engineering, and materials
science. Nanopore technology is a new and powerful tool for identifying individual
molecules with ultra-high sensitivity, speed, and affordability via molecular-sized
pores. Biological nanopores offer potential for the recognition and differentiation of
ions, nucleic acids, DNA, RNA, peptides, proteins, biomolecular complexes, drugs,
polymers, macromolecules, and organic molecules. DNA sequencing can now be
performed quickly and with ultra-high sensitivity outside the laboratory using
portable devices roughly the size of a cellphone. Recently, nanopore technology has
gained prominence as a valuable method for directly detecting harmful molecules in
water, soil, and food that pose health and environmental risks. This method stands
out among alternatives for its high sensitivity, low cost, label-free detection,
applicability to real samples, and ease of use. This review covers the fundamentals
of nanopore technology, its historical development, applications, and current
research on single-molecule analysis of organic molecules. Using biological
nanopores, research examples focus on detecting organic compounds that pose
threats to public health and the environment today, such as nanoplastics, PFAS
compounds, pesticides, antibiotics, and critical substances like TNT and cocaine,
which are of particular interest to law enforcement. The application potential of
biological nanopores in various fields, including the environment, food, agriculture,
security, pharmacology, medicine, and public health, has been highlighted through
selected examples.

1. Giris

Nanoteknoloji terimi ilk kez Norio Taniguchi tarafindan
kullanilmis ve “Malzemelerin nanometre diizeyinde

miihendislige tabi oldugu teknoloji” olarak tanimlanmistir.
Nanoteknolojiyle ilgili arastirmalar1 yonlendiren kurulug
Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI) nanoteknolojiyi
“egsiz olgularin yeni uygulamalara olanak tanidigi ve
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maddenin kabaca 1 ila 100 nm boyutlarindayken anlasilip
kontrol edildigi teknoloji” olarak tanimlar. Nanoteknoloji,
kiiciik boyutlarin kazandirdig1 benzersiz fiziksel, kimyasal
ve biyolojik dzellikler sayesinde malzeme, yapi, cihaz ve
sistemlerin  tasarlanmasin1  ve  islevsel  bigimde
kullanilmasini igerir. Ayrica nanoteknoloji, nanodlgekteki
malzemelerin kullanimini saglayan teknolojileri de kapsar
(Fritz Allhoff vd., 2017).

Maddeyi molekiiler 6l¢ekte islemek kimyasal etkilesimlere
dair engin bilgi gerektirdiginden, nanoteknoloji i¢in kimya
¢ok onemlidir (Fritz Allhoff vd., 2017). Nanoteknoloji
ayrica fizik, biyoloji, matematik, miihendislik, malzeme
bilimi, biyomiihendislik, ¢evre bilimi, tip, eczacilik, ylizey
bilimi gibi bir¢ok disiplinden yararlanir (Dutta & Das,
2021; Ikumapayi vd., 2021; Mobasser Shariat & Firoozi
Ali Akbar, 2016). Bununla birlikte kozmetik, ilag, gida,
tarim, petrol, otomotiv, tekstil, enerji, uzay ve savunma
gibi bir¢ok endiistri alaninda uygulamalar1 bulunmaktadir
(Ikumapayi vd., 2021; Maagi vd., 2020; Mobasser Shariat
& Firoozi Ali Akbar, 2016; Sahani & Sharma, 2021;
Yetisen vd., 2016).

Nanoteknoloji, son 50-60 yilda gelistirilen nanopartikiiller,
nanorobotlar, nanojeller ve nanoporlar (nanogdzenekler)
gibi driinlerle yeni bir teknolojik c¢agin baglamasini
saglamistir. Bununla birlikte dogada nano oOlgekteki
yapilar, canliligin baglangicindan beri mevcuttur. Geko
kertenkelesinin piiriizsiiz ylizeylere tirmanmasini saglayan
nano boyutlu ayak killari, manyetotaktik bakterilerin yon
bulmasimi saglayan biyolojik pusulalar ve hiicrelerde
hareketi saglayan molekiiler motorlar, doganin nano
diizeydeki igleyisine ornektir. Enzimler, kas lifleri ve DNA
gibi molekiiler makineler, canli organizmalarmn yasamini
sirdiirebilmesini ~ saglayan  dogal nano  boyutlu
mekanizmalardir (Fritz Allhoff vd., 2017). Nanoteknoloji
diger pek ¢ok teknoloji gibi dogadan esinlenerek gelisme
gostermigtir. Doganin 1-2 nm civarinda ¢aplarda uzun siire
acik kalan nanoporlar iirettiginin farkina varilmasi, direngli
atis teknigi yoluyla molekiiler algilamanin geligmesine
ilham vermistir (Keyser, 2011).

Bu derlemenin amaci, nanopore teknolojisinin organik
molekiillerin tek molekiil diizeyinde analizindeki temel
prensiplerini, tarihsel gelisimini ve giincel uygulamalarini
biitiinciil bir bakis agisiyla ele almaktir. Ayrica, nanopore
teknolojisinin molekiiler diizeyde gerceklesen
etkilesimlerin ger¢gek zamanli ve etiketsiz bigimde
izlenebilmesini saglayarak temel bilimlerden uygulamali
tani sistemlerine kadar uzanan genis bir yelpazede sahip
oldugu doniistiiriici potansiyelin ortaya konulmasi
hedeflenmistir.

1.1. Nanopore temelli teknoloji

Nanoteknoloji, farkli alanlarda teknolojik arastirmalara
yon vererek Oncii yoOntemlerin gelismesine olanak
saglamigtir. Nanoteknolojinin en etkili oldugu alanlardan
biri nanopore teknolojisidir. Nanoporlar, biyosensor olarak
islev gorerek nanomolekiillerin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 06zelliklerinin anlagilabilmesi i¢in kullanilan
onemli bir aragtir. Nanopore aracilifi ile gerceklesen
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molekiil translokasyonu, nanoporlarin 6zgiin geometrisiyle
gozenek ylizeyi ve molekiil arasindaki giiclii ara yiizey
etkilesimleri sayesinde, diger yontemlere gore yiiksek
secicilikle ve Tstiin performansla gergeklesir (Yilmaz,
2017).

Nanopore teknolojileri genel olarak iki kategoriye
ayrilabilir: Biyolojik nanoporlar ve kati-hal nanoporlar. Bu
iki nanopore teknoloji ydntemlerinin kendilerine 6zgii
avantajlar1 ve uygulama iistiinliikleri bulunmasiyla birlikte,
bu derleme ¢alismasinda biyolojik nanopore sistemleri ile
ilgili yapilan uygulamalara odaklanilmistir. Biyolojik
nanoporlar, yiiksek tekrarlanabilirlige ve iyi tanimlanmis
geometriye sahiptirler (Feng vd., 2015). Daha da 6nemlisi,
biyolojik nanoporlarin 6zellikleri biyomiihendislik ile
degistirilebilmesi, dolayisiyla 6zel analitlerin algilanmasi
icin oOzellestirilebilmesi, belirli bir bdlgedeki amino asit
kalintisin1 degistirmek i¢in niikleotid dizisini mutasyona
ugratmak gibi modern molekiiler biyoloji teknikleriyle
kolayca degistirilebilmesi avantajlarina sahiptirler (Josip
Ivica, 2018). Bununla birlikte, biyolojik nanoporlar; sinirli
gozenek  boyutlar1  nedeniyle  biiylk  protein
komplekslerinin ~ (6zellikle  katlanmig  proteinlerin)
translokasyonuna izin vermemeleri (Houghtaling vd.,
2018; Mayer vd., 2022), lipit membranlarin biyolojik
orneklere kars1 hassas ve fiziksel olarak dayaniksiz
olabilmeleri (Howorka & Siwy, 2009), o6zellikle yiiksek
bant genisliklerinde membran kapasitansindan
kaynaklanan  ylksek akim  giiriiltiisi  {retmeleri
(Houghtaling vd., 2018) ve deney oncesinde lipit
membranin hazirlanmasi ile gozeneklerin bu membrana
yeniden yapilandirilmasint gerektirmeleri (Howorka &
Siwy, 2009) gibi dezavantajlara sahiptir. Kati-hal
nanoporlar ise silikon nitriir, cam veya grafen gibi
dayanikli malzemelerden iiretilebilmeleri sayesinde
yiiksek mekanik kararlilik sunarlar ve 1-100 nm arasinda
ayarlanabilir gbzenek boyutlartyla biiyiik amiloid
agregatlari da dahil olmak iizere genis bir analit
yelpazesinin tanimlanmasina olanak tanirlar ( Howorka &
Siwy, 2009; Houghtaling vd., 2018; Mayer vd., 2022).
Ayrica DNA iskeleleri veya aptamerlerle
fonksiyonellestirilerek ~ secicilik ve sinyal kalitesi
artirtlabilir (Mayer vd., 2022; Wang vd., 2024). Grafen gibi
2D malzemelerden iiretilen gozenekler atomik incelikleri
sayesinde alt nanometre ¢ozlniirlik saglayabilmektedir
(Gu & Shim, 2010; Howorka & Siwy, 2009). Bununla
birlikte kati-hal nanoporlarda protein adhezyonu ve
gozenek tikanmasi (Houghtaling vd., 2018), analitlerin ¢ok
hizli translokasyonu (Mayer vd., 2022) ve yiiksek
kapasitansa bagli elektriksel giiriiltii gibi sinirliliklar
bulunmaktadir. Genel olarak biyolojik nanoporlar kiigiik
molekiiller i¢in yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik
sunarken (Gu & Shim, 2010; Mayer vd., 2022), kati-hal
nanoporlar dayanikliliklar1 ve genis boyut araliklart
sayesinde daha biiyiik yapilarin analizi i¢in avantaj
saglamaktadir (Howorka & Siwy, 2009; Mayer vd., 2022).
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1.2. Biyolojik nanoporlar

Biyolojik nanoporlar ile ilgili ¢alismalarin temelleri Hagan
Bayley tarafindan 1980’lerde membran protein olarak o-
Hemolizin (a-HL)’in montaj mekanizmasini anlamaya
yonelik temel biyofiziksel arastirmalarla baglamistir
(Bayley, 2015). a-HL, bir insan patojeni olan
Staphylococcus aureus bakterisi tarafindan salgilanan bir
ekzotoksindir ve yedi 6zdes polipeptitin kendiliginden
birlesmesiyle olusan bir yapidir. Mantar seklindeki
heptamerik a-HL goézenegi, bir lipit ¢ift tabaka i¢inde 14
iplik¢ikli bir transmembran B-fi¢1 (barrel) ve membran
disinda konumlandirilan daha biiyiik bir kapak bélgesinden
olusur (Howorka & Siwy, 2009). Gozenegin dis boyutlar1
10x10 nm’dir. Cis girisi 2.6 nm ¢apinda, trans girisi ¢ap1
ise 2 nm’dir. Gozenek i¢inde 2 nm ¢apinda transmembran
B-fic1, B-ficinin iizerinde 4.6 nm’lik bir i¢ bosluk, B-fic1 ile
ic bosluk arasinda 1.4 nm capinda dar bir kanal bulunur
(Gu & Shim, 2010). Lipit ¢ift tabakasindaki heptamerik a-
HL nanopore enine kesit goriinimii ve gdzenek
limenindeki g¢esitli bolgelerin  boyutlart Sekil 1°de
gosterilmigtir. Bayley tarafindan yapilan 6ncii ¢aligmalar
sonrasinda biyolojik nanoporlar molekiiler tanima ve tek
molekiil analizlerine uygulanmasini saglamistir.

cis agikhigi cis
(2,6 nm)
Nanobosluk
(4,6 nm)
ic dar kanal
(1,4 nm)
B-figi (barrel)
(2 nm)

trans acgikhigi
(2 nm)

10 nm

Sekil 1. Lipit ¢ift tabakasindaki heptamerik o-HL nanopore
enine kesit goriiniim ve godzenek limenindeki g¢esitli
bolgelerin boyutlart; i¢ bosluk (yesil), i¢ dar kanal (kirmizi)
ve B-figt (mavi). (Gu & Shim, 2010) ve (Howorka & Siwy,
2009)’dan modifiye edilerek yeniden ¢izilmistir.

