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Oz

Glikanlar, ¢esitli biyolojik siireglerde 6dnemli rol oynayan ve saglik ile hastalik {izerinde 6nemli etkileri olan
karmasik karbonhidrat molekiilleri olarak bilinmektedir. Glikanlarin kapsamli bir sekilde analiz edilmesi, gelismis
analitik tekniklerin bir kombinasyonunu gerektirmektedir. Bu derleme, glikan analizinde kullanilan cesitli
tekniklerin, ornekleme hazirhigi, glikan zenginlestirme, glikan salimi, etiketleme, ayristirma ve tespit gibi
adimlariin ayrintilt bir ig akisini sunmaktadir. Her adimin prensipleri, uygulamalari ve avantajlari agiklanarak,
glikan arastirmalarina katkilar1 vurgulanmaktadir. Ayrica, spesifik glikan analiz hedefleri i¢in uygun tekniklerin
se¢iminin 6nemi tizerinde durulmaktadir. Bu is akigi, glikanlarin kapsamli bir anlayigini saglayarak, biyolojik
sistemlerdeki rollerini a¢iga ¢ikarmaya ve yeni terapotik miidahalelerin gelistirilmesine yardimer olmaktadir.

Anahtar Kelimeler- Glikomik, Analitik teknikler, Kiitle spektrometrisi, Svi 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.
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I. GIRIiS

Glikomik, karbonhidratlarin veya glikanlarin biyolojik sistemlerdeki rollerinin incelenmesidir [1].
Glikanlar, hiicre-hiicre etkilesimleri [2], protein katlanmasi [3] ve sinyallesme [4] de dahil olmak iizere bircok
biyolojik siire¢ i¢in O6nemli olan karmasik biyomolekiillerdir. Glikanlar, basit seker {initeleri veya
monosakkaritlerden olugurlar ve dogrusal veya dall1 yapilar olusturmak i¢in birlestirilebilirler. Glikan yapilari son
derece karmasik olabilir. Hiicre tipi, gelisim agamas1 ve hastalik durumu gibi faktorlere bagli olarak glikan yapilar
degisebilir [1].

Biyolojik sistemlerde glikanlarin rollerini anlamak, genis bir hastalik yelpazesinde etkili tedaviler ve
teshis araclart gelistirmek i¢in kritiktir [5]. Glikanlar, timdr biiyiimesi, metastazi, iltihaplanma ve immiin kaginma
gibi hastalik patogenezinin birgok yoniinde rol oynarlar. Anormal glikosilasyon desenleri, meme [6], akciger [7]
ve kolon [8] kanseri de dahil olmak iizere gesitli kanser tiirlerinde tespit edilmistir, ve bu durum daha agresif
hastalik ve kotii prognoz ile iliskilidir. Viriis ve bakterilerin yiizeyindeki glikanlar, bulasicilik ve konak
spesifikliginde rol oynayabilir. Bu nedenle, bu yapilarin anlagilmasi asilarin ve tedavilerin gelistirilmesine de
yardimet olabilir [9].

Glikan temelli tedaviler, kanser ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde umut vaat etmektedir. Ornegin,
kanser hiicrelerindeki belirli glikanlari taniyan antikorlar, bu hiicreleri normal hiicrelere zarar vermeden segici
olarak hedefleyerek yok edilebilir. Ayrica, glikan temelli agilar [10], influenza, HIV ve COVID-19 de dahil olmak
iizere farkli enfeksiydz hastaliklarin dnlenmesi igin gelistirilmistir [11].

Glikomik, bir organizmanin biyolojik sistemlerini anlamak i¢in genomik ve proteomik’e benzer bir amag
tagir. Ancak, glikomik ¢aligmalari, glikosilasyon yoluyla proteinlere ve lipidlere baglanan glikan yapilarina
odaklanmasi agisindan benzersizdir. Dogru bir genomik ve proteomik, sirasiyla DNA ve proteinlerin ¢alismasina
odaklanirken, glikomik ¢aligmalar1 glikan yapilarinin incelenmesine odaklanir. Bilindigi iizere glikosilasyon en
yaygin ve kompleks post-translasyonel protein modifikasyonlarindandir [12]. Proteinlere ek olarak bir¢ok yag
molekiiliide glikosile olabilir [13]. Dahasi, yakin zamanda gosterildigi tizere glikan yapilart RNA molekiiliinede
baglanabilmektedir [14]. Onemli olarak, protein glikosilasyonunda, farkli glikanlarin proteinde ayni baglanma
bolgesine baglanmalari biiyiik oranda bu proteinlerin yapisal ¢esitliligine etki etmektedir. Ayni zamanda bu durum
molekiil fonksiyonunda da degisimlere neden olmaktadir.

