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ÖZ 

Glikanlar, çeşitli biyolojik süreçlerde önemli rol oynayan ve sağlık ile hastalık üzerinde önemli etkileri olan 

karmaşık karbonhidrat molekülleri olarak bilinmektedir. Glikanların kapsamlı bir şekilde analiz edilmesi, gelişmiş 

analitik tekniklerin bir kombinasyonunu gerektirmektedir. Bu derleme, glikan analizinde kullanılan çeşitli 

tekniklerin, örnekleme hazırlığı, glikan zenginleştirme, glikan salımı, etiketleme, ayrıştırma ve tespit gibi 

adımlarının ayrıntılı bir iş akışını sunmaktadır. Her adımın prensipleri, uygulamaları ve avantajları açıklanarak, 

glikan araştırmalarına katkıları vurgulanmaktadır. Ayrıca, spesifik glikan analiz hedefleri için uygun tekniklerin 

seçiminin önemi üzerinde durulmaktadır. Bu iş akışı, glikanların kapsamlı bir anlayışını sağlayarak, biyolojik 

sistemlerdeki rollerini açığa çıkarmaya ve yeni terapötik müdahalelerin geliştirilmesine yardımcı olmaktadır. 

Anahtar Kelimeler- Glikomik, Analitik teknikler, Kütle spektrometrisi, Sıvı kromatografi, Glikan 

mikroarrayleri 

 

ABSTRACT 

Glycans, complex carbohydrate molecules, play crucial roles in various biological processes, significantly 

affecting health and disease. The comprehensive analysis of glycans requires a combination of advanced analytical 

techniques. This review provides a detailed workflow of the various methods employed in glycan analysis, 

including sample preparation, glycan enrichment, glycan release, labeling, separation, and detection. Each step's 

principles, applications, and advantages are described, highlighting their contributions to glycan research. 

Additionally, the review emphasizes the importance of selecting appropriate techniques for specific glycan 

analysis goals. The workflow provides a comprehensive understanding of glycans, unraveling their roles in 

biological systems and facilitating the development of novel therapeutic interventions. 

Keywords- Glycomics, Analytical techniques, Mass spectrometry, Liquid chromatography, Glycan microarrays 
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I. GİRİŞ 

Glikomik, karbonhidratların veya glikanların biyolojik sistemlerdeki rollerinin incelenmesidir [1]. 

Glikanlar, hücre-hücre etkileşimleri [2], protein katlanması [3] ve sinyalleşme [4] de dahil olmak üzere birçok 

biyolojik süreç için önemli olan karmaşık biyomoleküllerdir. Glikanlar, basit şeker üniteleri veya 

monosakkaritlerden oluşurlar ve doğrusal veya dallı yapılar oluşturmak için birleştirilebilirler. Glikan yapıları son 

derece karmaşık olabilir. Hücre tipi, gelişim aşaması ve hastalık durumu gibi faktörlere bağlı olarak glikan yapıları 

değişebilir [1]. 

Biyolojik sistemlerde glikanların rollerini anlamak, geniş bir hastalık yelpazesinde etkili tedaviler ve 

teşhis araçları geliştirmek için kritiktir [5]. Glikanlar, tümör büyümesi, metastazı, iltihaplanma ve immün kaçınma 

gibi hastalık patogenezinin birçok yönünde rol oynarlar. Anormal glikosilasyon desenleri, meme [6], akciğer [7] 

ve kolon [8] kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinde tespit edilmiştir, ve bu durum daha agresif 

hastalık ve kötü prognoz ile ilişkilidir. Virüs ve bakterilerin yüzeyindeki glikanlar, bulaşıcılık ve konak 

spesifikliğinde rol oynayabilir. Bu nedenle, bu yapıların anlaşılması aşıların ve tedavilerin geliştirilmesine de 

yardımcı olabilir [9]. 

Glikan temelli tedaviler, kanser ve otoimmün hastalıkların tedavisinde umut vaat etmektedir. Örneğin, 

kanser hücrelerindeki belirli glikanları tanıyan antikorlar, bu hücreleri normal hücrelere zarar vermeden seçici 

olarak hedefleyerek yok edilebilir. Ayrıca, glikan temelli aşılar [10], influenza, HIV ve COVID-19 de dahil olmak 

üzere farklı enfeksiyöz hastalıkların önlenmesi için geliştirilmiştir [11]. 

Glikomik, bir organizmanın biyolojik sistemlerini anlamak için genomik ve proteomik’e benzer bir amaç 

taşır. Ancak, glikomik çalışmaları, glikosilasyon yoluyla proteinlere ve lipidlere bağlanan glikan yapılarına 

odaklanması açısından benzersizdir. Doğru bir genomik ve proteomik, sırasıyla DNA ve proteinlerin çalışmasına 

odaklanırken, glikomik çalışmaları glikan yapılarının incelenmesine odaklanır. Bilindiği üzere glikosilasyon en 

yaygın ve kompleks post-translasyonel protein modifikasyonlarındandır [12]. Proteinlere ek olarak birçok yağ 

molekülüde glikosile olabilir [13]. Dahası, yakın zamanda gösterildiği üzere glikan yapıları RNA molekülünede 

bağlanabilmektedir [14]. Önemli olarak, protein glikosilasyonunda, farklı glikanların proteinde aynı bağlanma 

bölgesine bağlanmaları büyük oranda bu proteinlerin yapısal çeşitliliğine etki etmektedir. Aynı zamanda bu durum 

molekül fonksiyonunda da değişimlere neden olmaktadır. 

Protein glikosilasyonunun en çok çalışıldığı alanlardan bir tanesi patojenlere karşı mücadelede etkili olan 

immunoglobulinlerdir [15]. Yabancı bir antijene bağlanmak, immunoglobulinlerin işlevinin yalnızca bir yönüdür. 

Immunoglobulin G (IgG) glikozilasyonunda değişiklik, immunoglobulinlerin farklı reseptörlere yönlendirilerek 

farklı immün sistem dallarını aktive etme konusunda bir kontrol noktası oluşturur. Antikorların sabit bölge alanı 

(CH2) içinde yer alan fragman kristalizasyonel (Fc) bölgesine bağlı glikanlar, Fc reseptörleri ve diğer proteinlerle 

etkileşime giren ayrılmaz yapısal bir bileşen olarak rol oynarlar [9]. Polipeptit omurgasına farklı bir glikan 

bağlanması, antikorun yapısını modüle ederek farklı reseptörlere olan afinitesini değiştirir. En iyi bilinen örnek, 

IgG'nin Fc-γ-reseptör IIIA'ya bağlanmasını zayıflatarak antikor bağımlı hücresel sitotoksisiteye (Antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity /ADCC) karşı bir "güvenlik anahtarı" olarak işlev gören çekirdek-fukozun 

rolüdür. Antikor-bağımlı fagositoz ve sıklıkla çeşitli glikozilasyon özelliklerinin etkileyici bir şekilde bağımlı 

olduğu kompleman aktivasyonu gibi diğer etkileyici işlevler de IgG Fc glikozilasyonu tarafından modüle edilir. 

Bu ve benzer nedenlerle,  glikozilasyon, farklı terapötik monoklonal antikorların (mAb'ler) geliştirilmesinde temel 

bir unsurdur [16]. 

Proteinin yapısını etkileyen genetik değişikliklerden farklı olarak, glikanlar epigenetik ve çevresel etkilere 

bağlı karmaşık bir gen ağı tarafından regüle edilir [17]. Bu durum protein fonksiyonunun dinamik olarak 

düzenlenmesine imkan verir. Glikozilasyondaki değişiklikler çeşitli hastalıklar ve fizyolojik durumlarda 

gözlemlenmiştir ve genellikle belirgin semptomlardan önce ortaya çıkar. Bu değişiklikler hastalıkların gelişimine 

ve ilerlemesine katkıda bulunabilir [18]. Örneğin, yaşlanma ile birlikte IgG antikorlarının glikozilasyon profilinde 

anti-enflamatuar bir durumdan pro-enflamatuar bir duruma geçiş görülür ve bu durum kardiyometabolik ve 

enflamatuar hastalıkların artan riski ile ilişkilidir. Glikozilasyon desenlerinin anlaşılması hastalık mekanizmalarına 

dair önemli bilgiler sunabilir ve hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesine olanak sağlar. 