Figure 1. Cross-sectional view of the heptameric a-HL
nanopore in the lipid bilayer and the dimensions of various
regions within the pore lumen; inner cavity (green), inner
narrow channel (red), and B-barrel (blue). Redrawn with
modifications from (Gu & Shim, 2010) and (Howorka &
Siwy, 2009).

a-HL'nin daralmasi, molekiiler saptama igin biiyiik 6nem
tasir; ¢linkii 1.4 nm'den biiylik ¢apa sahip molekiiller
gdzenek boyunca yer degistiremezler. Ornegin, cift
sarmalli DNA (dsDNA), ¢ap1t 2 nm oldugu i¢in a-HL
gozenek boyunca yer degistiremezken, tek sarmalli DNA
(ssDNA) cap1 yaklagik 1 nm oldugundan gegebilir. -
HL’nin bu yapisal 6zelligi sayesinde, Kasianowicz vd.
ssDNA translokasyonu ile molekiiler tanimlamay: ilk
olarak gerceklestirmiglerdir (Kasianowicz vd., 1996). o-
HL protein gozeneginden ssDNA translokasyonunu
gosteren bu oncii ¢alisma, on yildan daha uzun zamandir
nanoporlu tek molekiil bilimine ilham vermistir
(Movileanu, 2009). Biyolojik nanoporlar, DNA dizileme,
hastalik teshisi, ilag¢ taramasi, ¢evre izleme ve molekiiler
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makinelerin yapimi dahil olmak iizere cok g¢esitli tek
molekill analizi {izerinde ultra hassas sensorler olarak
kullanilmistir (Ying vd., 2014). Nanopore teknolojilerinde
kullanilan diger biyolojik nanoporlarin ¢ogu bakteriler
tarafindan salgilanir ve gdzenek olusturan toksinler
ailesine aittir. Transmembran proteinler olduklarindan,
islevselliklerini geri kazanmak i¢in biyolojik bir membran
ortamina ihtiya¢ duyarlar. Biyolojik nanoporlar genellikle
diizlemsel lipit ¢ift katmanlari, lipozomlar veya diger
polimer filmler gibi bir substrata yerlestirilir.

Bayley tarafindan ilk kullanilan a-HL disinda giiniimiize
kadar farkli biyolojik nanoporlar tek molekiiler analizlerde
kullanilmistir (Mayer vd., 2022).

Nanopore kullanilan

nanoporlar

teknolojisinde biyolojik

a-Hemolizin (a-HL)

Mycobacterium smegmatis porin A (MspA)
Phi 29

Cytolysin A (ClyA)

Aerolysin (AeL)

OmpG

Fragaceatoxin (FraC)

SP1

T7

SPP1

CsgG

Eshericia coli’den, Pleurotolysin A ve B iki
komponent miithendisligi (PlyAB)

2. Nanopore Teknolojisinin Temel Prensipleri
2.1. Nanopore temelli teknolojinin kaynag:

Nanopore direncgli atis taramasi (NRPS), bir molekiiliin
nanopore kanaliyla etkilesimi iizerine iirettigi iyonik akim
veya direncli atigtaki azalmaya dayali molekiilleri tespit
edebilen bir tekniktir (Josip Ivica, 2018).

Nanopore teknolojisinin temelini daha onceki yillarda
uygulanan iki 6nemli teknik olusturur. Bunlardan biri olan
Coulter saymmi teknigi, kan hiicrelerinin profillerinin
¢ikarilmasi i¢in  Wallace H. Coulter tarafindan
gelistirilmistir ve 1953 yilinda patentini almistir. Digeri ise
1970°1i yillarda ¢igir acan tek-kanalli akim kaydi (single-
channel current recording) teknikleridir. Coulter sayimi
teknigi, elektrolitlerdeki bakteri, viriis ve prokaryotik
hiicreleri tespit etmek i¢in kullanilan klasik bir yontemdir
(Josip Ivica, 2018). Coulter sayiminda, mikro o6lgekli
nesneler bir delikten gecer ve delik boyunca akan iyonik
akim akiginda tespit edilebilir bir kisa degisime neden olur.
Sekil 2'de sematik olarak gdsterildigi gibi, tipik bir Coulter
sayaci, bir mikro 6lgekli delik yoluyla birbirine baglanan
iki elektrolit dolgulu hiicrelerden olusur (Howorka &
Siwy, 2009).
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Sekil 2. Coulter sayim1 ve nanopore analizinin prensibini
gosterim sekli. (Howorka & Siwy, 2009)’den modifiye
edilerek yeniden ¢izilmistir.

Figure 2. Schematic representation of the principle of
Coulter counting and nanopore analysis. Redrawn with
modifications from (Howorka & Siwy, 2009).

Coulter sayaci yontemini nanoporlara uyarlamak, tek-
kanalli akim kayd: teknigini uygulayarak miimkiin
olmugtur. Tek-kanalli akim kaydi orijinal olarak, dogal
lipit ¢ift katmanli membranlara gémiilii bireysel membran
iyon kanallarini karakterize etmek igin gelistirilmistir. Iyon
kanallari, dar liimeni 6zellikle kiigiik inorganik iyonlar1
zarin bir tarafindan diger tarafina gegirebilen karmasik
biyolojik yapilardir (Howorka & Siwy, 2009). Cogu iyon
kanallari, kimyasal, elektriksel veya mekanik uyaranlara
(voltaj, Ca?* veya nérotransmiterler gibi) yanit olarak agilip
ve kapanarak iyon akisii da kontrol edebilen
transmembran protein gozenekleridir (Gu & Shim, 2010;
Howorka & Siwy, 2009). Ornegin, bir sinir hiicresi
iizerindeki zara bagli nikotinik asetilkolin reseptorti, belirli
bir ndral vericinin tanima alanina baglanmasiyla agilabilir.
Agik durumdaki bir protein kanali, uygulanan bir
transmembran voltaji altinda hiicre membrani boyunca
iyonlar1 secici olarak tasiyabilir ve elektriksel olarak
Olgiilebilen bir piko-Amper iyon akimi olusturabilir.
Protein miihendisligi yoluyla, agik bir gézenek ihtimali ile
bir uyaranin yogunlugu arasinda iligki kurulabilir. Bu tiir
tasarlanmig  protein  gozenekleri, hedefe  duyarli
biyosensorler olarak iglev  gorebilir. Nanometre
olcegindeki gbzenek boyutu nedeniyle, tasarlanmis protein
gbzenegi ayni zamanda "nanopore" olarak da adlandirilir
(Gu & Shim, 2010).

Nanopore analizi, biyolojik iyon kanallariyla algilamadan
farklidir. 1k olarak, biyolojik nanoporlar genellikle yapay
membranlar yeniden diizenlenir veya inorganik madde ya
da organik polimerlerden olusan biyolojik olmayan
membranlardan olusturulur. Dahasi, nanoporlardaki akim
degisimleri sterik veya elektrostatik etkiler yoluyla
dogrudan analit molekiilleri neden olur. Bunun tersine,
biyolojik kanallarin blokajlar1, analitlerin  spesifik
baglanmasiyla neden oldugu kanal yapisindaki
konformasyonel degisikliklerin dolayli mekanizmasina
dayanir. En 6nemlisi, nanoporlar genellikle "bostur" ve
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ozgiilliikle molekiillere baglamak i¢in herhangi bir yapisal
yetenege sahip degildir. Analitler, spesifik molekiillere
baglanma dogasiyla tasarlanmis biyolojik goézeneklerle
tespit edilebilirken, genellikle bos gdzenekleri kullanmak
avantajhidir. Bos gozenekler yapay baglama bolgeleri ile
donatilabilir ve bu nedenle genis bir analit yelpazesi igin
ayarlanabilir. Tasarlanmis go6zenekler, yapay tanima
alanma baglanan molekiilleri tespit eder (Howorka &
Siwy, 2009).

2.2. Nanopore temelli teknolojinin prensibi

Nanopore teknolojisinde kullanilan diizenek, cis ve trans
olarak adlandirilan iki elektrolit dolgulu bélmeden olusur
(Sekil 3). Cis ve trans isimleri, cisin hiicre dis1 tarafla
iligkili oldugu ve transin, membranin hiicre i¢i tarafi ile
iliskilendirildigi elektrofizyolojik iyon kanali kaydindan
almmustir. Cis ve trans hiicreler bir yalitim membrani ile
birbirinden ayrilir. Yalitim membrani iizerinde nanometre
boyutunda goézenekler bulunur. Bu nanoporlar ya bir
biyolojik membran i¢ine gdmiiliidiir ya da kati-hal filminde
olusturulur. Yalittm membranindaki gozenek, bdlmeler
(cis-trans) arasinda iyonlarm ve analit molekiiliiniin
yalitim membranindan translokasyonunu saglayan tek
baglant1 gorevi goriir (Gu & Shim, 2010; Feng vd., 2015;
Josip Ivica, 2018).

Nanopore sistemindeki potansiyel farki, her bdlmeye
yerlestirilen iki elektrot araciligtyla uygulanir. Genellikle
cis bolmesi topraklama elektrotunu tutarken, trans bélmesi
potansiyeli sisteme uygulayan c¢alisma elektrotunu igerir.
Nanopore sisteme sabit bir potansiyel uygulandiginda,
iyonlarin gézenek boyunca elektroforetik hareketine neden
olur, boylece bir iyonik akim sinyali {iretir. Gozenek, cis
bolmesine eklenen kiiciik organik molekiil (analit)
tarafindan bloke edildiginde godzenek igerisindeki iyon
akimi akis1 kesintiye ugrar. Bu akim blokajlarina
(tikanmalarmna) direngli atiglar (resistive pulses) denir
(Josip Ivica, 2018). Hedef molekiillerin fiziksel ve
kimyasal  ozellikleri,  translokasyon  olaylarindan
kaynaklanan gegici akim blokajlarinin genligi ve siiresi
istatistiksel olarak analiz edilerek hesaplanabilir. Etkilesim
bittikten sonra, gdzenek akimi, baska bir analit molekiilii
kanali tekrar isgal edene kadar acik deger akimina geri
doner. Direngli atislarin  olusumu, ¢6zeltideki analit
konsantrasyonu ile iligkilidir, yani daha fazla sayida atis,
daha yiiksek analit konsantrasyonu anlamina gelir (Josip
Ivica, 2018).
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Sekil 3. Nanopore temelli teknolojinin prensibi. (a) Cozeltide analit molekiilii olmadiginda uygulanan gerilime yanit
olarak agik gozenek akimi /, gézlenir (b) Molekiiliin ya da iyonun nanopordan translokasyonu sirasinda blokaj, iyonik
akimda gegici degisimlere neden olur. Josip Ivica (2018)’den modifiye edilerek yeniden ¢izilmistir.