Protein glikosilasyonunun en ¢ok ¢alisildigi alanlardan bir tanesi patojenlere karsi miicadelede etkili olan
immunoglobulinlerdir [15]. Yabanci bir antijene baglanmak, immunoglobulinlerin iglevinin yalnizca bir yoniidiir.
Immunoglobulin G (IgG) glikozilasyonunda degisiklik, immunoglobulinlerin farkli reseptdrlere yonlendirilerek
farkli immiin sistem dallarini aktive etme konusunda bir kontrol noktasi olusturur. Antikorlarin sabit bolge alan
(CH2) iginde yer alan fragman kristalizasyonel (Fc) bolgesine bagh glikanlar, Fc reseptorleri ve diger proteinlerle
etkilesime giren ayrilmaz yapisal bir bilesen olarak rol oynarlar [9]. Polipeptit omurgasina farkli bir glikan
baglanmasi, antikorun yapisin1 modiile ederek farkli reseptorlere olan afinitesini degistirir. En iyi bilinen 6rnek,
IgG'nin Fc-y-reseptor IIA'ya baglanmasini zayiflatarak antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteye (Antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity /ADCC) kars1 bir "gilivenlik anahtar1” olarak islev géren g¢ekirdek-fukozun
roliidiir. Antikor-bagimli fagositoz ve siklikla cesitli glikozilasyon 6zelliklerinin etkileyici bir sekilde bagimli
oldugu kompleman aktivasyonu gibi diger etkileyici iglevler de IgG Fc glikozilasyonu tarafindan modiile edilir.
Bu ve benzer nedenlerle, glikozilasyon, farkli terap6tik monoklonal antikorlarin (mAb'ler) gelistirilmesinde temel
bir unsurdur [16].

Proteinin yapisini etkileyen genetik degisikliklerden farkli olarak, glikanlar epigenetik ve ¢evresel etkilere
bagli karmagik bir gen agi tarafindan regiile edilir [17]. Bu durum protein fonksiyonunun dinamik olarak
diizenlenmesine imkan verir. Glikozilasyondaki degisiklikler cesitli hastaliklar ve fizyolojik durumlarda
gozlemlenmistir ve genellikle belirgin semptomlardan 6nce ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler hastaliklarin gelisimine
ve ilerlemesine katkida bulunabilir [18]. Ornegin, yaslanma ile birlikte IgG antikorlarinin glikozilasyon profilinde
anti-enflamatuar bir durumdan pro-enflamatuar bir duruma gegis goriiliir ve bu durum kardiyometabolik ve
enflamatuar hastaliklarin artan riski ile iligkilidir. Glikozilasyon desenlerinin anlasilmasi hastalik mekanizmalarina
dair 6nemli bilgiler sunabilir ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak saglar.

Bu ¢alismanin amaci, protein glikozilasyon analiz tekniklerini agiklamak ve bunlarin temel is akislarini
6zetlemektir. Bu teknikler, protein glikozilasyonunun karmagikligina ve heterojenligine uygun olarak, farkli glikan
yapilar1 ve bilesenlerinin tanimlanmasina olanak tanir. Ancak, glikan analizi, 6zel bilgi ve uzmanlik gerektiren
karmasik ve zorlu bir alandir. Dolayisiyla bu derleme, glikan analizi igin kullanilan ana teknikleri, kiitle
spektrometrisi, sivi kromatografisi ve glikan mikroarray teknolojisi de dahil olmak {izere 6zetlemeyi, bu
tekniklerin avantajlarini, sinirlamalarini ve farkli baglamlarda kullanimlarini tartismay1 amaglamaktadir. Sonug
olarak, calismamiz, glikan analizi tekniklerine kapsamli bir genel bakis saglayarak, arastirmacilarin bu 6nemli
alana erisimini kolaylastirmay1 hedeflemektedir.
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I1. PROTEIN GLIKOZILASYONUNUN YAPISAL ANALIiZi VE KARAKTERIZASYONU