Bu çalışmanın amacı, protein glikozilasyon analiz tekniklerini açıklamak ve bunların temel iş akışlarını 

özetlemektir. Bu teknikler, protein glikozilasyonunun karmaşıklığına ve heterojenliğine uygun olarak, farklı glikan 

yapıları ve bileşenlerinin tanımlanmasına olanak tanır. Ancak, glikan analizi, özel bilgi ve uzmanlık gerektiren 

karmaşık ve zorlu bir alandır. Dolayısıyla bu derleme, glikan analizi için kullanılan ana teknikleri, kütle 

spektrometrisi, sıvı kromatografisi ve glikan mikroarray teknolojisi de dahil olmak üzere özetlemeyi, bu 

tekniklerin avantajlarını, sınırlamalarını ve farklı bağlamlarda kullanımlarını tartışmayı amaçlamaktadır. Sonuç 

olarak, çalışmamız, glikan analizi tekniklerine kapsamlı bir genel bakış sağlayarak, araştırmacıların bu önemli 

alana erişimini kolaylaştırmayı hedeflemektedir. 



BŞEÜ Fen Bilimleri Dergisi / BSEU Journal of Science, 2024, 11(1): 218-235 

B. Tekin, R. Gurbanov 

 220 

 

II. PROTEİN GLİKOZİLASYONUNUN YAPISAL ANALİZİ VE KARAKTERİZASYONU 

Glikoproteinler, spesifik amino asit kalıntılarına kovalent olarak bağlı karbonhidrat (glikan) kısımlarına 

sahip proteinlerdir [19]. Glikan zincirleri tipik olarak dallıdır ve glikoz, mannoz, galaktoz ve sialik asit gibi çeşitli 

monosakkarit birimlerinden oluşur. Glikoproteinlerin yapısı iki ana bileşene ayrılabilir: protein omurgası ve bağlı 

glikanlar. Bir glikoproteinin protein omurgası, doğrusal bir amino asit dizisinden oluşur. Glikanların eklendiği 

amino asit kalıntıları tipik olarak asparajin (N-bağlı glikosilasyon) veya serin/treonindir (O-bağlı glikosilasyon). 

N-bağlı glikosilasyon, glikan, X'in prolin dışında herhangi bir amino asit olabileceği konsensüs dizisi Asn-X-

Ser/Thr içindeki bir asparagin kalıntısının yan zincir nitrojen atomuna bağlandığında meydana gelir [20]. 

Glikoproteinlere bağlı glikanların uzunluğu, dallanma modeli ve bileşimi değişebilir. Karbohidrat zincirleri, glikan 

kesme ve terminal şeker kalıntılarının eklenmesi gibi işlemlerle daha da modifiye edilebilir [18]. Bu 

modifikasyonlar, glikoproteinler arasında önemli yapısal çeşitliliğe yol açar. Üç boyutlu yapı açısından, 

glikoproteinler, glikosile edilmemiş proteinlere benzer şekilde alfa sarmalları, beta yaprakları ve rastgele sarmallar 

dahil olmak üzere çeşitli konformasyonlarda bulunabilir. Bağlı glikanlar, protein yüzeyinden uzağa uzanarak 

protein-protein etkileşimlerini, antijeniteyi ve çözünürlüğü etkileyebilen bir glikan kalkanı oluşturabilmektedirler 

[21]. 

Glikan karakterizasyonu, bir glikan molekülünün spesifik yapısını ve özelliklerini belirleme sürecini ifade 

eder [22]. Bu bilgi, glikanların biyolojik işlevini anlamanın yanı sıra glikan işlev bozukluğuyla ilgili hastalıklar 

için teşhis araçları ve tedaviler geliştirmek için gereklidir. Glikan karakterizasyon yöntemleri arasında kütle 

spektrometrisi (Mass spectrometry / MS), nükleer manyetik rezonans (Nuclear magnetic resonance / NMR) 

spektroskopisi, kapiler elektroforez ve kromatografi yer alır. Bu yaklaşımlara ek olarak, glikan karakterizasyonu 

için glikan mikrodizileri, enzimatik yöntemler ve glikan etiketlemesi kullanılır. Araştırmacılar, çeşitli yaklaşımları 

birleştirerek, bir glikan molekülünün benzersiz yapısı ve özelliklerinin yanı sıra biyolojik sistemlerdeki diğer 

biyomoleküllerle nasıl etkileşime girdiği hakkında kapsamlı bir bilgi edinebilirler. Bu bilgi, glikanlarla ilgili 

hastalıklar için yeni tanı araçları ve tedaviler geliştirmede kullanılabilir. 

A. Glikan Analiz Aşamaları 

Glikan analizi ve karakterizasyonu, glikanların yapısını ve biyolojik işlevlerini anlamak için kritik öneme 

sahip olan bir dizi teknik ve metodolojiyi kapsayan bir disiplindir. Glikanlar, hücre-yüzey reseptörleri, hücre 

adezyonu, enfeksiyon ve inflamasyon gibi birçok biyolojik süreçte önemli rol oynarlar [23]. Bu nedenle, 

glikanların analizi ve karakterizasyonu, hastalıkların tanısı, progresyonu ve tedavisi için kritik öneme sahiptir. Bu 

bölümde, glikan analizinde uygulanan tipik bir iş akışı anlatılacaktır. Bu iş akışı, numune hazırlığı, analitik yöntem 

seçimi, glikan ayrımı, glikan analizi, veri yorumlama/doğrulama ve karakterizasyon aşamalarından oluşmaktadır 

(Şekil 1).  

 

Şekil 1.  Glikan analiz aşamalarının şematik bir gösterimi 

B. Glikan Örneklerinin Analiz Hazırlığı 

Numune hazırlama, ekstrakte edilen glikanların kalitesini ve güvenilirliğini önemli ölçüde etkileyen, 

glikan analizinde kritik ve karmaşık bir adımdır. Numune hazırlama tekniklerinin seçimi, biyolojik matrisin 
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doğasına ve gerçekleştirilen spesifik glikan analizine bağlıdır. Glikoprotein analizi için ilk adım, proteinlerin 

biyolojik numuneden çıkarılmasını içerir. Bu, çökeltme, diyaliz veya santrifüjleme gibi çeşitli yöntemlerle elde 

edilebilir. Bu teknikler, karışan maddelerin çıkarılmasına ve ilgilenilen glikoproteinlerin izole edilmesine yardımcı 

olur. 

Proteinler ekstrakte edildikten sonra, glikanları protein omurgasından serbest bırakmak için yaygın olarak 

enzimatik sindirim kullanılır [24]. PNGase F veya Endo H gibi enzimler, sırasıyla glikan ve protein arasındaki N-

glikan veya O-glikan bağlantısını ayırmak için kullanılır [25]. Bu adım, daha fazla analiz için glikanların serbest 

bırakılmasına izin verir. Bazı durumlarda, salınan glikanları numunede bulunan diğer bileşenlerden izole etmek 

için ek ayırma teknikleri gereklidir. Örneğin katı faz ekstraksiyonu (Solid phase extraction / SPE), glikanları 

proteinlerden ve diğer kontaminantlardan ayırarak karışımdan seçici olarak bağlamak ve ayrıştırmak için 

kullanılabilir [26]. İyon değiştirme kromatografisi [27] veya boyut dışlama kromatografisi [28] gibi kromatografi 

teknikleri de glikanları boyutlarına, yüklerine veya diğer fiziksel özelliklerine göre ayırmak ve saflaştırmak için 

kullanılabilir. 

Alternatif olarak, glikanlar doğrudan dokular, kan veya idrar gibi biyolojik numunelerden ekstrakte 

edilebilir. Asit hidrolizi veya alkali bozunma yöntemleri, glikan yapılarını parçalamak ve bunları numune 

matrisinden serbest bırakmak için yaygın olarak kullanılır [29]. Bununla birlikte, doğrudan ekstraksiyon 

yöntemlerinin genellikle daha fazla saflaştırma ve ayırma adımları gerektiren karmaşık glikan karışımları 

verdiğine dikkat edilmelidir. Belirli durumlarda, ekstrakte edilmiş glikanların türevlendirilmesi, sonraki analitik 

yöntemlerde bunların saptanmasını veya ayrılmasını geliştirmek için gerçekleştirilebilir. Bu, kimyasal etiketler 

veya floresan etiketler ekleyerek glikanların kimyasal veya fiziksel özelliklerini değiştirmeyi içerir [30]. 

Türevlendirme, belirli analitik tekniklerle glikanların duyarlılığını, seçiciliğini ve uyumluluğunu geliştirebilir. 

Genel olarak, glikan analizinde doğru ve tekrarlanabilir sonuçlar elde etmek için uygun numune hazırlama 

tekniklerinin titizlikle seçilmesi çok önemlidir. Seçilen yöntemler, kontaminasyonu veya bozulmayı en aza 

indirirken glikanları biyolojik matristen etkili bir şekilde çıkarmalı ve serbest bırakmalıdır. Uygun numune 

hazırlama, glikanların kalitesini ve bütünlüğünü garanti ederek güvenilir aşağı akış analizleri yapılmasını ve 

yapı/işlevlerinin kapsamlı bir şekilde anlaşılmasını sağlar. 