Figure 3. Principle of nanopore-based technology. (a) In the absence of an analyte molecule in the solution, an open-pore
current /, is observed in response to the applied voltage. (b) During the translocation of a molecule or ion through the
nanopore, the blockade causes transient changes in the ionic current. Redrawn with modifications from Josip Ivica (2018).
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Sekil 4. a-HL nanoporun modifikasyon yontemlerinin temsili gdsterimi a) Mutajenez olarak b) Kimyasal reaksiyonlarla
¢) Kovalent olmayan etkilesimle Bayley & Jayasinghe (2004)’den modifiye edilerek yeniden gizilmistir.

Figure 4. Schematic representation of the modification methods for the a-HL nanopore: a) via mutagenesis, b) via
chemical reactions, c) via non-covalent interactions. Redrawn with modifications from Bayley & Jayasinghe (2004).

a

Bu nedenle, bir gozenekle analit etkilesiminin  stokastik sensor olarak tanimlanir (Feng vd., 2015; Josip

karakterizasyonu ii¢ parametre ile dl¢iiliir. Ivica, 2018).
Bu parametreler: Molekiillerin  biyolojik nanopordan translokasyonuyla
e Analit gozenek etkilesiminin siiresi, bekleme iyonik akim bloke olur. Nanopore iginden gegen farkli
sliresi veya alikonma siiresi (dwell time) (To) molekiiller, iyonik akim miktarmni etkileyerek iyonik
e Iki direng atis1 arasindaki olay aras siiresi (Ton) akimda meydana gelen degisikliklerle tanimlanabilir
e I, Herhangi bir analit yokken olgiilen agik (Akyol vd., 2017). Nanopore teknoloji sayesinde tek
gozenek akimi molekiillerin  analizlerine yonelik bir¢ok arastirma

olmasina ragmen, bazi molekiillerin bu yontemle ayirt
edilebilmesi ve tanimlanmasinda hala bazi1 zorluklar ortaya
cikmaktadir. Kullanilan biyolojik nanoporun gdzenek

e [, analit molekiilii gozenek i¢indeyken 6lgiilen
bloke olmus akim

Al = I, — I, ; akim blokaji (Wei vd., 2020) boyutunun tanimlanmasi yapilacak molekiile gore biiyiik

olmas:1 algilamay1 engelleyebilir. Elektriksel darbe
Al _ Ip=Ip . . sinyallerinin yiiksek sinyal-giiriiltii oranmn1 (SNR) elde
Z T ; bagil akim blokaj derinligi (Fan vd., etmek icin, secilen gozenek capinin test molekiilleriyle
2024) kargilagtirilabilir olmas1 gerekir (R. Wang vd., 2024).

Bununla birlikte, kii¢iik molekiiller i¢in uygun olan kiigiik
Analit gozenek etkilesimi ile iliskili direngli atislar rastgele ~ gozenek de ultra hizli translokasyona yol agabilir (Wang
meydana gelir, bu nedenle nanopore genellikle bir vd., 2024). Molekiillerin gbzenek iginden hizli
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translokasyonu biyolojik nanoporla arasinda kisa siire
etkilesimine (alikonma siiresinin azalmasina) neden
olabilir ve molekiiliin nanopore tarafindan hassasiyetle
algilanmasini engelleyebilmektedir.

Kiigiik molekiillerin tespitinde segicili§i ve hassasiyeti
artirmak amaciyla biyolojik nanoporlar i¢in sinyal
yikseltme stratejisi, nanopore yapisinda modifikasyon
yapmaktir. Biyolojik nanoporlarin birgogunun B-fict
(barrel) yapilart X-1sm1 ile belirlenmistir, yeniden
tasarlanmaya uygundur, yapisal modifikasyona ve zorlu
saflastirma kosullarma karsi dayaniklidir (Bayley &
Jayasinghe, 2004; Howorka & Siwy, 2009). Modifiye
biyolojik nanopore olusturmasiyla analitler i¢in yapay
baglanma bolgelerinin  ortaya ¢ikarilmasi saglanir
(Howorka & Siwy, 2009).

Biyolojik nanoporlarin modifikasyonu 3 farkli yontemle
yapilabilir. Bu yontemler;

i) Mutajenez olarak (Sekil 4a),

ii) Kimyasal reaksiyonlarla (Sekil 4b)

iii) Kovalent olmayan supramolekiiler yapilarla
gerceklestirilir (Sekil 4¢) (Gyurcsanyi, 2008).

Ornegin, konak molekiillerin protein kanalina gomiilmesi
kararliligt  artirabilir.  Siklodekstrin,  kaliksarenler,
cucurbituril vb. gibi halka molekiillerin eklenmesi, yliksek
uzaysal kararliliga sahip daha kiiciik bir kanal olusturacak
ve kanal igindeki konak-konuk tanima modeli, sinyal
kararliligin1 iyilestirmek i¢in molekiillerin alikonma
stiresini artiracaktir (Wang vd., 2024; Ying vd., 2014).

Biyolojik nanopore olan o-HL nanoporun modifikasyon
ornekleri Sekil 4’te gosterilmistir. Sekil 4a’da gdzenek
limeninin en dar kismina yakin 14 arjinin halkalar
yerlestirilmistir (Bayley & Jayasinghe, 2004). Sekil 4b’de
gozenek liimeninin belirlenen bdlgesine (pozisyon 106)
polietilen glikol (PEG) zinciri kimyasal olarak
baglanmistir (Movileanu vd., 2000). Sekil 4c¢’ de
siklodekstrin (CD) ile kovalent olmayan supramolekiiler
etkilesim saglanmistir (Gu vd., 1999). Nanopore i¢ dar
kanal yiizeyinin modifikasyonu biyolojik nanoporlarin
¢aplarinin ayarlanabilmesine ve gozenek icinden gecen
molekiiliin translokasyon siiresini kontrol etmeye olanak
vermektedir.

a-HL Nanopore-Molekiil Etkilesimini Belirleyen Fiziksel
ve Kimyasal Parametreler: o-Hemolysin (o-HL)
nanoporunun yaklasik 1.3-1.4 nm i¢ dar kanal1 literatiirde
iyi tanimlanmig olsa da bir molekiilin gézenek icinden
translokasyonunu yalnizca bu degere baglh degildir.
Gergek gegirgenlik; molekiilin  fiziksel 6zellikleri,
kimyasal etkilesimleri ve deneysel kosullarin birlikte
olusturdugu ¢ok boyutlu bir etkilesim alani tarafindan
sekillenir. Bu kapsamda a-HL’de molekiiliin gdzenek
icinden  translokasyonunu belirleyen  parametreler
asagidaki basliklar altinda 6zetlenmistir.

i) Molekiiliin Esnekligi ve Konformasyonu: Molekiiliin
konformasyonel esnekligi, gézenek i¢indeki ilerleyisini ve
akim blokajinin karakterini dogrudan etkiler. Esnek
molekiiller gozenek iginde farkli sekiller alarak blokaj
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derinligini ve alikonma zamani degerlerini degistirirken,
daha rijit molekiiller daha Ongoriilebilir bir blokaj
olusturur. Houghtaling vd., akim sinyalinin yalnizca hacme
degil, ayn1 zamanda molekiiliin sekline ve rotasyonel
difizyonuna  bagli  oldugunu rapor  etmislerdir
(Houghtaling vd., 2018). Benzer sekilde Mayer vd.,
konformasyonel &zelliklerin  akim  modiilasyonunda
belirleyici oldugunu vurgulamislardir (Mayer vd., 2022).

ii) Yik Dagilimi ve Elektrostatik Etkilesimler: Analitin
yiikk dagilimi ile gézenek duvarindaki yiiklerin etkilesimi
hem yakalanma olasiligini hem de gozenek igindeki
hareketini belirler. a-HL’de akim modiilasyonlarinin
yalnizca sterik etkiyle degil, ayn1 zamanda elektrostatik
etkilesimlerle de olustugu bilinmektedir (Howorka &
Siwy, 2009). Gozenek duvarindaki yiik yogunlugu,
elektroosmotik akisin (EOF) biiyiikliigiinii belirleyerek
analitin gézeneka girig yoniinii ve hizin etkiler (Mayer vd.,
2022). Bu nedenle analitin net yiikii, yiik dagilimi ve
cozeltideki iyonik ortam, gecirgenlik davranismnin temel
belirleyicileridir.

iii) Hidrodinamik Cap ve Hacim Dislama: Molekiiliin
hidrodinamik yarigapi, gozenek igindeki iyon akigimi ne
6l¢iide yer degistirdigini belirler. Akim blokajinin yalnizca
geometrik hacme degil, ayni1 zamanda hidrodinamik boyut
ve diflizyon katsayismma bagli oldugunu aciklanmistir
(Houghtaling vd., 2018). Biiyiik hidrodinamik yarigapa
sahip molekiiller daha derin blokajlar olustururken, kiigiik
molekiiller daha kisa ve si1g blokajlar {iretir. Bu nedenle
hacim diglama etkisi, a-HL nin segiciliginde temel bir
fiziksel parametredir.

iv) Deney Kosullarimin Etkisi (Viskozite, Sicaklik, Tuz ve
pH): Deney kosullari, nanopore transportunun hem hizini
hem de sinyal kalitesini belirler. Asimetrik tuz kosullar
yakalanma frekansini artirabilir; 6rnegin Li* iyonlari
ssDNA gibi analitlerin yakalanmasim1 ve alikonma
zamanint degistirebilir (Mayer vd., 2022). pH, gézenek
duvari1 ve analit lizerindeki yiik dagilimini degistirerek
elektrostatik etkilesimleri yeniden sekillendirir (Mayer vd.,
2022). Cozelti viskozitesinin artmasi translokasyon hizini
diisliriir ve sinyal ¢ozliniirliiglinii artirabilir (Houghtaling
vd., 2018). Sicaklik artisi, iyon hareketliligini artirarak
akim genligini yikseltir; ancak ayni zamanda 1/f
glirliltiisti, atim giiriiltiisii (shot noise) ve dielektrik
giiriiltiisii gibi bilesenleri artirarak SNR’yi diisiirebilir
(Houghtaling vd., 2018). Bu nedenle sicaklik hem sinyal
kalitesini hem de analitin gozenek i¢indeki davranigini
belirleyen kritik bir parametredir.

v) Voltajin Etkisi: Uygulanan voltaj, analitin gdzenek
icindeki hareketini yonlendiren temel kuvvettir. Voltaj
arttikga elektroforetik kuvvet biiylir ve analitin daha hizli
translokasyona neden olur; ancak bu durum alikonma
zamanmin kisalmasma ve sinyal ¢oziiniirliigiiniin
azalmasina yol agabilir (Mayer vd., 2022). Ayrica yliksek
voltaj, membran kararliligini olumsuz etkileyerek giiriiltii
seviyesini artirabilir Uygulanan gerilim 200-300 mV
civarina ulastiginda, membran elektriksel delinme ve
yirtilma/kopma riskiyle karsi karsiya kalir. Bu durum
biyolojik sistemlerde sinyal giiciinii artirmak igin yiiksek
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voltaj kullanimin1 kisitlayan temel bir faktordiir (Fragasso
vd., 2020). Bu nedenle voltaj hem sinyal kalitesi hem de
analit davranigt acgisindan dikkatle optimize edilmesi
gereken bir parametredir.