Glikoproteinler, spesifik amino asit kalintilarina kovalent olarak bagli karbonhidrat (glikan) kisimlarina
sahip proteinlerdir [19]. Glikan zincirleri tipik olarak dallidir ve glikoz, mannoz, galaktoz ve sialik asit gibi ¢esitli
monosakkarit birimlerinden olusur. Glikoproteinlerin yapist iki ana bilesene ayrilabilir: protein omurgasi ve bagli
glikanlar. Bir glikoproteinin protein omurgasi, dogrusal bir amino asit dizisinden olusur. Glikanlarin eklendigi
amino asit kalintilar1 tipik olarak asparajin (N-bagli glikosilasyon) veya serin/treonindir (O-bagh glikosilasyon).
N-bagl glikosilasyon, glikan, X'in prolin disinda herhangi bir amino asit olabilecegi konsensiis dizisi Asn-X-
Ser/Thr icindeki bir asparagin kalintisinin yan zincir nitrojen atomuna baglandiginda meydana gelir [20].
Glikoproteinlere bagl glikanlarin uzunlugu, dallanma modeli ve bilesimi degisebilir. Karbohidrat zincirleri, glikan
kesme ve terminal seker kalintilarimin eklenmesi gibi iglemlerle daha da modifiye edilebilir [18]. Bu
modifikasyonlar, glikoproteinler arasinda onemli yapisal cesitlilige yol acar. Ug boyutlu yapi agisindan,
glikoproteinler, glikosile edilmemis proteinlere benzer sekilde alfa sarmallari, beta yapraklari ve rastgele sarmallar
dahil olmak {izere cesitli konformasyonlarda bulunabilir. Bagh glikanlar, protein yiizeyinden uzaga uzanarak
protein-protein etkilesimlerini, antijeniteyi ve ¢oziiniirliigi etkileyebilen bir glikan kalkani olusturabilmektedirler
[21].

Glikan karakterizasyonu, bir glikan molekiiliiniin spesifik yapisini ve 6zelliklerini belirleme siirecini ifade
eder [22]. Bu bilgi, glikanlarin biyolojik iglevini anlamanin yani sira glikan islev bozukluguyla ilgili hastaliklar
icin teshis araclar1 ve tedaviler gelistirmek igin gereklidir. Glikan karakterizasyon yontemleri arasinda kiitle
spektrometrisi (Mass spectrometry / MS), niikleer manyetik rezonans (Nuclear magnetic resonance / NMR)
spektroskopisi, kapiler elektroforez ve kromatografi yer alir. Bu yaklagimlara ek olarak, glikan karakterizasyonu
i¢in glikan mikrodizileri, enzimatik yontemler ve glikan etiketlemesi kullanilir. Arastirmacilar, ¢esitli yaklagimlari
birlestirerek, bir glikan molekiiliiniin benzersiz yapisi ve 6zelliklerinin yani sira biyolojik sistemlerdeki diger
biyomolekiillerle nasil etkilesime girdigi hakkinda kapsamli bir bilgi edinebilirler. Bu bilgi, glikanlarla ilgili
hastaliklar i¢in yeni tan1 araglari ve tedaviler gelistirmede kullanilabilir.

A. Glikan Analiz Asamalar

Glikan analizi ve karakterizasyonu, glikanlarin yapisini ve biyolojik islevlerini anlamak i¢in kritik neme
sahip olan bir dizi teknik ve metodolojiyi kapsayan bir disiplindir. Glikanlar, hiicre-yiizey reseptorleri, hiicre
adezyonu, enfeksiyon ve inflamasyon gibi bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli rol oynarlar [23]. Bu nedenle,
glikanlarin analizi ve karakterizasyonu, hastaliklarin tanisi, progresyonu ve tedavisi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu
boliimde, glikan analizinde uygulanan tipik bir is akisi anlatilacaktir. Bu ig akist, numune hazirlig, analitik yontem
secimi, glikan ayrimi, glikan analizi, veri yorumlama/dogrulama ve karakterizasyon asamalarindan olugmaktadir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Glikan analiz agamalarinin sematik bir gosterimi
B. Glikan Orneklerinin Analiz Hazirlig

Numune hazirlama, ekstrakte edilen glikanlarin kalitesini ve giivenilirligini 6nemli 6lgiide etkileyen,
glikan analizinde kritik ve karmasik bir adimdir. Numune hazirlama tekniklerinin se¢imi, biyolojik matrisin
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dogasina ve gerceklestirilen spesifik glikan analizine baglidir. Glikoprotein analizi igin ilk adim, proteinlerin
biyolojik numuneden ¢ikarilmasini igerir. Bu, ¢dkeltme, diyaliz veya santrifiijleme gibi ¢esitli yontemlerle elde
edilebilir. Bu teknikler, karigan maddelerin ¢ikarilmasina ve ilgilenilen glikoproteinlerin izole edilmesine yardimci
olur.