C. Glikan Ayrımı 

Glikan ayırma teknikleri, glikanların karmaşık bir biyolojik matristen izolasyonuna ve saflaştırılmasına 

izin veren glikan analizinde kritik bir adımdır. Glikanlar, biyolojik numunelerde farklı glikoformların bir karışımı 

olarak bulunabilir [31]. Doğru bir analiz için bu glikanların uygun bir şekilde ayrılması gereklidir. Glikanların, 

karmaşık bir matristen ayrımı, kromatografi, elektroforez ve MS gibi çeşitli teknikler ile sağlanabilmektedir. 

Kromatografi uygulamaları, glikanları sahip oldukları, boyut, yük ve hidrofobiklik gibi fizikokimyasal 

özelliklerine ayırabildiğinden, glikan ayrımı için yaygın olarak kullanılmaktadır [32]. Literatürde, glikanların 

ayrımı için kullanılmış farklı kromatografi çeşitleri bulunmaktadır. Bunlardan iyon değiştirme kromatografisi 

(Ion-exchange chromatography / IEC) glikanları sahip oldukları yüklerine göre ayırmaktadır [27, 33]. Glikanların 

yükleri, karboksil, sülfat ve fosfat grupları gibi çeşitli fonksiyonel grupların varlığından etkilenir. IEC tekniğinde, 

yüklü fonksiyonel gruplar içeren bir kolon kullanılmaktadır [34]. Glikan karışımı bu kolondan geçirildiğinde, 

karışımın içerisindeki glikanlar sahip oldukları yüklere bağlı olarak kolonun üzerindeki yüklü fonksiyonel gruplar 

ile etkileşime girerler. Bu etkileşimin derecesi, glikanların net yüküne, yapılarına ve mobil fazın sahip olduğu pH 

ve tuz konsantrasyonuna göre değişebilmektedir. Net pozitif yüke sahip glikanlar, negatif yüklü fonksiyonel 

gruplarla, net negatif yüklü glikanlar ise pozitif yüklü fonksiyonel gruplar ile etkileşime girer [35]. Nötür net yüke 

sahip glikanlar ise herhangi bir etkileşime girmeden kolondan geçerler. IEC tekniğinde, mobil fazın pH ve tuz 

konsantrasyonları ayarlanarak, glikanların yüklü fonksiyonel gruplar ile etkileşimi ayarlanabilir ve istenilen glikan 

gruplarının ayrımı sağlanabilir [36]. 

Bir diğer kromatografi tekniği glikanları boyutlarına göre ayırabilen boyut dışlama kromatografisidir 

(Size exclusion chromatography / SEC) [28]. Bu teknikte, belirli boyut aralığına sahip gözenekli jel matris içeren 

bir kolon kullanılır. Karışık glikan örneği bu kolondan geçirilir. Örnek kolon boyunca ilerledikçe, farklı 

boyutlardaki glikanlar jel matrisin gözeneklerine giriş yapar ve çıkış yaparken farklı hızlarda ilerler. Daha büyük 

glikanlar, daha küçük gözeneklere giremez ve bu nedenle kolondan daha önce çıkar, daha küçük glikanlar ise daha 

küçük gözeneklere girebilir ve kolondan çıkış yapmaları daha uzun süre alır. Her glikanın elüsyon hacmi kaydedilir 

ve moleküler ağırlıkları karşısında grafiklenir, bu da örnek içindeki glikanların moleküler ağırlık dağılımının 

belirlenmesini sağlar. SEC'nin bir sınırlaması, moleküler ağırlığın elüsyon hacminden çıkarılmasıdır, bu nedenle 

kolonu kalibre etmek için uygun moleküler ağırlık standartlarının kullanılması önemlidir [28]. Ayrıca, glikanların 

şekli, elüsyon profilini etkileyebilir, bu nedenle SEC sonuçlarını yorumlarken hem glikanların boyutunu hem de 

şeklini dikkate almak önemlidir. 
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Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (High performance liquid chromatography / HPLC), farklı 

bileşenlerin bir karışımdan ayrılması için kullanılan bir tekniktir [37, 38]. HPLC, sıvı fazda bulunan bileşenlerin 

mobil fazda taşınması ve ayrılması prensibine dayanır [39]. HPLC'nin en yaygın kullanılan türü, aşamalı olarak 

değişen polariteye sahip bir sabit faz üzerindeki mobil fazın hareketiyle ayrım sağlayan ters fazlı kromatografidir 

(Reverse-phase chromatography / RPC) [40]. RPC'de, hidrofobik bir malzeme olan C18-bağlanmış silika gibi bir 

sabit faz kullanılır ve glikanlar gibi hidrofilik biyomolekülleri hidrofobisitelerine göre ayırmak için mobil fazda 

organik bir çözücü kullanılır [41]. Glikanlar, kolon üzerine yüklenir ve artan organik çözücü konsantrasyonundaki 

mobil faz gradyanı ile elüe edilirler. Çözücü daha hidrofobik hale geldikçe, daha yüksek hidrofobisitesi olan 

glikanlar sabit faza daha güçlü bir şekilde bağlanacak ve daha uzun süre kolonda kalacaklardır. Glikanlar daha 

sonra daha güçlü bir çözücü veya daha yüksek oranda organik çözücü kullanılarak kolondan elüe edilebilirler. 

RPC, benzer yapıları olan ancak farklı hidrofobisiteleri olan glikanların ayrımı için kullanışlı bir tekniktir. Mobil 

faz koşullarını değiştirerek, ayırımı optimize etmek ve glikanların yüksek çözünürlüklü ayrımını elde etmek 

mümkündür. Ayırt edilen glikanlar daha sonra kütle spektrometresi gibi çeşitli tekniklerle analiz edilerek yapıları 

ve fonksiyonel grupları tanımlanabilir [42, 43]. Bunun yanında, hidrofilik etkileşim kromatografisi (Hydrophilic 

interaction liquid chromatography / HILIC), glikanların ayrılması için kullanılan bir diğer kromatografi tekniğidir 

[44]. Bu teknik, glikanların hidrofilik özelliklerine dayanır. HILIC'de, bir sıvı kromatografi kolonu kullanılır ve 

kolonda yer alan bir adsorban, yüksek hidrofilikliği olan polar gruplara sahip bir malzemedir [45]. Glikan karışımı, 

polar bir mobil faz içinde kolona enjekte edilir. Mobil faz, suya benzer bir polar çözücü içerir ve genellikle organik 

çözücü ile karıştırılır. Bu sayede hidrofilik etkileşim kolaylaştırılır. Polar glikanlar, yüksek hidrofilikliğe sahip 

olan adsorban üzerindeki hidrofilik gruplarla güçlü bir şekilde etkileşime girer ve kolon içinde yavaş hareket 

ederken daha az polar olanlar daha hızlı hareket eder [46]. HILIC kromatografisi, diğer kromatografi 

yöntemlerinden farklı olarak, sadece şeker moleküllerini değil, aynı zamanda glikoproteinlerin veya glikolipitlerin 

hidrofilik oligosakkaritlerini  de ayrıştırabilir [47]. Bu nedenle, HILIC, diğer kromatografi teknikleri ile birlikte 

kullanıldığında, karmaşık glikan karışımlarını ayrıştırmak için etkili bir yöntem olabilir [44, 48]. 

Son olarak, spesifik glikanların ayrıştırılması için özelleşmiş kromatografik tekniklerde bulunmaktadır. 

Bunlardan biri olan afinite kromatografisi, spesifik moleküllerin, bir katı destek üzerine immobilize edilmiş 

ligandlarla etkileşimlerine dayanarak ayrılması ve saflaştırılması için kullanılan bir tekniktir. Glikanların ayrılması 

için kullanılan afinite kromatografisinde, ligand olarak spesifik şeker bileşenlerine yüksek özgüllükte bağlanabilen 

lektinler sıkça kullanılmaktadır [49]. Afinite kromatografisinde, immobilize edilmiş lektin  içeren bir kolon 

kullanılır ve glikan karışımı sütun üzerinden geçirilir [50]. Lektinin bağlanma bölgesi ile eşleşen spesifik bir şeker 

bileşenine sahip olan glikanlar immobilize edilmiş lektine bağlanırken, diğer glikanlar bağlanmadan kolonun 

içinden geçer [51]. Bağlanan glikanlar daha sonra deney koşulları değiştirilerek (örneğin, pH veya tuz 

konsantrasyonunu) veya rekabetçi bir ligand kullanarak kolondan elüe edilebilir. Afinite kromatografisi, özellikle 

ilgilenilen glikanların belirli bir lektin tarafından tanınabilen benzersiz bir şeker yapısına sahip olduğu durumlarda, 

spesifik glikanların saflaştırılması için güçlü bir teknik olabilir [52]. Her kromatografi yönteminin kendi avantajları 

ve dezavantajları vardır ve yöntemin seçimi, spesifik glikanın özelliklerine bağlıdır. 