Sensor Performansini Etkileyen Faktorler: Nanopore
teknolojisinde sensor performansi; giiriiltii kaynaklarinin
yonetimi, donanimsal iyilestirmeler ve gelismis veri analiz
yontemleri gibi birbirine baglh bir¢ok fiziksel ve analitik
faktorden etkilenir (Houghtaling vd., 2018; Mayer vd.,
2022). Sensdr performansini etkileyen temel faktorler:

i) SNR; sensor duyarliliginin temel belirleyicisidir. Diisiik
frekansli  1/f giirtiltiisii  protonasyon—deprotonasyon
stirecleri ve gozenek yapisindaki kiiciik konformasyonel
degisimlerden kaynaklanirken, yiiksek frekanslarda
kapasitif ve dielektrik giiriiltii baskin hale gelir (Mayer vd.,
2022). SNR’nin artirilmast i¢in voltaj ylikseltmek miimkiin
olsa da membran kararlilig1 agisindan sinirlayicidir; ayrica
analit hacmi ile gézenek hacmi arasindaki uyum kritik
olup, gdzenekten 1000 kat daha kiiclik molekiillerin tespiti
miimkiin degildir (Houghtaling vd., 2018).

ii) Filtreleme ve donamim performansi; sensoriin 6l¢iim
dogrulugunu dogrudan etkiler. 50/60 Hz hat giiriiltiisiinii
bastiran elektriksel filtreleme modiilleri deneysel
kurulumun kararliligini artirirken, yiiksek bant genisligine
sahip amplifikatérler mikro saniye Olgegindeki hizli
translokasyon olaylarinin yakalanmasini saglar (Gu &
Shim, 2010; Houghtaling vd., 2018; Wang vd., 2024).
Diisiik kapasitanslt ¢ip tasarimlar: ve entegre tamamlayici
metal-oksit-yariiletken (CMOS) amplifikatorleri ise
yiiksek frekanslarda SNR’yi belirgin bigimde iyilestirir.

iii) Veri analizi yontemleri, nanopore teknolojisinin ayirt
ediciligini belirleyen analitik katmandir. Akim izlerinden
etkinlik ¢ikarimi, blokaj derinligi (//1y) ve alikonma siiresi
(Tofr) esiklerine dayali olarak yapilir ve bu segmentasyon
daha ileri siniflandirma adimlarimin dogrulugunu belirler
(Mayer vd., 2022). Cok boyutlu parmak izi yaklagimi, tek
bir gecisten hacim, yiik, dipol momenti ve rotasyonel
difiizyon gibi parametrelerin eszamanli
degerlendirilmesine olanak tanir (Houghtaling vd., 2018).
Buna ek olarak, derin 6grenme tabanli siniflandirma ve
molekiiler  dinamik  simiilasyonlart hem  sinyal
yorumlamada hem de translokasyon mekanizmalarimin
anlagilmasinda modern nanopore analizinin vazgegilmez
araglaridir (Mayer vd., 2022; Wang vd., 2024).

Yapay Zeki (YZ) ve Makine Ogrenimi Tabanli Nanopore
Sinyal Analizi (Kisa Genel Bakis): Bu faktorlere ek
olarak, YZ ve makine 6grenimi tabanli sinyal analizindeki
son gelismeler, dzellikle olay tespiti dogrulugunu artirarak
ve giriiltilyli azaltarak ham nanopore sinyallerinin
yorumlanmasint &nemli dlglide iyilestirmistir. Derin
O0grenme tabanli baz ¢agirma araglari (Guppy, Bonito,
Dorado) ve hata diizeltme modelleri (Medaka,
NanoReviser), tek okuma dogrulugunu %97-99
seviyelerine tagimigtir (Chen vd., 2023; Gao vd., 2026).
Ham sinyallerin dogrudan siniflandirilmasina yonelik
modellerden SquiggleNet, DNA kaynaklarin1 gergek
zamanli ayirt edebilmekte ve analiz siiresini belirgin
bicimde kisaltmaktadir (Gao vd., 2026).
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Epigenetik ve protein analizinde YZ tabanli yaklasimlar,
DNA metilasyonlarmin  yiiksek dogrulukla tespit
edilmesini ve amino asitlerin MspA goézeneklerinde
%98’in lizerinde dogrulukla tanimlanmasint miimkiin
kilmaktadir (Cressiot vd., 2020; Gao vd., 2026). Klinik ve
adli uygulamalarda ise makine 6grenmesi, veri yorumlama
stireclerini  otomatiklestirerek  operatér bagimliligini
azaltmakta ve sonuglarin tutarliligini artirmaktadir (Gao
vd., 2026; Houghtaling vd., 2018).

Genel olarak bu yaklagimlar, diisik SNR gibi temel
siirhiliklart asarak nanopore verilerinin ger¢cek zamanli,
yiiksek dogruluklu biyoinformatik ciktilara
doniistiiriilmesini saglamaktadir (Chen vd., 2023; Mayer
vd., 2022).

3. Nanopore Teknolojisinin Uygulamalari

Nanopore teknolojisinin uygulama alanlar1 Sekil 5’de
verilmistir (Gu & Shim, 2010; Chen vd., 2023; Zhang vd.,
2025; Kim vd., 2026).Tek molekiillii algilama teknolojileri
olarak nanoporlar, iyonlarin, niikleik asitlerin, DNA'nin,
RNA' nin, microRNA’nimn, peptitlerin, proteinlerin,
biyomolekiiler komplekslerin, ilaglarin, polimerlerin,
makro molekiillerin ve kiigiik molekiillerin analizi gibi
bircok alanda biiylik potansiyel uygulamalara sahiptir
(Howorka & Siwy, 2009; Feng vd., 2015). Nanoporlar,
analitik bir ara¢ olmanin yami sira, basit molekiillerin
biyofizigini, fizikokimyasini ve kimyasini arastirmak igin
genel bir platform teknolojisi haline gelmistir (Howorka &
Siwy, 2009). Nanopore dizileme (sekanslama) teknolojisi
kullanilarak, tek bir DNA veya RNA molekiilii, PCR
(Polymerase Chain Reaction) amplifikasyonuna veya
kimyasal etiketlenmesine gerek kalmadan
dizilebilmektedir. Nanopore temelli niikleik asit dizileme
teknolojisi, tek baz ayirma duyarliligi, etiketsiz tanimlama
ve uzun okuma kapasitesi ile basarili bir sekilde
ticarilestirilmistir ve DNA'y1 tek bir molekiil 6l¢eginde
siralayan bir cihaz su anda piyasada mevcuttur (Feng vd.,
2015; Wei, Ma, Jing, vd., 2020). Ucitincii nesil dizi analizi
olarak tanimlanan Oxford Nanopore Teknolojileri (ONT)
tarafindan iretilen MinlON®, PrometlON® vb. cihazlar
sayesinde DNA dizilemesi, kisa siirede, daha uzun
okumalarla ve portatif 6zelligiyle laboratuvar disinda da
yapilabilmektedir. Nanopore teknolojisin DNA dizileme
alanindaki etkileyici teknik ilerlemelere ragmen, oldukga
hassas, yiiksek verimli protein dizileme tekniklerinin
gelistirilmesi ciddi sekilde geride kalmistir (Restrepo-
Pérez vd., 2018). Nanopore teknolojisinin DNA dizileme
calismalarina kiyasla protein dizilemesine uyarlanmasinda
bazi 6nemli zorluklarla karsilasiimaktadir. Ornegin, bir
ssDNA homopolimeri dogrusal yapida, kimyasal olarak
kararl1 ve yogundur; ayrica homojen olarak yiik dagilimina
sahip oldugu i¢in nanopore boyunca kolay gecebilir.
Proteinler ise daha yiiksek yogunlukta ve heterojen yiik
dagilimi gosterir. Ustelik, cogu protein dogal hallerinde
katlanmig yapidadir (Movileanu, 2009; Restrepo-Pérez
vd., 2018).
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Sekil 5. Nanopore teknolojinin uygulama alanlar1 (BioRender.com kullanilarak olusturulmustur).
Figure 5. Application areas of nanopore technology (Created using BioRender.com).

Nanopore teknolojisinin  protein dizileme siirecine
uyarlanabilmesi 20 amino asit (AA) biriminin
tanimlanmast  ve nanopore limeninden proteinin

translokasyonunun ¢o6ziilmesini gerektirir (Howorka &
Siwy, 2009). Bugiine kadar, biyolojik nanoporlarla
proteinlerin tanimlanmasi i¢in bu iki zorlugu asmaya
yonelik cesitli stratejiler arastirilmigtir. Bu  stratejiler
arasinda, AA’lerin nanopore limen yiizeyi ile etkilesimin
arttirillmasi i¢in AA-biyokonjugatlarimin hazirlanmas: ve
proteinlerin translokasyonu sirasinda algilanmasina olanak
saglayan uygun nanopore miihendisligi yaklagimlari yer
almaktadir (Huang vd., 2020, 2022; Ouldali vd., 2020; Wei
vd., 2020; Wei vd., 2020; Zhang vd., 2023; Wei vd., 2024).
Bu yontemle proteinlerin algilanmasi, enzim bagh
immiinosorbent deneyi ELISA) ve kiitle spektroskopisi
gibi diger yontemlere gore bazi istiinlikklere sahiptir. Bu
yontem sayesinde; gergek zamanli protein
karakterizasyonu yapilabilir ve miktar1 belirlenebilir,
protein acilma kinetigi, konformasyonel degisiklikler ve
ligand baglanma etkinligi hakkinda bilgi saglanabilir (X.
Zhang vd., 2023). Biyolojik nanoporlarla hastaliklarin
tespit edilmesini saglayan biyobelirteglerin izlenmesine de
olanak saglamistir. Liu ve arkadaslari, yakin zamanda
nanopore teknolojisiyle yliksek hassasiyetle ve hizli bir
sekilde Alzheimer hastaligmin teshisinin konulmasinda
onemi olan f-amiloid peptitlerin agregasyonunun
izlenmesinde (Lenhart vd., 2021) ve COVID-19
hastaligina neden olan SARS-CoV-2 corona viriisiin
spesifik immunoglobulin G (IgG) ve immunoglobulin M
(IgM) antikorlariin insan serumunda diger yontemlere
gore ¢ok daha yiiksek dogrulukla tespit edilmesinde
kullanabilecegini gostermiglerdir (Zhang vd., 2021).
MikroRNA'lar, gelisim ve hiicre farklilasmasi, hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesi, apoptozda ve sinyal iletim