Proteinler ekstrakte edildikten sonra, glikanlar1 protein omurgasindan serbest birakmak i¢in yaygin olarak
enzimatik sindirim kullanilir [24]. PNGase F veya Endo H gibi enzimler, sirasiyla glikan ve protein arasindaki N-
glikan veya O-glikan baglantisini ayirmak i¢in kullanilir [25]. Bu adim, daha fazla analiz i¢in glikanlarin serbest
birakilmasina izin verir. Baz1 durumlarda, salinan glikanlari numunede bulunan diger bilesenlerden izole etmek
igin ek ayirma teknikleri gereklidir. Ornegin kat1 faz ekstraksiyonu (Solid phase extraction / SPE), glikanlari
proteinlerden ve diger kontaminantlardan ayirarak karisimdan segici olarak baglamak ve ayristirmak igin
kullanilabilir [26]. Iyon degistirme kromatografisi [27] veya boyut dislama kromatografisi [28] gibi kromatografi
teknikleri de glikanlar1 boyutlarina, yiiklerine veya diger fiziksel 6zelliklerine gore ayirmak ve saflagtirmak icin
kullanilabilir.

Alternatif olarak, glikanlar dogrudan dokular, kan veya idrar gibi biyolojik numunelerden ekstrakte
edilebilir. Asit hidrolizi veya alkali bozunma yontemleri, glikan yapilarini par¢alamak ve bunlari numune
matrisinden serbest birakmak i¢in yaygin olarak kullanilir [29]. Bununla birlikte, dogrudan ekstraksiyon
yontemlerinin genellikle daha fazla saflastirma ve ayirma adimlari gerektiren karmagik glikan karigimlari
verdigine dikkat edilmelidir. Belirli durumlarda, ekstrakte edilmis glikanlarin tiirevlendirilmesi, sonraki analitik
yontemlerde bunlarin saptanmasint veya ayrilmasi gelistirmek icin gerceklestirilebilir. Bu, kimyasal etiketler
veya floresan etiketler ekleyerek glikanlarin kimyasal veya fiziksel Ozelliklerini degistirmeyi icerir [30].
Tiirevlendirme, belirli analitik tekniklerle glikanlarin duyarliligini, segiciligini ve uyumlulugunu gelistirebilir.

Genel olarak, glikan analizinde dogru ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in uygun numune hazirlama
tekniklerinin titizlikle se¢ilmesi ¢ok Onemlidir. Segilen yontemler, kontaminasyonu veya bozulmayi en aza
indirirken glikanlar1 biyolojik matristen etkili bir sekilde ¢ikarmali ve serbest birakmalidir. Uygun numune
hazirlama, glikanlarin kalitesini ve biitlinliigiinii garanti ederek giivenilir asag1 akis analizleri yapilmasini ve
yapt/islevlerinin kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglar.

C. Glikan Ayrimui

Glikan ayirma teknikleri, glikanlarin karmagik bir biyolojik matristen izolasyonuna ve saflagtirilmasina
izin veren glikan analizinde kritik bir adimdir. Glikanlar, biyolojik numunelerde farkli glikoformlarin bir karigimi
olarak bulunabilir [31]. Dogru bir analiz i¢in bu glikanlarin uygun bir sekilde ayrilmas: gereklidir. Glikanlarin,
karmasik bir matristen ayrimi, kromatografi, elektroforez ve MS gibi ¢esitli teknikler ile saglanabilmektedir.