Elektroforez, biyomoleküllerin ayrılması için kullanılan diğer bir tekniktir. Bu teknik, moleküllerin yük 

ve büyüklük farklılıklarına göre ayrılmasını sağlar [53]. Glikanların ayırılması için kullanılan elektroforez 

teknikleri arasında poliakrilamid jel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis / PAGE) [54], ve kapiller 

elektroforez (Capillary electrophoresis / CE) [55] yer alır. PAGE, glikanları yük ve büyüklük farklılıklarına göre 

ayırmak için kullanılmaktadır. Glikan numuneleri poliakrilamid jel üzerine yerleştirilir ve ardından elektrik alanı 

uygulanır. Daha küçük ve negatif yüklü glikanlar, jeli daha hızlı geçer. Dolayısıyla farklı glikan yapıları, jeldeki 

göç paternleri ile belirlenebilir. CE ise glikanları dar bir kapillar tüp içinde elektrolitik tampon kullanarak ayrıştırır. 

Glikan örnekleri yüksek çözünürlüklü ayrım elde etmek için sisteme enjekte edilir. Elektrik alanı altında, glikanlar 

tüp içinde yükleri ve büyüklükleri nedeniyle farklı hızlarda hareket ederler. Bu yöntem, özellikle glikoproteinlerde 

bulunan glikanların analizinde yaygın olarak kullanılır ve yüksek çözünürlüklü ayrım sağlama kapasitesi ile öne 

çıkar [56]. Elektroforez teknikleri, glikanların ayrılması için güçlü araçlardır ve farklı glikan yapılarını ayırt etmek 

için kullanılır. Her teknik, belirli uygulamaya ve istenen çözünürlüğe bağlı olarak seçilebilir, ayrıca elektroforez 

farklı teknikler ile birlikte de kullanılabilir [57]. 

Özet olarak, glikan ayrımı, glikanların karmaşık biyolojik matrislerden izolasyonuna ve saflaştırılmasına 

izin veren glikan analizinde çok önemli bir adımdır. Ayırma yönteminin seçimi, spesifik glikan özelliklerine ve 

daha fazla analiz için kullanılan analitik saptama yöntemlerine bağlıdır. Doğru ve kapsamlı glikan analizi, 

glikanların biyolojik işlevinin daha iyi anlaşılmasını, tanısal ve terapötik uygulamaların geliştirilmesini sağlayan 

uygun glikan ayrımına dayanır. 
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Tablo 1. Glikan analizinde kullanılan kromatografi yöntemleri ve teknik özellikleri. 

Kromatografi 

Yöntemi 

Tipik Kolon Dolgu 

Maddeleri 

Temel Ayırma Prensibi Kullanım Alanları  Avantajlar 

Ters Fazlı Sıvı 
Kromatografisi 

(RP-HPLC) 

[37-43] 

C18 (oktadekil silika); 
C8 (oktil silika); C4 

(butil silika) gibi alkil 

zincirli, hidrofobik 
dolgular 

 

Glikanların hidrofobik 
bölgelerine göre 

ayrılması 

- Hidrofobik glikan bölgelerin 
analizi için etkilidir.  

- Protein-glikan etkileşimlerinin 

araştırılmasında kullanılır. 

- Geniş uygulama 
yelpazesi.  

- Kararlı ve tekrarlanabilir 

sonuçlar. 

Hidrofilik 
Etkileşim 

Kromatografi 

(HILIC) 
[45-48] 

Amin/Amid veya diol 
grupları içeren silika 

tabanlı dolgu maddeleri 

(ZIC®-HILIC kolonu, 
BEH-Amid HILIC 

kolonu, HALO® kolonu) 

 

Glikanların hidrofilik 
bölgelerine göre 

ayrılması. 

- Hidrofilik glikan bölgeleri 
analizi için idealdir.  

- Glikan türlerinin belirlenmesi ve 

profilleme için yaygın olarak 
kullanılır. 

 

- Genellikle hızlı analiz 
süreleri.  

- Düşük çözücü tüketimi. 

İyon Değiştirme 

Kromatografisi 

(IEC) 
[27-36] 

İyon değiştirici gruplar 

içeren dolgu maddeleri 

Glikanların yüklü 

bölgelerine göre 

ayrılması. 

- Glikanların yüklü bölgeleri ve 

iyonik bileşenlerin analizi için 

uygundur.  
- Glikan türlerinin 

karakterizasyonu ve 

kuantifikasyonu için kullanılır. 
 

- İyonik özelliklerin hassas 

ayarlanabilir olması.  

- Geniş pH aralığında 
kullanılabilirlik. 

Boyut Dışlama 

Kromatografisi 
(SEC) 

[28] 

Poröz jel türleri 

(sefalozon, agaroz) 

Glikanların boyutlarına 

göre ayrılması. 

- Büyüklük bazlı glikan analizi ve 

karşılaştırmalı profillemelerde 
kullanılır.  

- Glikan varyantlarının 

belirlenmesi ve moleküler ağırlık 
tahmini için kullanışlıdır. 

 

- Basit örnek hazırlığı.  

- Non-denatürant 
koşullarda çalışma. 

Afinite 
Kromatografisi 

[49-52] 

Spesifik bağlama 
ligandları ile kaplı dolgu 

maddeleri (lektinler, 

antikorlar) 

Glikanların özgül 
bağlama etkileşimlerine 

göre ayrılması. 

- Glikan-protein etkileşim analizi 
ve tanımlanması için kullanılır.  

- Yapısal ve fonksiyonel glikan 

analizleri için özgül bir 
yöntemdir. 

- Yüksek özgüllük ve 
seçicilik. 

D. Glikan Analizi: Analitik Teknikler 

Glikan analizi, glikanların birçok biyolojik süreçteki kritik rolü nedeniyle önemli, ilgi uyandıran, hızla 

ilerleyen bir alandır. Glikan analizi için analitik yöntemler, bu karmaşık karbonhidrat moleküllerinin saptanmasını, 

ölçülmesini ve karakterizasyonunu sağlayan çeşitli teknikleri içerecek şekilde gelişmiştir. MS, NMR ve glikan 

dizileri, glikan analizinde sıklıkla kullanılan üç ana analitik yöntemdir. 

MS, karmaşık glikanların analizi için güçlü bir analitik tekniktir [58]. MS, glikanların kütlesi, bileşimi ve 

yapısı hakkında bilgi sağlayarak karmaşık biyolojik numunelerde bunların tanımlanmasını ve miktarının 

belirlenmesini sağlayabilir [59]. Glikan analizinde MS, karmaşık karışımlardaki glikanların saptanmasını ve 

miktarının belirlenmesini sağlamak için kütle etiketleme veya flüoresan etiketleme gibi glikan işaretleme 

teknikleriyle birlikte yaygın olarak kullanılır [60, 61]. MS ayrıca bozulmamış glikanların veya glikopeptidlerin 

analizi için kullanılabilir. Teknik, glikan kalıntısı ve glikosilasyon bölgesi hakkında ayrıntılı yapısal bilgi sağlar 

[62]. Glikanların MS analizi tipik olarak numune hazırlama, ayırma, iyonizasyon ve kütle analizi dahil olmak 

üzere birkaç adımı içerir. Numune hazırlama, glikanların glikoproteinlerden enzimatik salınmasını veya 

kromatografi teknikleri kullanılarak glikanların zenginleştirilmesini içerebilir. Ayırma, sıvı kromatografisi (Liquid 

chromatography / LC) [63] veya CE kullanılarak elde edilebilir; LC, glikan analizinde en yaygın kullanılan 

tekniktir. Ayırma işleminden sonra glikanlar, tipik olarak matris destekli lazer desorpsiyon/iyonlaştırma (Matrix-

assisted laser deposition/ionization / MALDI) [64] veya elektrosprey iyonlaştırma (Electrospray ionization / ESI) 

[65] kullanılarak iyonlaştırılır. MALDI bozulmamış glikanların analizini sağlarken, ESI daha yaygın olarak 

glikopeptidlerin veya glikoproteinlerin analizi için kullanılır. İyonize glikanlar daha sonra uçuş süresi (Time-of-

flight / TOF) [66] veya iyon tuzağı kütle analizörleri kullanılarak gerçekleştirilebilen kütle analizine tabi tutulur. 