67

yollar1 gibi birgok dnemli biyolojik siirecte rol oynayan 18-
22 niikleotid uzunlugunda ve kodlamayan RNA sinifina ait
molekiillerdir (Wang vd., 2011). MikroRNA’larin anormal
ekspresyonu tiimorlerin tiim tiplerinde gézlemlenmistir ve
farkli kanser tiirleri kendilerine 6zgii mikroRNA profilleri
sergilemektedir. Bu nedenle, tiimoére 6zgii dolasimdaki
mikroRNA’larin tespiti; kanserin erken tanisi, evrelemesi
ve izlenmesi agisindan Snemli bir biyobelirteg potansiyeli
tasimaktadir (Wang vd., 2011). Genellikle, mikroRNA
testi i¢in kullanilan klinik 6rnekler, hastanin plazma gibi
biyolojik sivilardan elde edilen RNA ekstraksiyonlaridir.
Bu ekstraksiyonlar, miRNA'lar, mRNA'lar, tRNA vb. gibi
cesitli RNA tiirlerinin karmagik bir koleksiyonudur (Tian
vd., 2013). Wang vd. yaptig1 ¢caligmada, akciger kanseriyle
iliskili miR-155’1 spesifik olarak tanimlayabilmek i¢in a-
HL biyolojik nanopore ile Watson—Crick baz eslesmesine
dayali bir oligoniikleotid probu (P155) tasarlamisglardir. a-
HL nanopore ile hazirlanan sensor ile akciger kanseri
hastalarindan alinan plazma 6rneklerinde, mikroRNA'larin
etiketlenmesine veya c¢ogaltilmasina gerek kalmadan, tek
molekiiler diizeyde hedef miR-155’1 diger miRNA
tirlerinin arasindan secici olarak tespit edilebildigini ve
kanserle iliskili mikroRNA' larin  subpikomolar
seviyelerini 0l¢ebildigini agiklamislardir (Wang vd.,
2011). Yapilan bu arastirmalar, biyolojik sivilarda
molekiiler diizeyde biyolojik nanoporlarin yiiksek
secicilikle Dbiyobelirtecleri tanimlayarak hastaliklarin
teshisinde etkili bir ara¢ olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Salgin  hastaliklar sirasinda  patojen  Orneklerinden
RNA/DNA’nin hizli dizilenmesi, hem bilimsel analiz hem
de halk sagligi miidaheleri i¢in kritik oneme sahiptir.
Ancak orneklerin laboratuvarlara gonderilmesi veya uzak
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salgin bolgelerinde geleneksel dizileme altyapisinin
kurulmast 6nemli zorluklar yaratmaktadir (Hoenen vd.,
2016). Nanopore teknolojie, saha kosullarinda
uygulanabilirligi sayesinde rutin biyolojik gozlemleme,
klinik tan1 ve viral enfeksiyonlarin salgin arastirmalari i¢in
giiclii bir potansiyel sunmaktadir (Kilianski vd., 2016).
Nitekim 2014 Bati1 Afrika salgini sirasinda Liberya’daki
saha laboratuvarlarinda tasmnabilir nanopore cihazlari
basariyla kullanilmis ve viral genomlar kisa siirede
dizilenmistir (Hoenen vd., 2016). COVID-19 pandemisi
boyunca nanopore platformlar, SARS-CoV-2’nin
evrimini izlemek ve varyantlar1 gercek zamanli olarak
tespit etmek amacryla diinya genelinde yaygin sekilde
uygulanmistir (Chen vd., 2023).

MinION tabanli hibrit protokoller; Zika ve diger viriislerin
hizli genom analizlerini (Quick wvd., 2017), klinik
orneklerden Mycobacterium tuberculosis’in 24 saatten kisa
sirede dizilenmesini (Lee & Pai, 2017), idrar
orneklerinden bakteriyel patojenlerle antibiyotik direng
genlerinin tanimlanmasini (Schmidt vd., 2017) ve beyin
omurilik sivisindan 16S amplikon dizileme ile bakteriyel
menenjitin belirlenmesini miimkiin kilmistir (Mayer vd.,
2022). Onkoloji alaninda nanopore dizileme, beyin
timorlerinin epigenetik siniflandirilmasi ve hastalarin
kanindaki sirkiile timoér DNA’s1 (ctDNA) iizerinden
bireysellestirilmis  hastalik  takibi i¢in  basariyla
uygulanmistir  (Euskirchen vd., 2017). Ayrica Giiney
Cin’de yapilan genig kapsamli bir c¢aligmada, nadir
talasemi varyantlarinin tespitinde nanopore teknolojisinin
geleneksel yontemlere gore iistiin performans gosterdigi
bildirilmistir (Lin vd., 2026).

Bu klinik uygulamalara ek olarak nanopore platformlari,
Uluslararas1 Uzay Istasyonu (IIS)’nda mikrogekim
kosullarinda biyolojik  drneklerin  tanimlanmasi  ve
DNA’nin dizilenmesi basariyla test edilmistir (Kim vd.,
2026). Ekosistem arastirmalarinda ise tropikal yagmur
ormanlarinda  tiirlerin =~ %99  dogrulukla  yerinde
tanimlanmas1 (Pomerantz vd., 2022) ve tath su
kaynaklarinda kirlilik ile biyolojik cesitliligin izlenmesi
nanopore platformlariyla gergeklestirilmistir (Urban vd.,
2021). Bu teknoloji, gida, ilag giivenliginin ve AMR
izlenmesinde de uygulanma potansiyeline sahiptir (Bil¢ag
Akgiin, 2019)

3.1. Nanopore teknolojinin cevresel uygulamalari
3.1.1. Polietilen (PE)

Son yillarda, cevre kirliligi konusunda artan kiiresel
endiseler ve plastik driinlerin  artan  kullanimai,
mikroplastikleri diinya ¢apinda ciddi bir ¢evre kirletici
haline getirmistir. Bu dogrultuda, mikroplastik tespit
yontemlerinin gelistirilmesi ve mikroplastiklerin insan
saglig tizerindeki zararl etkileri iizerine arastirmalar aktif
olarak siirdiirilmektedir. Polietilen (PE) (Sekil 6) yaygin
olarak kagit bardaklar igin bir kaplama olarak
kullanilmakta olup, nano ve hatta nano-alti dlgekte
mikroplastik  partikiilleri  sulu  ¢o6zeltilere  salma
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, ¢esitli boyutlardaki
plastik parcaciklarin 6l¢iimii i¢in nanoporlar kullanilmistir.
Cho vd. (2024) a-HL nanopore ile plastik pargaciklarin
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elektrik akimlarmin boyutlarina bagl oldugunu kesfetti;
gozenek agikligiyla karsilastirilabilir bir boyuta sahip olan
parcaciklar nanoporlar tarafindan hapsedildigini ve
parcacik titresimi nedeniyle gozenegin kisa zaman
araliklariyla (~10 ms) tekrar tekrar acilip kapanmasina
neden oldugunu agiklamistir. Biraz daha biiylik
parcaciklarin varligi gozeneklere girerek bir tikanma
olaymin meydana gelmesine neden olur. Ancak, gézenek
boyutundan daha kiicik molekiillerin  varliginda,
biiytikliikleri pargacik boyutlariyla orantili olan direncli
darbe olaylar1 ortaya ¢ikar. Ayrica nanopore analizi, plastik
partikiillerin bardaklardan siiziilmesinin sicakliga bagl
oldugunu, kaynatilmig numunelerin oda sicakliindaki
numunelere kiyasla 1.8 kat daha fazla partikiil verdigini
ortaya koymustur (Cho vd., 2024). Cho vd. (2024) kagit
bardaklardan sizan plastik partikiiller <1 nm ve >1 nm
olarak siniflandirmislar ve yapay hiicre membranlar ile
etkilesimleri ve hiicrelerdeki enflamatuvar tepkileri
degerlendirmislerdir. Sonuglar, yaygimn olarak kullanilan
bir kagit bardakta, sicak suda yaklasik 1.13 mM ve oda
sicakligindaki suda 0.62 mM konsantrasyonda <1.4 nm
partikiillerin bulundugunu gostermistir. <1 nm plastik
partikiillerin yapay hiicre membranini yogunlastirabildigi,
>1 nm partikiillerin ise yapay hiicre membranini
kalinlagtirabildigi gosterilmistir. Ayrica, kagit
bardaklardan siiziilen partikiillerin her iki boyut araligi da
hiicrelerde  enflamatuvar bir yanitt tetiklemis ve
enflamatuvar yanit konsantrasyon ve muamele siiresiyle
orantili olarak artmistir (Cho vd., 2024). Nanoporlar
sadece analit tlirlerinin tanimlanmasini degil, aymi
zamanda boyutlarinin  karakterize edilmesini de
saglamaktadir (Tian vd., 2025).

3.1.2. Per- ve polifloroalkil maddeler (PFAS)

Cesitli fluorlu karbon zincirlerine ve fonksiyonel gruplara
sahip per- ve polifluoroalkil maddeler (PFAS) (Sekil 6);
leke iticiler, yapismaz kaplamalar, temizlik @iriinleri ve sulu
film olusturucu kopiikler gibi ¢esitli kimya endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilan maddelerdir (Menger vd., 2021;
Bline vd., 2024). C-F arasinda olusan giiclii bag PFAS’lere
termodinamik kararlilik, mikrobiyolojik direngliligi ile
biyolojik bozunma reaksiyonlarina kargi dayaniklilik ve
fotokimyasal reaksiyonlara karsi direngli olmasini saglar
(Liou vd., 2010; Menger vd., 2021).
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Sekil 6. Polietilen (PE) ve per- ve polifloroalkil maddeler
(PFAS)’in molekiil yapilart. PFOA: Perfluorooktanik asit,
PFOS: Perfluorooktan siilfonik asit

Figure 6. Molecular structures of polyethylene (PE) and
per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS). PFOA:
Perfluorooctanoic acid, PFOS: Perfluorooctane sulfonic
acid.

PFAS'lerin saglam yapilar1 nedeniyle su kaynaklarinda
(igme suyu ve ylizey suyunda), toprakta, vahsi yasamda,
bitkilerde, insan gida kaynaklarinda, insan kaninda, anne
siitiinde ve Kuzey Kutbu da dahil diinyanmn her yerinde
bulundugu tespit edilmistir (Liou vd., 2010; Menger vd.,
2021; Wei vd., 2024). PFAS’lerin ¢evrede “sonsuza kadar
kalic1” olma 6zellikleri nedeniyle son zamanlarda 6nemli
bir ¢evresel sorun haline gelmistir (Menger vd., 2021).
Bununla birlikte, bilimsel arastirmalar insanlarda,
laboratuvar hayvanlarinda ve vahsi yasamda PFAS'a
maruz kalmaktan kaynaklanan olumsuz saglik etkilerinin
ortaya cikardigint gostermistir (Bline vd., 2024). Bunlar
arasinda dogurganligin azalmasi, tiroid hormonlarini
etkileyen endokrin bozuklugu, karaciger hastaligi,
bagigiklik sistemini baskilama, ag1 etkinligini azaltma ve
saglikli hiicrelere baglanarak bobrek ve testis gibi cesitli
kanserler sayilabilir (Bline vd., 2024; Wei vd., 2024).
Ciddi saglik sorunlarina ve gevresel sorunlara neden olan
PFAS’lerin uygun yontemlerle tespit edilmesi i¢in en
glivenilir yontem, kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
kromatografiyi igermektedir. Hassasiyet ve 6zgiilliikklerine
ragmen, bu yontemler pahali ekipman, uzman operatorler,
karmasik numune hazirlama ve uzun analiz siirelerine
ihtiyag duymalar1 nedeniyle kesinlikle laboratuvar
ortamlartyla smirlidir. Bu olumsuzluklardan dolay:r daha
basit, daha erisilebilir, uygun maliyetli ve hizli alternatif
tespit yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir. Wei vd.
(2024), PFAS tespiti i¢in o-HL nanopore igine farkli
siklodekstrin (CD) molekiilleri (a-CD, B-CD, y-CD ve 2-
hidroksiypropil-y-CD) yerlestirerek nanopore ile PFAS
arasindaki  etkilesimleri  arastirmiglardir.  Biyolojik
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nanopore icgine y-CD yerlestirilerek PFAS molekiilii ile
konuk-konak  etkilesimi ile etkilesime  girerek
elektrokimyasal olarak algilanabildigini gostermislerdir.
Bu ¢alismada PFAS ailesinden en yaygin olan PFOA ve
PFOS (Sekil 6)’lerin algilanmasi 1liml1 baglanma afinitesi
nedeniyle y-CD ile saglamislardir. PFCA ve PFSA
ailelerinin ¢esitli tiyelerinin molekiiler diizeyde daha fazla
ayirt edilmesi ise HP-y-CD'nin artan sterik direnci ile elde
edilmis ve hem seciciligi hem de hassasiyeti artirmigtir.
I¢me suyunda, tanimlama limiti olarak PFOA igin 0.4 ppm,
PFOS i¢in ise 2 ppm konsantrasyon seviyelerinde
nanopore teknigi ile tespit etmiglerdir (Wei vd., 2024).