Fourier dönüşümü iyon siklotron rezonansı (Fourier-transform ion cyclotron resonance / FT-ICR) veya Orbitrap 

gibi yüksek çözünürlüklü kütle analizörleri daha fazla hassasiyet ve çözünürlük sağlayabilir [67]. MS’in glikan 

tespit limitleri, kullanılan özel teknik, enstrümanın duyarlılığı, örnek hazırlığı ve analiz edilen glikan türüne göre 

değişkenlik gösterir. MS teknikleri, genel olarak glikan analizi için düşük tespit limitleri sunma eğilimindedir. 

MALDI-TOF-MS, ESI-MS ve LC-MS gibi çeşitli MS yöntemleri, genellikle femto- ila pikomol (10-15 ila 10-12 

mol) aralığındaki glikan tespit limitlerine sahiptir. Ancak bu hassas sınırlar, iyonizasyon verimliliği, enstrüman 

çözünürlüğü ve örnek matrisinin karmaşıklığı gibi faktörlere bağlı olarak farklılık gösterebilir [68]. Elde edilen 

MS verileri, glikanların tanımlanmasını, ölçülmesini ve karakterizasyonunu sağlayan GlycoWorkbench [69] veya 

SimGlycan [70] gibi özel yazılım araçları kullanılarak analiz edilebilir. Glikanların karmaşık doğası yanlış pozitif 

veya yanlış negatif verilerin oluşmasına yol açabileceğinden, MS tabanlı glikan analizinde veri doğrulama ve kalite 
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kontrolü kritik öneme sahiptir[71]. Bu nedenle, verilerin doğruluğunu ve güvenilirliğini sağlamak için sıkı bir 

şekilde doğrulama ve kalite kontrol prosedürleri kullanılmalıdır [72]. 

Glikan analizi için kullanılan tekniklerden bir diğeride NMR spektroskopisidir [73, 74]. NMR 

spektroskopisi, çözelti içindeki moleküllerin yapısal ve dinamik özellikleri hakkında bilgi sağlayabilen güçlü bir 

analitik tekniktir. NMR spektroskopisinin glikan tespit limitleri, kullanılan özel NMR tekniği, enstrüman 

duyarlılığı, örnek hazırlığı ve analiz edilen glikan türüne bağlı olarak değişebilir. Genel olarak, NMR, glikan 

analizi için nispeten orta düzeyde veya düşük tespit limitleri sunar. NMR teknikleri ile glikan türlerini tespit etmede 

genellikle en az nanomol (10-9 mol) seviyesinde glikan örneği gereklidir. Ancak bazı araştırmalarda gerekli 

optimizasyon işlemleri sonrasında 15 pikomol seviyelerinde bir glikan miktarının NMR analizi için yeterli 

olabileceği gösterilmiştir [75].  Tespit limitleri, sinyal-gürültü oranı, örnek saflığı ve örnekteki diğer bileşiklerin 

varlığı gibi faktörlerden etkilenir. NMR, bazı MS teknikleri kadar hassas olmasa da, glikan moleküllerinin 

bağlantıları ve konformasyonları konusunda değerli yapısal bilgiler sunar [76]. Glikan analizi bağlamında, NMR 

spektroskopisi glikanların bileşimini, bağlantısını ve konformasyonunu belirleme konusunda bilgi sağlayabilir. Bir 

glikanın NMR spektrumu, moleküldeki farklı atomlara karşılık gelen bir dizi rezonans içerir. Bu rezonansların 

kimyasal kaymaları, hangi atom türlerinin ve kimyasal çevrelerinin mevcut olduğunu belirlemek için kullanılabilir. 

Örneğin, bir glikan kalıntısının anomerik karbonu genellikle karakteristik bir kimyasal kayma noktasında 

rezonansa girer ve bu, şeker kalıntısının kimliğini belirlemek için kullanılabilir [77]. Kimyasal kaymaların yanı 

sıra, glikanda çekirdekler arasındaki bağlar, şeker kalıntıları arasındaki bağlantıyı belirlemede bilgi sağlayabilir. 

Örnek olarak, anomerik karbon ve glikozidik bağın yanındaki proton arasındaki etkileşim, bağlantının α veya β 

konfigürasyonunu belirlemek için kullanılabilir [78]. NMR spektroskopisi ayrıca, glikanların çözeltideki 

konformasyonu hakkında bilgi sağlayabilir [79]. Glikanın konformasyonu, diğer biyomoleküllerle etkileşimlerini 

etkileyebilir ve biyolojik işlevinde rol oynayabilir. NMR spektroskopisi, bağ açılarını yansıtan bağlanma 

sabitlerinin ölçümü yoluyla glikanların konformasyonunu belirleyebilir [80, 81]. Bu bilgi, glikanların bağışıklık 

yanıtları, hücre yüzey tanımlaması ve diğer biyolojik işlevleri üzerindeki etkilerini anlamamıza yardımcı olabilir. 

Ancak, NMR spektroskopisi glikan analizi için tek başına yeterli değildir [75]. Glikanların yapısının tam olarak 

belirlenmesi için genellikle diğer tamamlayıcı tekniklerle birlikte kullanılmalıdır. 

Glikan mikrodizileri, çoklu glikan-protein etkileşimlerinin yüksek verimli taranmasına izin veren glikan 

analizi için güçlü bir araçtır [82]. Glikan mikrodizileri, esas olarak, yüksek yoğunluklu bir dizi biçiminde 

hareketsizleştirilmiş glikanların bir koleksiyonudur ve araştırmacıların, birden fazla glikanın bağlanma 

özelliklerini biyolojik olarak ilgili, fakat, farklı numunelerle aynı anda test etmelerine olanak tanır. Bir glikan 

mikrodizisi oluşturma işlemi, çok sayıda farklı glikanın bir cam slayt veya bir mikrotitre plakası gibi katı bir destek 

üzerine sabitlenmesini içerir. Glikanlar, glikan-protein etkileşimlerinin verimli ve sistematik olarak taranmasına 

izin verecek şekilde uzamsal olarak adreslenebilir bir şekilde düzenlenir [83]. Glikanlar mikrodizi üzerinde 

hareketsiz hale getirildikten sonra, glikanlarla etkileşimleri için farklı biyolojik numuneler test edilebilir. Örneğin, 

floresan etiketli proteinler veya antikorlar, hareketsizleştirilmiş glikanların bağlanma özelliklerini ve etkileşim 

güçlerini araştırmak için kullanılabilir [84]. Hareketsizleştirilmiş glikanlar ve numuneler arasındaki etkileşimler, 

floresan tespiti [85] veya yüzey plazmon rezonansı gibi çeşitli teknikler kullanılarak tespit edilebilir ve ölçülebilir 

[86, 87]. Glikan mikrodizileri, glikan analizi için çeşitli avantajlar sunar [88]. İlk olarak, çoklu glikan-protein 

etkileşimlerinin aynı anda yüksek verimli taranmasına izin verirler. Bu yüksek verimli yaklaşım, glikan 

bağlanması için çeşitli özelliklere sahip lektinleri veya antikorları incelemek için özellikle değerlidir. İkincisi, 

glikan mikrodizileri, karmaşık ve dinamik glikan-protein etkileşimlerinin sistematik ve tekrarlanabilir şekilde 

incelenmesini sağlar. Araştırmacılar, sabitlenmiş glikanları sistematik olarak değiştirerek, glikan tanıma için 

önemli olan belirli yapısal özellikleri veya motifleri belirleyebilir ve glikan-protein etkileşimlerinin moleküler 

temeli hakkında fikir edinebilir. Ek olarak, glikan mikrodizileri, glikan etkileşimlerini incelemede düşük tespit 

limitleri sağlayan önemli bir araç olarak öne çıkar. Bu teknoloji, genellikle glikanların hedef moleküllerle 

etkileşimlerini nanomolar (10-9 mol) ila pikomolar (10-12 mol) konsantrasyon aralığında tespit edebilir. Tespit 

limitleri, kullanılan yönteminin hassasiyeti, immobilize edilen glikanların kalitesi ve glikan ile hedef molekül 

arasındaki etkileşimler gibi bir dizi faktöre bağlı olarak şekillenir [89]. 

Sonuç olarak, glikan analizi, çeşitli analitik tekniklere dayanan karmaşık bir alandır. MS, NMR 

spektroskopisi ve glikan dizileri, glikan analizinde kullanılan ve her biri glikanların yapısı, işlevi ve etkileşimleri 

hakkında benzersiz bilgiler sağlayan ana yöntemlerdendir. Yeni analitik yöntemlerin sürekli gelişimi, bu karmaşık 

karbonhidrat moleküllerinin tespiti ve bunların biyoloji ve hastalıktaki rolleri hakkındaki anlayışımızı ilerletmek 

içi önemlidir. 