3.1.3. Paraquat

Paraquat, metil violojen olarak da bilinen bipiridinyum
bilesikleridir (Sekil 7) ve 1960 yillarindan beri herbisit
olarak tarimsal iirlinlerin yabani otlardan korunmasinda
kullanilir (Bismuth vd., 1990; Tsai, 2013). Ancak, paraquat
insanlar ve hayvanlar i¢in oldukga zehirlidir ve su ana
kadar etkili bir antidotu bulunamamustir (Jiang vd., 2021).
Paraquat; suda cok iyi ¢oziiniir, topraga hizli ve gii¢lii bir
sekilde baglanir (Bromilow, 2004). Canlilarda &liimciil
etkiye ve ekosistemde onemli hasarlara neden olabilecegi
icin, kullaniminin azaltilmasiyla birlikte paraquatin tespit
edilmesi i¢in yeni, etkili, hizli ve hassas teknikler
gelistirmek biiyiik 6nem tagimaktadir (Jiang vd., 2021).
Jiang wvd., tek molekiil diizeyinde konak-misafir
etkilesimiyle oldukca toksik paraquati yliksek hassasiyetle
ve 0.37 ppb’lik bir nanomolar (nM) limitle tespit yapabilen
a-HL biyolojik nanopore sensdr gelistirmislerdir. Bu
sensor, o-HL nanoporun limeninin 111 ve 147
pozisyonuna pozitif yiiklii arjinin (Arg) eklenmesiyle
mutant o-HL nanoporun liimenine makrosiklik konak
molekiilii pillar[5]aren tiirevi eklenmesiyle elde edilmistir.
Mutant o-HL nanopore, konak molekiil olan pillar[5]aren
tiirevi ile nanopore arasindaki etkilesimin artmasini saglar
ve nanopore sensoriin kararliligimni arttirir. Bu sensor,
paraquati 2 nM’a kadar diisiik konsantrasyonlarda ve diger
geleneksel enstriimental yontemlere gore yiiksek
hassasiyetle tespit edebilmistir. Jiang vd. bu calismada
geligtirdikleri a-HL nanopore sensoriin, diger kiiciik
analitlerin incelenmesinde tek molekiillii bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir (Jiang vd., 2021).

Sekil 7. Bir pestisit olan Paraquat (metil viyolojen)’in
molekiil yapisi

Figure 7. Molecular structure of Paraquat (methyl
viologen), a pesticide.

3.2. Nanopore teknolojinin klinik uygulamalar:
3.2.1. p-Laktam antibiyotikler

Antibiyotiklerin uzun siire ve yanlis kullanimlar yiliziinden
son yillarda antimikrobiyal direncin (AMR) artmasi diinya
genelindeki otoriteler i¢in biiyiik bir endise kaynagi
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olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore, yalnizca
Avrupa'da yilda yaklasik 25 000 hasta AMR' nin neden
oldugu enfeksiyonlardan 6lmektedir (Bottari vd., 2018).
Bu ¢ergevede, Avrupa Birligi ve diinya genelindeki birgok
diizenleyici kurum, farkli gida matrislerindeki bir¢ok
antibiyotik i¢in maksimum kalmti limitlerini (MRL)
belirlemistir (Bottari vd., 2018). Bununla birlikte,
antibiyotiklerin tarimeilikta ve su iiriinleri yetistiriciliginde
yaygin kullanimlari, ev ve hastane kaynakli atik sularin
cevre Kkirliligine neden olmaktadir. Son zamanlarda
AMR’lerdeki artisin halk sagligi icin tehdit olusturmasi
antibiyotiklerin gida, su ve toprakta tespitinin yapilmasi
biiytik 6l¢iide 6nem kazanmistir (Serrano & Silva, 2007).
Asandei vd. tarafindan yapilan ¢alismada, a-HL nanopore
icine Y-CD ile olusturulan bir iyon kanali sistemi
kullanarak p-laktam ailesinden ii¢ farkli antibiyotigin
(amoxicillin, azlocillin ve ampicillin, (Sekil 8) tespit
edilmesinde ve ayirt edilmesini sagladigini agiklamiglardir.
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Sekil 8. B-Laktam ailesinden baz1 antibiyotiklerin molekiil
yapilari

Figure 8. Molecular structures of some antibiotics from the
B-lactam family

Bu antibiyotik molekiillerinin yalnizca antibiyotigin
fiziksel boyutuna degil, ayn1 zamanda ilacin polaritesine de
bagl olarak tespit edilebildigini gostermislerdir. Elde
ettikleri sonuglara gore B-laktam antibiyotiklerin alikonma
stireleri (Tof); ampicillin i¢in Tor = 0.07 £ 0.005 ms,
amoxicillin i¢in Tor = 0.1 + 0.02 ms ve azlocillin igin Topr
= 0.008 £ 0.0005 ms olarak belirlemislerdir. Y-CD-a-HL
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kompleksi iyon segici olmasina ragmen negatif yiikli
azlocillinin alikonma siiresi diger antibiyotiklerden daha
kiigiiktiir. Alikonma siireleri arasindaki bu fark Y-CD'lerin
neden oldugu sterik engelden veya antibiyotiklerin
CD'deki baglanma bdlgesine erigsmesi igin enerjik olarak
daha pahali bir desolvasyon adimindan kaynaklaniyor
olabilir. Bu teknigin, farmasétik uygulamalarda kullanilan
diger analitlerin tespiti i¢in de kullanilabilecegini
aciklamiglardir (Asandei vd., 2011).

3.2.2. Duloxetine (N-metil-3-(1-naptiloksi)-3-(2-tiyenil)
propan-1-amin) (DLX)

Duloxetine, seratonine ve norepinephrine gerialim
inhibitorleri (SNRIs) ailesinden modern  bir
antidepresandir (Cui vd., 2024). Dulotexine piyasada,
Cymbalta ticari adiyla (S)-duloxetine hidrokloriirii olarak
bulunur. Duloksetinden 6nceki tiim antidepresan ilaglar
rasematlar halinde formiile edilirken, duloxetin, (R)-
enantiyomerinden en az 2.5 kat daha aktif oldugu
gosterildiginden, kiral olarak saf (S)-enantiyomer olarak
satilan ilk SNRI ailesi ilactydi (Sekil 9). Bir antidepresanin
(ve diger bir¢ok ilag siifinin) spesifik bir enantiyomerinin
daha spesifik reseptor baglanmasina ve daha az yan etkiye
yol agtigimin kabul edilmesi, ila¢ endiistrisi tarafindan bu
alanda yogun arastirmalara yol agmistir (Bhadbhade vd.,
2023). Bu ilaglarin enantiyomerleri ayni fizikokimyasal
Ozelliklere sahip olsa da ii¢ boyutlu sekillerindeki
farkliliklar nedeniyle farmakodinamik, farmakokinetik ve
toksikolojik 6zelliklerde 6nemli farkliliklar sergilerler. Bu
nedenle, kiral tanima igin etkili yontemlerin gelistirilmesi
ilag giivenliginin saglanmasinda biilyiik 6nem tagimakta ve
kemoterapi/biyolojik ¢alismalarda 6énemli bir konu haline
gelmistir (Cui vd., 2024). Cui vd. (2024), S-DLX ve R-
DLX enantiomerlerinin ayrimi i¢in a-HL nanopore ile
modifiye  edilmig  sulfobutil eter-B-siklolodekstrin
(SBEBCD) kullanmislardir. Sonuglar, R-DLX' in a-HL-
(WT)7-SBEBCD  tanima reseptoriiyle daha giiclii
etkilesime girdigini, daha derin akim bloklar1 ve daha uzun
bekleme siiresi {irettigini gOstermistir. Nanopordaki
uzaysal sinirlama etkisi, DLX enantiyomerleri ile a-HL-
(WT)7-SBEBCD tanima reseptorii arasindaki etkilegimin
artirtlmasina olanak taniyarak duyarliligin artmasini ve
enantiyomerik ilaglarin tek molekiil olarak tiretilmesini
miimkiin kilmistir (Cui vd., 2024).

R-Duloxetine S—Duloxetine
Sekil 9. Duloxetine enantiyomerlerinin molekiil yapist
Figure 9. Molecular structure of duloxetine enantiomers.
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3.2.3. Salvianolik asit

Fan vd., tibbi bitkilerde yaygin olarak bulunan salvianolik
asitlerin hizli, dogru ve saha kosullarina uygun bicimde
analiz edilmesi ic¢in yenilik¢i bir biyolojik nanopore
yaklasimi sunmuglardir (Fan vd., 2024). Salvianolik asitler
(Sekil 10); Salvia miltiorrhiza, biberiye ve Prunella
vulgaris gibi bitkilerde bol miktarda bulunan, kardiyo- ve
serebrovaskiiler hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir
kullanilan suda ¢oziliniir fenolik bilesiklerdir. Serbest
radikal temizleme ve Na/K-ATPase aktivitesini diizenleme
gibi 6nemli farmakolojik etkileri nedeniyle, bu bilesiklerin
giivenilir sekilde tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi
hem kalite kontrol hem de yeni ilag¢ gelistirme siirecleri
acisindan kritik 6neme sahiptir (Fan vd., 2024).
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Sekil 10. Baz1 salvianolik asitler a) Rosmarinik asid (RA)
b) Salvianolik asit A (SalA) c¢) Salvianolik asit B (SalB)
Figure 10. Some Salvianolic Acids a) Rosmarinic acid
(RA) b) Salvianolic acid A (SalA) c) Salvianolic acid B
(SalB)

Fan vd.’nin yaptig1 bu ¢aligmada, fenilboronik asit (PBA)
adaptorii ile modifiye edilmis MspA-90PBA biyolojik
nanopore sensorii kullanilmistir. PBA’nin  salvianolik
asitlerdeki cis-diol gruplariyla tersinir etkilesimi, her bir
molekiil i¢in ay1rt edilebilir elektriksel sinyaller iretmistir.
Boylece bitkisel oziitlerden ayirma veya saflagtirma
gerektirmeden dogrudan analiz yapilabilmistir. Gelistirilen
sistem, kafeik asit, rosmarinik asit ve salvianolik asit B
dahil olmak {tizere sekiz farkli biyoaktif bilesigi yiiksek
dogrulukla tanimlanmigtir. Makine Ogrenmesi tabanli
KNN smiflandiricisinin entegrasyonu,  molekiil
tanimlamada %99 dogruluk gibi dikkat ¢ekici bir
performans sagladigini agiklamiglardir. Yontemin gercek
numuneler {izerinde test edilmesi sonucunda elde edilen
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miktar verilerinin {iriin kilavuzlar ve literatiirdeki HPLC
sonuglartyla yiiksek uyum gosterdigini belirlemislerdir
(Fan vd., 2024). Bu ydnleriyle Fan vd. (2024)’nin yaptig1
bu ¢alisma, salvianolik asitlerin hizli, giivenilir ve diisiik
hazirlik gerektiren tek molekill diizeyinde analizi igin
pratik, hassas ve klinik/saha kullanimina uygun bir
nanopore platformu sunmaktadir.

3.3. Nanopore teknolojinin adli uygulamalari
3.3.1. Kokain

Erythroxylum coca bitki yapraklarindan elde edilen kokain
(Sekil 11), sinir sistemi iizerinde etki eden, bagimliliga
neden olan bir cesit uyusturucudur. Kokain bagimliligi
kardiyovaskiiler sorunlara, istah kaybina, anksiyeteye,
paranoyaya, uykusuzluga, organ hasarina, asir1 uyarilmaya
ve siddet iceren davraniglara neden olabilir. Bu nedenle,
serum gibi sivilarda kokainin ¢ok diisiik miktarlarda hizli
ve hassas bir sekilde tespit edilmesi, klinik teshis ve
uyusturucuyla miicadelede kolluk kuvvetleri i¢in biiyiik
onem tagimaktadir. Kokainin tespiti i¢in Onerilen
geleneksel yontemler ticari enzime bagli bagisiklik temelli
ayirma testleri (ELISA), 4 kapiler elektroforez,
kromatografi ve spektroskopi tabanli tekniklerdir. Bu
testlerin kullanimi genellikle uzun prosediirler, yiiksek
maliyet ve karmasik kullanimlart nedeniyle sinirlidir (Rauf
vd., 2017). Rauf vd, insan serumu ve tiikiiriik 6rneklerinde
kokainin hizli ve son derece hassas tespiti i¢in hedefe bagh
sarmal salinimi stratejisine dayanan etiketsiz bir a-HL
nanopore biyosensor elde etmiglerdir. Kokain igin bir
aptamer kisa bir tamamlayict DNA ile Onceden
hibritlestirmislerdir. Aptamer ile kokaine 6zgii baglanma
sayesinde, kisa DNA sarmali aptamerden yer degistirmis
ve bu c¢ikis DNA'sinin a-hemolizin nanopordan
translokasyonu farkli sivri u¢ benzeri akim blokajlar
olusturmustur. Cift logaritmik dlgekte ¢izildiginde, hedef
kokain konsantrasyonu ile ¢ikis DNA olay frekansi
arasinda 50 nM'den 100 pM kokaine kadar genis bir
konsantrasyon araliginda dogrusal bir iliski elde edilmis ve
tespit smirt 50 nM'ye kadar inmistir. Ayrica, bu aptamer
tabanli sensor yontemi, insan tiikiiriigii ve serum ornekleri
gibi karmasik biyolojik sivilarda kokain tespiti igin biiyiik
bir segicilikle basariyla uygulanmistir. Basit hazirlanan,
diistik maliyet, hizli, etiketsiz ve gergcek Ornek tespiti,
Onerilen biyosensdriin pratik uygulamasi i¢in motive edici
faktorlerdir (Rauf vd., 2017).
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Sekil 11. Kokainin molekiil yapisi
Figure 11. Molecular structure of cocaine

3.3.2. 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT)

2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) (Sekil 12), askeri ve
endiistriyel uygulamalar i¢in en yaygm kullanilan
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patlayicilardan biridir (Liu vd., 2010). Bununla birlikte
onemli bir ¢evre kirleticidir. Guan vd. (2005), a-HL
polypeptidin 113 pozisyonunda aromatik yan zincirinde
(Phe, Tyr, Trp) tasarlanmis mutant a-HL’1 (Met113Trp7)
kullanarak diger nitro aromatiklerin varliginda segici
olarak TNT tespit etmislerdir (Guan vd., 2005). TNT nin
diger aromatik nitro tiirlerine gére mutant o-HL ile
alitkonma zamani Torr = 820 + 40 ms olarak TNT’nin tespit
edilmesinde kullanilan yontemlerden biri olan baz1 polimer
temelli floresan sensorler farkli nitro aromatikler arasinda
mutant biyolojik nanoporun yaptig1 bu ayrimi yapamaz
(Guan vd., 2005).

O,N

HsC NO,

O,N

Sekil 12. Trinitrotoluen (TNT) molekiil yapis1
Figure 12. Molecular structure of Trinitrotoluene (TNT)

Nanopore Sensorlerinin Minyatiirlestirilmesi: Nanopore
sensorlerin minyatiirlestirilmesi, tek molekiil analizlerinin
laboratuvar digina taginarak klinik tani, ¢evresel izleme ve
adli uygulamalarda kullanilabilmesi acisindan kritik
oneme sahiptir. Biyolojik nanoporlarda minyatiirlesme,
ozellikle taginabilir dizileme cihazlarinin gelistirilmesiyle
belirginlesmistir. ONT tarafindan gelistirilen MinION gibi
el tipi platformlar, diisiik kiitleli yapilart ve entegre
elektronik bilesenleri sayesinde diziistii bilgisayarlar veya
akillr telefonlarla gercek zamanli veri toplamay1 miimkiin
kilmaktadir (Bayley, 2015). MinlON, lipit ¢ift tabakalar
yerine yaklagik 2000 adet saglam polimer membran i¢eren
ve her biri ayr1 ayri elektriksel olarak adreslenebilen mikro
kuyucuklardan olusan bir ¢ip mimarisi kullanir. Poisson
dagilimmna gore optimum gozenek konsantrasyonunda
membranlarin en fazla %37’ sinin tek bir nanopore icermesi
beklenir; bu nedenle MinlON’da ayni anda yiizlerce
nanopore aktif halde calisarak tek gozenekli sistemlere
kiyasla onemli bir veri iretim avantaji saglanmaktadir
(Bayley, 2015). MinlON’da, Escherichia coli kaynakli
CsgG proteininden tiiretilmis bir biyolojik nanopore
kullanilir (Dorey & Howorka, 2024). Bu miihendislik
irinii CsgG goézenekleri, MinlON’un yiiksek stabilite,
genis liimen yapisi ve dizileme i¢in optimize edilmis iyonik
akim profilleri sayesinde ticari basariya ulasmasinda kritik
rol oynamistir (Dorey & Howorka, 2024).

Lipit tabakalarin kirilganligina yonelik ¢oziimler arasinda
agaroz jel destekli protein cipleri ve cam nanopore
membranlar iizerinde sabitlenen lipit tabakalar1 yer
almakta olup, bu yapilar biyolojik nanoporlarin
tagmabilirligini ve dayamkliligmi artirmaktadir (Bayley
vd., 2008; Gu & Shim, 2010; Liu vd., 2010). Ayrica
Damlacik Arayiiz Tabakasi (DIB) sistemleri, 100 nL
seviyelerine kadar kiigiiltiilebilen hacimleriyle diisiik
reaktif titkketimi ve modiiler sensor tasarimlar: sunmaktadir
(Bayley vd., 2008; Gu & Shim, 2010).

Kati-hal nanoporlarda minyatiirlesme ise daha ¢ok
malzeme miihendisligi ve yar1 iletken teknolojileri
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iizerinden ilerlemektedir. Atomik katman biriktirme
(ALD), kontrollii dielektrik bozulma (CDB) ve iyon/e-
demeti ile inceltme gibi yontemler, membran kalinliginin
birkag¢ nm’ye kadar diistiriilmesini saglayarak ¢oziiniirliigi
artirmaktadir (Zhang vd., 2025). Minyatiirlesmenin en ug
noktasini ise atomik incelikte iki boyutlu (2D) malzemeler
olusturmaktadir. Grafen, MoS, ve MoS,/SnS, gibi atomik
incelikte 2D malzemeler, alt nanometre algilama
hacimleriyle protein ve amino asit tanimlamasinda ytiksek
performans sunmaktadir (Chen vd., 2023; Zhang vd.,
2025). Kati-hal nanoporlarin mikroakigskan sistemler,
CMOS devreleri ve optik algilama yoOntemleriyle
uyumlulugu, bu sensorlerin taginabilir ve yiiksek 6lcekli
platformlara entegrasyonunu kolaylagtirmaktadir
(Houghtaling vd., 2018). Buna ek olarak, hibrit sistemler
ve entegre platformlar da minyatiirlesme siirecinin 6nemli
bir pargasidir. Kati-hal hal membranlarin dayaniklilig: ile
biyolojik nanoporlarin segiciligini birlestiren hibrit yapilar
hem kararlilig1 artirmakta hem de giiriiltiiyli azaltmaktadir
(Howorka & Siwy, 2009; Zhang vd., 2025).

Genel olarak, biyolojik nanoporlar segicilik ve organik
molekiill tanimlama agisindan giiclii bir konumdayken;
kati-hal nanoporlar dayaniklilik, iiretim 6l¢eklenebilirligi
ve cihaz entegrasyonu acgisindan tamamlayici bir avantaj
sunmaktadir. Her iki sistemdeki minyatiirlesme egilimleri,
nanopore teknolojilerinin taginabilir, disik giliriiltili ve
yiksek ¢oziiniirliiklii sensor platformlarina doniisiimiini
hizlandirmaktadir.

Klinik ve Saha Uygulamalarindaki Zorluklar: Nanopore
teknolojisi, klinik, gevresel ve adli uygulamalarda gergek
zamanli, tasmabilir molekiiller analiz i¢in giicli bir
potansiyel gostermektedir. Bununla birlikte, klinik tani ve
saha tabanli ig akiglarinda daha genis ¢apta benimsenmesi,
standardizasyon, dogrulama ve kararlilikla ilgili gesitli
kritik zorluklar nedeniyle hala sinirlidir. Biyoinformatik
analizlerde kullanilan farkli baz cagirma (basecalling)
araglari (Guppy, Bonito, Dorado vb.), ayn1 ham veriden
degisen dogruluk seviyelerinde sonuglar iireterek veri
tutarliligini ve adli tip uygulamalarinda kanit niteligini

zayiflatmaktadir (Gao vd., 2026). Ayrica analiz
yazilimlarinin  FAST5 ve SLOWS gibi 06zel veri
formatlarint1  isleme  kapasitelerindeki  farkliliklar,
laboratuvarlar arast veri karsilastirilabilirligini

sinirlamaktadir  (Chen vd., 2023). Metagenomik ve
cevresel DNA c¢alismalarinda ise referans veri tabanlarinin
eksik veya dengesiz olmasi, birden fazla genom bolgesine
hizalanan okumalar (promiscuous reads) sorununu
artirarak tiir teshisinde hatalara yol agmaktadir (Nousias
vd., 2026). Bunun yaninda 6rnek hazirlama, kiitliphane
olusturma ve k-mer tabanli akim haritalama gibi temel
adimlarda laboratuvarlar arasinda ortak bir protokoliin
bulunmamasi, sonuglarin tekrarlanabilirligini olumsuz
etkilemekte ve standardizasyon ihtiyacin1 daha da kritik
héle getirmektedir (Gao vd., 2026; Kim vd., 2026).