E. Glikan Etiketleme 

Glikan işaretleme teknikleri, kompleks karbonhidrat moleküllerinin tanımlanması, miktarlarının 

belirlenmesi ve karakterizasyonu için kullanılan araçlardır [30]. Bu teknikler, glikanların biyolojik fonksiyonları 

ve hastalıkta oynadıkları roller hakkında bilgiler sağlayarak, glikan analizinde önemli bir yer tutarlar. Florasan 
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işaretleme, kütle etiketi işaretlemesi, hidrazit işaretleme, klik kimyasal işaretleme ve enzimatik işaretleme gibi 

birkaç yaygın kullanılan glikan işaretleme tekniği vardır.  

Floresan etiketleme, glikanların gerçek zamanlı tespitini sağlama kabiliyeti nedeniyle glikan analizi için 

yaygın olarak kullanılmaktadır [90]. Teknik, floresan boyaların glikanlara bağlanmasını içerir ve böylece 

glikanların görselleştirilmesine ve miktarının belirlenmesine olanak tanır. İşaretleme işlemi tipik olarak glikanların 

sodyum borohidrit gibi bir indirgeyici madde ile indirgenmesini ve ardından indirgeyici ucun bir floresan boya ile 

etiketlenmesini içerir. Floresan boyalardan, 2-aminobenzamid (2-AB) ve 2-aminobenzoik asit (2-AA) glikan 

etiketleme için yaygın olarak kullanılan floresan boyalardandır [91]. Floresan etiketli glikanlar, CE, HPLC ve MS 

dahil olmak üzere çeşitli yöntemler kullanılarak analiz edilebilir [92]. Bu teknik, kısa sürede birden çok numunenin 

analizini mümkün kıldığından, özellikle yüksek verimli uygulamalar için kullanışlıdır. Floresan etiketleme aynı 

zamanda mikroplaka okuyucular, floresan mikroskoplar ve akış sitometreleri gibi çeşitli tespit sistemleriyle de 

uyumludur [93]. Avantajlarına rağmen, floresan etiketlemenin, floresan boyanın söndürülmesi (Quenching effects) 

veya  floresan yoğunluğunun kalıcı olarak azalması (Photobleaching) da dahil olmak üzere bazı sınırlamaları 

vardır, bu da duyarlılığın azalmasına ve arka plan gürültüsünün artmasına neden olabilir [94, 95]. Etiketleme 

koşullarının dikkatli optimizasyonu ve flüoresan boya seçimi, sınırlamaları en aza indirmeye ve tekniğin 

hassasiyetini ve özgüllüğünü en üst düzeye çıkarmaya yardımcı olabilir [96]. 

Kütle etiketleme, kararlı izotopların veya kütleye özgü etiketlerin, MS kullanılarak tanımlanması ve 

miktarının belirlenmesi için glikanlara eklenmesini içeren bir glikan etiketleme tekniğidir [97, 98]. Bu teknikte 

glikanlara, kararlı izotopların veya kütle etiketlerinin dahil edilmesi için enzimatik veya kimyasal modifiye 

işlemleri uygulanır. Etiketli glikanlar daha sonra, kütle/yük oranlarına göre etiketli glikanları tespit 

edebilen/ölçebilen MS ile analiz edilebilir. Kütle etiketi ekleme yöntemleri arasında, izotop kodlu afinite etiketleri 

(Isotope-coded affinity tag / ICAT), hücre kültüründe amino asitlerle kararlı izotop etiketleme (Stable isotope 

labeling using amino acids in cell culture / SILAC) ve tandem kütle etiketleri (Tandem mass tag / TMT) gibi farklı 

seçenekler bulunmaktadır [99, 100]. Kütle etiketleme, oldukça hassas ve spesifik bir glikan etiketleme yöntemidir 

ve bu, onu düşük miktarlardaki glikanların kantitatif olarak tanımlanması için ideal kılar. Bununla birlikte, teknik 

zaman alıcı olabilir ve özel ekipman gerektirir. Yeni kütle etiketleme yöntemlerinin geliştirilmesi, glikan analizi 

için mevcut araç yelpazesini genişletmeye olanak sağlayarak, karmaşık karbonhidrat moleküllerinin incelenmesini 

kolaylaştırabilir. 

Hidrazid etiketleme, glikan indirgeme uçlarının hidrazid grupları ile türetilmesini içeren seçici bir glikan 

etiketleme tekniğidir [101]. Bu teknik, glikan içeren peptitlerin seçici analizine izin verdiği için glikoproteomik 

uygulamalarında özellikle yararlıdır [102]. Hidrazid etiketleme işlemi birkaç adım içerir. İlk olarak glikanlar, 

indirgeyici uçlarda aldehit grupları oluşturmak için sodyum periyodat gibi hafif bir oksitleyici ile oksitlenir. 

Oksitlenmiş glikanlar daha sonra hafif koşullar altında hidrazid bileşikleri, tipik olarak hidrazid işlevselleştirilmiş 

boncuklar veya katı destekler ile reaksiyona sokulur. Hidrazid grupları, aldehit grupları ile reaksiyona girerek 

kararlı hidrazin bağları oluşturur [103]. Hidrazid etiketleme, karmaşık biyolojik numunelerden glikan içeren 

peptitlerin seçici olarak yakalanmasını sağlar. İşaretleme reaksiyonundan sonra, glikan etiketli peptitler hidrazid 

işlevli katı desteğe bağlı kalırken, bağlanmamış peptidler ve kontaminantlar yıkanarak çıkarılabilir. Bağlı peptitler 

daha sonra LC ve MS gibi teknikler kullanılarak ayrıştırılabilir ve analiz edilebilir [104]. Hidrazid etiketlemenin 

bir avantajı, göreceli basitliği ve çok yönlü olmasıdır [105]. Özel ekipman gerektirmez ve piyasada bulunan 

hidrazid işlevli malzemelerle gerçekleştirilebilir. Ayrıca teknik, glikan içeren peptidlerin seçici analizine izin 

vererek glikoprotein bileşimi ve glikosilasyon modelleri hakkında değerli bilgiler sağlar. Bununla birlikte, hidrazid 

etiketlemesinin de bazı sınırlamaları vardır. Hidrazid reaktifleri ve diğer karbonil içeren moleküller arasında 

spesifik olmayan çapraz reaksiyonlar meydana gelebilir ve bu da hedef dışı etiketlemeye yol açar [30]. Bu 

istenmeyen etiketlemeyi en aza indirmek için işaretleme koşullarının dikkatli bir şekilde iyileştirilmesi ve uygun 

kontrollerin kullanılması gereklidir. Ayrıca, etiketleme reaksiyonunun verimliliği glikan yapısına ve reaksiyon 

koşullarına bağlı olarak değişebilir ve bu da farklı glikanlar için özel optimizasyon gerektirir. 

Klik kimyasal etiketleme, oldukça spesifik ve etkili bir glikan etiketleme yöntemidir [106]. Teknik, 

glikanları bir florofor veya başka bir saptanabilir grupla seçici olarak etiketleyen biyoortogonal reaksiyonların 

kullanımını içerir. Klik kimya reaksiyonu, kararlı bir triazol bağı oluşturmak üzere bir bakır katalizörün 

mevcudiyetinde birbirleriyle reaksiyona giren azitle ve alkinle modifiye edilmiş iki farklı molekülün kullanımını 

içerir [107]. Azit ve alkin grupları, kimyasal veya enzimatik modifikasyon yoluyla glikanlara dahil edilir ve 

karmaşık karışımlar içindeki spesifik glikanların etiketlenmesini sağlar [108]. Teknik aynı zamanda hızlı bir 

şekilde gerçekleştirilebilir, bu da onu yüksek verimli uygulamalar için kullanışlı hale getirir. Klik kimyasal 

etiketlemesi, biyolojik numunelerdeki glikanların görselleştirilmesi [109], MS ile glikanların tanımlanması ve 

miktarının belirlenmesi, ayrıca terapötik amaçlar için glikanların modifikasyonu dahil olmak üzere çok çeşitli 

uygulamalar için kullanılabilir [110]. Bu tekniğin bir avantajı, kantitatif etiketleme için yüksek verimliliğidir. 

Ayrıca, reaksiyon seçicidir ve işaretli glikanların biyolojik aktivitesini koruyarak hafif koşullar altında 

gerçekleştirilebilir. Hem in vitro hem de in vivo uygulamalar için uygun olan bu teknik glikanların kendi doğal 
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ortamlarında incelenmesine olanak tanır [111]. Bununla birlikte, teknik, azit ve alkin ile değiştirilmiş glikanların 

kullanımı ve reaksiyon koşullarının optimizasyonu dahil olmak üzere özel reaktifler ve uzmanlık gerektirir. 

Reaksiyon, bakır katalizörü engelleyebilen ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeyici maddelerin ortamdaki varlığından 

etkilenebilir [112]. Bu nedenle, klik kimyasal etiketlemesinin başarısını sağlamak için deneysel koşullara dikkat 

edilmelidir. 