Nanopore teknolojisinin klinik tan1 ve adli tip gibi yiiksek
dogruluk gerektiren alanlarda rutin kullanima girebilmesi
icin mevcut yontemlerle uyumlu, kapsaml bir validasyon
stirecinden ge¢mesi gerekmektedir. Ancak giincel
caligmalar, teknolojinin héla Onemli dogruluk ve
giivenilirlik sinirliliklar tasidigint gostermektedir. Tekil
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okuma dogrulugundaki ilerlemelere ragmen, klinik karar
verme siireglerinde kritik 6neme sahip nadir varyantlarin
giivenilir bigimde tespiti i¢in derin dizileme ve gelismis
hata diizeltme algoritmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Chen
vd., 2023; Lin vd., 2026). Bu durum ozellikle kiiciik
genomlu ve yiiksek mutasyon hizina sahip viral
patojenlerde hata oranlarini klinik agidan riskli hale
getirmektedir (Chen vd., 2023).

Validasyon c¢alismalarinin biiyiik bolimi  halen tek
merkezli  yiritilmekte olup, sonuglarin  farkli
laboratuvarlar arasinda karsilagtirilabilirligini
simirlamaktadir (Gao vd., 2026). Teknolojinin klinik ve
adli tip wuygulamalarinda kabul gorebilmesi igin
SWGDAM ve ISFG gibi uluslararast kuruluslarin
belirledigi standartlarla uyumlu, ¢ok merkezli ve genis
kapsamli dogrulama ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir (Gao vd.,
2026; Lin vd., 2026). Ayrica proteomik uygulamalarda 20
amino asidin tamaminin nanopore i¢inde ardisik olarak
yiiksek dogrulukla tanimlanmasi halen teknik olarak
miimkiin degildir; bu durum protein dizilemenin klinik
gegerliligini sinirlayan 6nemli bir bariyer olusturmaktadir
(Cressiot vd., 2020). Nanopore tabanli taginabilir cihazlar
saha uygulamalar1 i¢in tasarlanmis olsa da kararlilik hem
cevresel kosullara hem de numune kaynakli degiskenlere
karst oldukga hassastir. Saha ortamlarinda karsilagilan
sicaklik dalgalanmalari, yiiksek nem ve toz gibi ¢evresel
faktorler, nanopore membranlarinin fiziksel biitiinliigiinii
zayiflatarak  sinyal giiriiltiistini  artirabilmekte  ve
Olgtimlerin giivenilirligini diisiirebilmektedir (Gao vd.,
2026). Bu durum 6zellikle uzun siireli 6lgiimlerde sensor
performansinin kararsiz hale gelmesine yol agmaktadir
(Gao vd., 2026; Kim vd., 2026). Karmasik matrislere sahip
saha Ornekleri de kararlilig1 olumsuz etkileyen 6nemli bir
diger faktordiir. Nehir suyu, toprak veya gida gibi heterojen
orneklerde yiiksek viskozite, organik madde yogunlugu ve
degisken iyonik gii¢, gdzenek iletkenligini bozarak sinyal
kalitesini diisiirmekte ve gozenek tikanmasi riskini
artirmaktadir (Kim vd., 2026). Ayrica, saha 6rneklerinin
¢ogu piktogram diizeyinde DNA igerdiginden, nanopore
sistemlerinin genellikle daha yiiksek miktarda girdi
gerektirmesi ek on isleme ve amplifikasyon adimlarini
zorunlu kilmakta; bu ek islemler ise amplifikasyon
yanlilig1 ve 6rnek temsiliyetinin bozulmasi gibi nedenlerle
sonuglarin dogrulugunu sinirlayan ilave hata kaynaklar
olusturmaktadir (Gao vd., 2026; Kim vd., 2026).

4. Sonug

Biyolojik nanoporlarla gelistirilen portatif cihazlarin
uygulama kolayligi, diisik maliyeti, hizli sonug
alinabilmesi ve uzun okumalar yapilabilmesi sayesinde
genomik aragtirmalarda oldukga ilerleme kaydedilmistir.
Bu derlemede sunulan 6rnekler, nanopore teknolojisinin
yalnizca DNA ve RNA dizilemesiyle sinirli olmadigini;
peptitler, biyomolekiiler kompleksler, ilaglar, polimerler,
makro molekiiller ve organik molekiillerin tek molekiil
diizeyinde tanimlanmasinda da giligli bir platform
oldugunu gostermektedir. Bilimin ve teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte hayatimizin her alaninda organik
temelli bilesiklerin kullanilmasi her gegen giin artmaktadir.
flaglarin, pestisitlerin, plastiklerin, PFAS’lerin vb. diger
organik temelli bilesiklerin iiretilmesi dnemli olmakla
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birlikte, kullanim sonucu bu bilesiklerin ¢evrede ve
canlilar lizerinde etkilerinin izlenmesi de biiyiik 6nem arz
etmektedir. Ayrica TNT, kokain gibi bilesiklerin hizl1 bir
sekilde tespit edilmesi kolluk kuvvetlerince 6nemlidir.

Bu  derleme, nanopore  teknolojisinin  genetik
materyallerden gevresel, zirai ve adli dneme sahip organik
bilesiklere kadar uzanan genis bir yelpazede etiketsiz, hizli
ve hassas tespit potansiyelini ortaya koyarak, disiplinler
arast  uygulamalarda  gi¢li  bir arag¢  olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu yetenek, su ve
topraktaki gesitli kirleticilerin izlenmesini de kapsayan
cevre koruma ve kirlilik yonetimini desteklemenin yant
sira, gidalardaki pestisit, antibiyotik kalintilarinin tespiti
gibi gida giivenliginin saglanmasma da katkida
bulunmaktadir (Tian vd., 2025). Son yillarda artan
aragtirmalar halk saglhigini ve ekosistemi tehdit eden
antibiyotikler, pestisitler, nanoplastikler, PFAS gibi
kirleticilerin biyolojik nanopore ile, diger alternatif
yontemlere gore yiiksek hassasiyetle, ucuz ve ¢ok daha
kolay bir sekilde tespit edilmesine olanak saglayan bir
teknoloji olarak 6n plana ¢iktigimi gostermektedir.
Biyolojik nanoporlarin iyi taninmis geometriye sahip
olmast modifikasyonunun yapilmasina olanak
saglamaktadir. Biyolojik nanoporlarin B-fig1 yapilar
yeniden tasarlanmaya uygundur (Bayley & Jayasinghe,
2004). Modifiye edilmis biyolojik nanoporlar, molekiil i¢in
yapay baglanma boélgelerini ortaya ¢ikararak daha giiglii
molekiiler algilamay1 saglarlar.

Bununla birlikte, teknolojinin baz1 sinirhiliklar1 da
bulunmaktadir. Biyolojik nanoporlarda kullanilan lipid
membranin kararliligi, belirli pH ve sicaklik araliklaria
duyarliligy, yiiksek tuz konsantrasyonlarna bagimlilik ve
belirli molekiiller i¢in sinyal ortigmeleri gibi faktorler,
genis Olgekli uygulamalarda dikkat edilmesi gereken
noktalardir. Ayrica kompleks matrislerde (toprak, gida,
atik su) yiiksek viskozite, organik madde yogunlugu ve
degisken iyonik gii¢, gézenek iletkenligini bozarak sinyal
kalitesini diisiirmekte ve gozenek tikanmasi riskini
artirmaktadir. Bununla birlikte, kompleks matrislerde
sinyal giiriiltiisiiniin artmast, veri analizinde standartlagsma
eksikligi ve blokaj olaylarinin yorumlanmasinda kullanilan
algoritmalarin ¢esitliligi hdlen ¢oziilmesi gereken konular
arasindadir. Ayrica, biyolojik nanoporlarin, klinik tani ve
adli tip gibi yiiksek dogruluk gerektiren alanlarda rutin
kullanima girebilmesi i¢in mevcut yontemlerle uyumlu,
kapsamli  bir  validasyon  siirecinden  geg¢mesi
gerekmektedir.

Gelecek arastirma egilimleri, biyolojik nanoporlarin
modifikasyonuyla seciciligin artirilmasi, yapay baglanma
bolgeleri iceren tasarimlarin  gelistirilmesi, hibrit
biyolojik—kat1 hal nanopore sistemlerinin olusturulmasi ve
makine Ogrenimi tabanli sinyal analiz yo6ntemlerinin
yayginlagsmasi yoniindedir. Ayrica g¢evresel kirleticilerin,
ilag metabolitlerinin ve karmasik organik bilesiklerin
gercek zamanli ve sahada tespitine yonelik tasmabilir
sistemlerin gelistirilmesi, teknolojinin uygulama alanlarini
daha da genisletecektir.

Sonug olarak, nanopore teknolojisi molekiiler diizeyde
gerceklesen etkilesimlerin gercek zamanli ve etiketsiz
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bicimde izlenebilmesini saglayarak temel bilimlerden
uygulamali tani sistemlerine kadar uzanan genis bir
yelpazede donistiiriicii bir potansiyel sunmaktadir. Bu
yetenek biyolojik ¢esitliligin izlenmesi, ¢evre koruma, gida
giivenligi, adli bilimler, saglik teknolojileri, farmakoloji,
halk saglig1 gibi birgok alanda hizli ve yenilik¢i ¢dziimlerin
gelistirilmesine katki saglamaya devam edecektir.

5. Tesekkiir

Oznur Olmez Nalcioglu, TUBITAK Bilim insam
Destekleme Daire Bagkanliginca yiiriitilmekte olan
BIDEP-2219-Yurt Disi Doktora Sonras1 Arastirma Burs
Programi kapsaminda, “Nanopore teknolojisi ile kiigiik
molekiillerin tek molekiiler analizi i¢in etkili konjuge
stratejilerinin  gelistirilmesi” baslikli 1059B192100617
numarali proje ile Giiney Carolina Universitesi’nde
(Giiney Carolina, ABD) bir yil siireyle doktora sonrasi
arastirma bursu destegi saglandigi icin TUBITAK-
BIDEP’e tesekkiir eder. Biyolojik nanopore alaninda
yuriitillen projede destekleri icin Prof. Qian Wang’a
(Kimya ve Biyokimya Boliimii, Wang Grup) ve Dr. Chang
Liu’ya (Kimya Miihendisligi ve Biyomedikal Miihendislik
Programi, Liu Grup) tesekkdirlerini sunar.

Cikar Catismasi Beyani

Yazar, bu makalede bildirilen calismay1 etkileyebilecek
herhangi bir rekabet eden mali ¢ikar1 veya kisisel iligkisi
olmadigin1 beyan eder.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyani

Makaleye ait arastirma, sekillerin ¢izimi, diizenlemenin
tamami yazar tarafindan yapilmistir. Yazar, bu ¢alismanin
hazirlanmasi sirasinda dil ve okunabilirligi iyilestirmek
icin DeepL Al, Google Translate, Copilot gibi yapay zeka
destekli  araglardan  faydalanilmig; bu  araglan
kullanimindan sonra igerik yazar tarafindan go6zden
gecirilip diizenlemistir. Yaymin tim bilimsel ve etik
sorumlulugu yazara aittir. Kaynaklarin diizenlenmesinde
Zotero  kullanilmig, atif stili olarak ~ American
Psychological Association (APA) 7. siiriimii kullanilmistr.
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