Son olarak, enzimatik etiketleme, glikanlardaki şeker kalıntılarını transfer etmek veya değiştirmek için 

glikosiltransferazların veya glikosidazların kullanımını içeren bir glikan etiketleme tekniğidir [113, 114]. Bu 

teknik oldukça spesifiktir ve analitik veya terapötik amaçlar için spesifik glikanları etiketlemek/glikanları modifiye  

etmek için kullanılabilir [115]. Enzimatik etiketleme, enzimatik transfer ve enzimatik modifikasyon olmak üzere 

iki ana yaklaşımla elde edilebilir [116]. Enzimatik transferde, değiştirilmiş şeker kalıntısını bir glikan yapısına 

aktarmak için glikosiltransferaz enzimi kullanılır. Değiştirilmiş şeker kalıntısı, floresan boya veya biyotin kısım 

gibi saptanabilir bir grupla etiketlenebilir. Glikosiltransferaz enzimi spesifik şeker motiflerini tanır ve modifiye 

edilmiş şeker kalıntısının hedef glikan üzerine transferini katalize ederek etiketli glikan molekülünü oluşturur 

[117]. Enzimatik modifikasyon, belirli şeker bağlantılarını spesifik olarak tanıyan ve parçalayan çeşitli glikozidaz 

enzimleri aracılığıyla gerçekleştirilebilir. Enzimatik modifikasyonda, glikosidaz enzimleri, glikan yapısındaki 

belirli şeker kalıntılarını seçici olarak bölmek için kullanılır [31] ve bu da, parçalanma yerlerine değiştirilmiş şeker 

kalıntılarının eklenmesine izin verir. Modifiye edilmiş şeker kalıntıları, tespit edilebilir bir grupla etiketlenebilir 

veya glikanın fizikokimyasal özelliklerini değiştirmek için modifiye edilebilir. Enzimatik etiketlemenin çeşitli 

avantajları vardır. Karmaşık karışımlar içindeki belirli glikanların seçici olarak etiketlenmesini veya 

değiştirilmesini sağladığından bu teknik oldukça spesifiktir [118]. Enzimatik etiketleme aynı zamanda MS, LC ve 

floresan bazlı algılama teknikleri gibi çeşitli aşağı yönlü analitik yöntemlerle de uyumludur [119, 120]. Bunların 

yanında, enzimatik etiketlemenin bazı sınırlamaları da vardır. İşlem, istenen etiketleme veya modifikasyon 

reaksiyonları için spesifik glikosiltransferaz veya glikosidaz enzimlerinin mevcudiyetini gerektirir. Enzimatik 

reaksiyonların verimliliği, farklı glikanlar ve enzimler için optimizasyon gerektiren substrat özgüllüğü ve 

reaksiyon koşulları gibi faktörlere bağlı olarak da değişebilir. Dahası, enzimatik etiketleme işlemi, diğer etiketleme 

tekniklerine kıyasla çok sayıda adım içerebilir ve daha uzun reaksiyon süreleri gerektirebilir. 

Glikan etiketleme tekniğinin seçimi, araştırmanın hedefleri, glikan örneklerinin doğası ve kullanılan 

analitik yöntemler gibi faktörlere bağlıdır. Glikanların doğru ve güvenilir analizini sağlamak için her tekniğin 

avantajlarını ve sınırlamalarını dikkate almak önemlidir. 

 

Şekil 2.  Genel bir glikan analizinde izlenecek aşamaların şematik bir gösterimi. GAG: Glikozaminoglikan; GPI: Glikosilfosfatidilinositol. 

F. Glikan Analiz Verilerinin İşlenmesi ve Doğrulanması 

Glikan analizinde veri işleme ve doğrulama, analitik tekniklerden elde edilen büyük miktadaki ham glikan 

verilerinin doğruluğunu ve güvenilirliğini sağlamada oldukça önemlidir [121-125]. Bu süreçler, ham verileri 

önceden işlemek, analitik yöntemleri doğrulamak ve verilerin kalitesini değerlendirmek için çeşitli adımları içerir. 

Glikan analizinde veri işleme aşaması, veri temizleme, normalleştirme, hizalama ve özellik çıkarma da dahil olmak 

üzere birkaç adımı kapsar. Veri temizleme, veri kalitesini iyileştirmek için ham verilerden gürültü, yapaylık veya 

aykırı değerlerin çıkarılmasını içerir [126]. Numune hazırlama veya cihaz tepkisindeki farklılıklar gibi teknik 

varyasyonları hesaba katmak için normalizasyon gerçekleştirilir ve verilerin farklı numuneler veya deneyler 

arasında karşılaştırılabilmesi sağlanır [127]. Hizalama, ortak glikan yapılarının doğru bir şekilde 

karşılaştırılmasına ve tanımlanmasına izin vererek, farklı veri kümelerindeki bantları veya özellikleri hizalamada 
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çok önemlidir [128]. Özellik çıkarımı ise, MS veya kromatografi gibi çeşitli analitik teknikler kullanılarak elde 

edilebilen, spesifik glikan bantlarının veya ilgilenilen özelliklerin tanımlanmasını içerir [129, 130]. 

Glikan analizi verilerinin doğrulanması aşaması, kullanılan analitik yöntemlerin doğruluğunun, 

kesinliğinin, özgüllüğünün ve duyarlılığının değerlendirilmesine dayanır [131]. Analizden elde edilen verilerin 

güvenilir olmasını ve dolayısıyla gerçek glikan bileşiminin temsilini sağlar. Doğrulama, uygun kontrollerin, 

standartların ve kalite kontrol önlemlerinin kullanımı ile sağlanmaktadır. Validasyon ayrıca doğrusallık, doğruluk, 

kesinlik ve sağlamlık gibi faktörleri göz önünde bulundurur [132]. Örneğin, glikan analizi sonuçları, referans 

standartlarla veya bilinen numunelerle karşılaştırarak doğrulanabilir [133, 134]. Kesinlik, kullanılan analitik 

yöntemin tekrarlanabilirliği ve yeniden üretilebilirliği ölçülerek değerlendirilebilir. Spesifiklik, yöntemin yalnızca 

hedef glikanları tespit ettiği ve karışan maddeleri ayıklama durumu kesinleştirilerek doğrulanabilir. Duyarlılık ise, 

analitik yöntemin tespit limiti ve kantitasyonu belirlenerek değerlendirilebilir. Analitik yöntemin zaman içindeki 

performansını izlemek, tutarlı ve doğru sonuçlar sağlamak için kalite kontrol numuneleri ve tekrarlı analizler ile 

mümkün olabilmektedir [135]. 

İşleme, doğrulama ve düzeltmeye ek olarak glikan analizi, verilerden anlamlı içgörüler elde etmek için 

uygun istatistiksel yöntemlerin uygulanmasını da gerektirir. Bu yöntemler, çok değişkenli analiz [136], kümeleme 

(Cluster analysis / CA) [137], temel bileşen analizi (Principal component analysis / PCA) [138] ve makine 

öğrenimi algoritmalarını [139, 140] içerebilir. Genel olarak, glikan analizi, sonuçların doğruluğunu, güvenilirliğini 

ve tekrarlanabilirliğini sağlamak için veri işleme, doğrulama ve düzeltmeye yönelik sistematik ve titiz bir yaklaşım 

gerektirir. Uygun yöntemlerin kullanılması, temel araştırma, teşhis ve terapötik geliştirmede glikan analizi 

verilerinin yorumlanmasını ve uygulanmasını daha da geliştirebilir. 

III. UYGULAMA ALANLARI VE SONUÇ 

Son yıllarda, glikan analiz teknikleri, temel biyoloji, klinik teşhis ve biyofarmasötik geliştirme dahil 

olmak üzere çeşitli araştırma alanlarında vazgeçilmez bir araç haline gelmiştir. Hücrelerin ve proteinlerin 

yüzeylerini kaplayan karmaşık karbonhidratlar olan glikanların incelenmesi, ve bunların biyolojik süreçteki sayısız 

önemli rolleri, bu alana olan ilgiyi artırmaktadır. Yukarıda ayrıntıları açıklanan, MS ve kromatografi gibi gelişmiş 

tekniklerin kullanılması sayesinde, araştırmacılar glikanların karmaşık yapısını ve bileşimini benzeri görülmemiş 

bir hassasiyet ve ayrıntıyla inceleyebilme fırsatı bulmaktadırlar. 

Temel araştırmalarda glikan analiz teknikleri, glikanların biyolojik sistemlerdeki işlevlerini ve rollerini 

araştırmak için yeni yollar açmıştır. Araştırmacılar, glikan bileşimindeki değişiklikleri tanımlayarak ve ölçerek, 

hastalıkların altında yatan moleküler mekanizmaları çözebilmekte ve glikanların biyolojik önemi hakkında daha 

derin bir anlayış kazanabilmektedirler [141]. Dahası, glikanlar ve lektinler arasındaki etkileşimlerin araştırılmasını 

sağlayan lektin bazlı analizler, hücre sinyali ve bağışıklık tepkileri gibi hücresel süreçlerin incelenmesinde de 

temel araçlar haline gelmiştir [142, 143]. 

Glikan analiz tekniklerinin klinik uygulamaları da geniştir [144]. Bu analiz tekniklerinin kullanımı, 

hastalık tespiti ve prognoz için gelecek vaad etmektedir. Kanser ve otoimmün bozukluklar dahil olmak üzere çok 

sayıda hastalıkta glikan yapısı ve bileşiminde belirli değişiklikler gözlemlenmiştir ve bu değişiklikler potansiyel 

biyobelirteçler olarak kullanılabilir [145, 146]. Araştırmacılar, biyosıvılardaki veya dokulardaki glikan modellerini 

analiz ederek erken teşhis [147, 148], hastalık izleme ve kişiselleştirilmiş tıp [149] gibi alanlarda glikan bazlı 

biyobelirteçlerin belirlenmesine katkı sağlamaktadırlar [150]. 

Öte yandan, biyofarmasötik geliştirme alanında, terapötik proteinlerin kalitesini, etkinliğini ve 

güvenliğini sağlamak için glikan analiz teknikleri kullanılmaktadır [151]. Çok önemli bir post-translasyonel 

modifikasyon olan glikosilasyon, terapötik proteinlerin fonksiyonelliği ve farmakokinetiğinde çok önemli bir rol 

oynar [152]. Çeşitli glikan analiz teknikleri, bu proteinlerin glikosilasyon profilini izlemek ve optimize etmek için 

üretim süreci boyunca kullanılmaktadır. Ayrıca, glikan analiz teknikleri, terapötik protein etkinliğini arttırmak ve 

immünojenisiteyi azaltmak için glikosilasyon modellerini değiştirmeyi hedefleyen glikomühendislik alanında 

yaygın olarak kullanılmaktadır [153-155].  

Sonuç olarak, glikan analiz teknikleri, glikobiyoloji biliminin ilerlemesinde çok önemli bir rol oynamakta, 

temel araştırma, klinik teşhis ve biyofarmasötik geliştirme dahil olmak üzere birçok alanda karbonhidratların 

biyolojik fonksiyonlarına ilişkin içgörüler sağlamaktadır. Teknolojideki gelişmelerle birlikte, glikanların yüksek 

verimli ve yüksek çözünürlüklü analizini mümkün kılan çok sayıda teknik geliştirilmiştir (Tablo 2). Her tekniğin 

avantajları ve sınırlamaları olmakla birlikte, glikan analizinde tekniğin seçimi araştırma sorusuna, örneğin 

karmaşıklığına ve mevcut kaynaklara bağlıdır. Tekniklerin sürekli geliştirilmesi ve iyileştirilmesiyle, glikan 

analizleri ile daha fazla bilgi elde etmek mümkün olacak; bu da sağlık ve tıp alanında yenilikçi gelişmeler için 

büyük fırsatlar sunacaktır.  
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Tablo 2. Glikan analizinde kullanılan birleştirilmiş teknikler. 

Birleştirilmiş 

Analitik 

Teknikler 

Avantajları Dezavantajları Kullanım Alanları 

MALDI-TOF 

MS  

[22, 156, 157] 

-Glikan kütlelerinin ve kompozisyonlarının 

hassas belirlenmesini sağlar. 

-Yüksek verimli glikan profillemesi için 
hızlı analiz imkanı sunar. 

-Genellikle basit örnek hazırlığı gerektirir. 

-Düşük yoğunluktaki glikan türlerini tespit 
etme yeteneğine sahiptir. 

-Glikan kütleleri, kompozisyonları ve 

dallanma desenleri hakkında bilgi sağlar. 
 

-Matris bileşenleri glikan sinyallerini 

etkileyebilir, tekrarlanabilirliği 

etkileyebilir. 
-Karmaşık örneklerde örtüşen sinyaller 

yorumu zorlaştırabilir. 

-Birlikte iyonlaşan bileşenler glikan 
sinyallerini baskılayabilir, 

niceliklendirmeyi etkileyebilir. 

-Büyük glikan yapılarını etkin bir 
şekilde iyonlaştıramayabilir, tespit 

hassasiyetini azaltabilir. 

 

-Nötr oligosakkaritler için 

oldukça uygun 

-Uygun matrisle birlikte 
negatif yüklü glikanlar için 

de kullanılabilir. 

LC-ESI-MS  

[158, 159] 

-Sıvı kromatografiyi ESI-MS ile 

birleştirerek glikan karışımlarını yüksek 

çözünürlükle ayırma olanağı sunar. 
-Düşük yoğunluğa sahip glikan türlerinin 

tespiti için yüksek hassasiyet sunar. 

-Glikan kompozisyonları, dallanma 
desenleri ve izomerik formlar hakkında 

detaylı yapısal bilgi sağlar. 

-Farklı glikan boyutları, yükleri ve 
karmaşıklıkları için uygundur, bu da 

yöntemi çok yönlü kılar. 

-Glikan türlerinin nicel analizine imkan 
tanır, göreceli bollukları anlama konusunda 

yardımcı olur. 

 

-Karmaşık glikan örnekleri geniş çaplı 

örnek hazırlığı gerektirebilir. 

-ESI verimliliği farklı glikan türleriyle 
değişebilir. 

-Birlikte iyonlanan bileşenler, glikan 

sinyallerini baskılayabilir ve 
niceliklendirme doğruluğunu 

etkileyebilir. 

-Yöntem, karmaşık enstrümantasyon ve 
uzmanlık gerektirir. 

-Benzer kütle/yük oranları nedeniyle 

glikan izomerleri arasındaki farkı ayırt 
etmek zor olabilir. 

- Analiz süresi MALDI–MS’ten çok 

daha yüksektir. 
 

-Her tür glikan çeşidinin 

saptanmasında 

kullanılabilir. 

CE-ESI-MS  

[160-163] 

- Yüksek ayırma verimliliği ve yüksek 

tespit hassasiyeti nedeniyle LC-ESI-MS’e 
alternatif bir teknik 

- Küçük örnek miktarlarıyla çalışabilme 

yeteneği, sınırlı örneğin kullanılması 
gereken durumlarda avantaj sağlar. 

- CE, pH, tampon bileşimi, polarite ve 

kapiller türüne duyarlıdır. Uygun 
olmayan koşullar, suboptimal sonuçlara 

hatta örneğin kaybına yol açabilir. 

- CE tampon bileşiminin ESI ile 
uyumluğu gereklidir. 

-N ve O-glinkanların 

saptanmasında, 
-Sialik asit ile modifiye 

glikanların analizinde, 

-Heterojen glikan 
yapılarının tespitinde 

kullanılabilir. 

- Glikopeptit düzeyinde 
Fc-glikosilasyonun 

karakterize edilmesi ve 

miktarının belirlenmesi. 
 

RP-HPLC-MS 

[164, 165] 

- Post-translasyonel modifikasyonlar, 

glikan profilleri, terminal varyantlar, dizi 
varyantları ve bozunma ürünleri de dahil 

olmak üzere nitel ve nicel olarak geniş bir 

yapısal bilgi dizisini sağlayabilir. 

- MS iyonizasyon verimliliği, farklı 

glikan türleri arasında farklılık 
gösterebilir. 

- Spesifik glikan sınıfları için RP-HPLC 

koşullarının optimizasyonu zaman alıcı 
olabilir. 

 

-Sialik asit ile modifiye 

edilmiş glikanların analizi 
-N-glikan 

karakterizasyonu 

HILIC-MS  

[166, 167] 

- Glikanlar yüksek derecede hidrofilik 

olduklarından, HILIC-MS, doğal ve 

indirgeyici uç etiketli glikanları analiz 
etmek için en iyi yöntemlerden biri olarak 

kabul edilmektedir. 

-Glikanları izomerik olarak 
ayırabilmektedir. 

-Tipik antikor glikanları için yüksek 

seçiciliğe sahiptir 
-Farklı kolon tipleri kullanılarak analizi 

yapılan glikanlar çeşitlendirilebilir. 

- HILIC-MS, izomerik glikan 

çalışmaları için kullanılmasına rağmen, 

nispeten düşük çözünürlük, karmaşık 
biyolojik numunelerde uygulanmasını 

engellebilmektedir. 

- Benzer polariteye sahip glikanları 
ayırmak zor olabilir. 

-Glikan izomerlerinin 

ayrımı 

-Hidrofilik glikanların 
analizi 
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