Kromatografi uygulamalari, glikanlar1 sahip olduklari, boyut, yiik ve hidrofobiklik gibi fizikokimyasal
ozelliklerine ayrabildiginden, glikan ayrimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [32]. Literatiirde, glikanlarin
ayrimi i¢in kullamilmis farkli kromatografi ¢esitleri bulunmaktadir. Bunlardan iyon degistirme kromatografisi
(lon-exchange chromatography / IEC) glikanlari sahip olduklar yiiklerine gore ayirmaktadir [27, 33]. Glikanlarin
yiikleri, karboksil, siilfat ve fosfat gruplar1 gibi ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligindan etkilenir. IEC tekniginde,
yiiklii fonksiyonel gruplar igeren bir kolon kullanilmaktadir [34]. Glikan karisimi bu kolondan gegcirildiginde,
karisimin igerisindeki glikanlar sahip olduklar: yiiklere bagli olarak kolonun tizerindeki yiiklii fonksiyonel gruplar
ile etkilesime girerler. Bu etkilesimin derecesi, glikanlarin net yiikiine, yapilarina ve mobil fazin sahip oldugu pH
ve tuz konsantrasyonuna gore degisebilmektedir. Net pozitif yiike sahip glikanlar, negatif yiiklii fonksiyonel
gruplarla, net negatif yiiklii glikanlar ise pozitif yiiklii fonksiyonel gruplar ile etkilesime girer [35]. Notiir net yilike
sahip glikanlar ise herhangi bir etkilesime girmeden kolondan gecerler. IEC tekniginde, mobil fazin pH ve tuz
konsantrasyonlar1 ayarlanarak, glikanlarin ytiklii fonksiyonel gruplar ile etkilesimi ayarlanabilir ve istenilen glikan
gruplarinin ayrimi saglanabilir [36].

Bir diger kromatografi teknigi glikanlar1 boyutlarina gore ayirabilen boyut dislama kromatografisidir
(Size exclusion chromatography / SEC) [28]. Bu teknikte, belirli boyut araligina sahip gozenekli jel matris igeren
bir kolon kullanilir. Karisik glikan 6rnegi bu kolondan gegirilir. Ornek kolon boyunca ilerledikge, farkli
boyutlardaki glikanlar jel matrisin gozeneklerine giris yapar ve ¢ikis yaparken farkli hizlarda ilerler. Daha biiyiik
glikanlar, daha kiigiik gbzeneklere giremez ve bu nedenle kolondan daha 6nce ¢ikar, daha kiiciik glikanlar ise daha
kiigiik gozeneklere girebilir ve kolondan ¢ikis yapmalari daha uzun siire alir. Her glikanin eliisyon hacmi kaydedilir
ve molekiiler agirliklar1 karsisinda grafiklenir, bu da ornek icindeki glikanlarin molekiiler agirlik dagiliminin
belirlenmesini saglar. SEC'nin bir sinirlamasi, molekiiler agirligin eliisyon hacminden ¢ikarilmasidir, bu nedenle
kolonu kalibre etmek i¢in uygun molekiiler agirlik standartlarinin kullanilmasi dnemlidir [28]. Ayrica, glikanlarin
sekli, eliisyon profilini etkileyebilir, bu nedenle SEC sonug¢larini yorumlarken hem glikanlarin boyutunu hem de
seklini dikkate almak 6nemlidir.

221



BSEU Fen Bilimleri Dergisi | BSEU Journal of Science, 2024, 11(1): 218-235
B. Tekin, R. Gurbanov

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (High performance liquid chromatography / HPLC), farkh
bilesenlerin bir karisimdan ayrilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir [37, 38]. HPLC, sivi fazda bulunan bilesenlerin
mobil fazda taginmasi ve ayrilmasi prensibine dayanir [39]. HPLC'nin en yaygin kullanilan tiirii, asamali olarak
degisen polariteye sahip bir sabit faz tizerindeki mobil fazin hareketiyle ayrim saglayan ters fazli kromatografidir
(Reverse-phase chromatography / RPC) [40]. RPC'de, hidrofobik bir malzeme olan C18-baglanmus silika gibi bir
sabit faz kullanilir ve glikanlar gibi hidrofilik biyomolekiilleri hidrofobisitelerine gore ayirmak igin mobil fazda
organik bir ¢6ziicii kullanilir [41]. Glikanlar, kolon izerine yiiklenir ve artan organik ¢oziicii konsantrasyonundaki
mobil faz gradyam ile eliie edilirler. Coziicii daha hidrofobik hale geldikce, daha yiiksek hidrofobisitesi olan
glikanlar sabit faza daha giiclii bir sekilde baglanacak ve daha uzun siire kolonda kalacaklardir. Glikanlar daha
sonra daha giiglii bir ¢dziicii veya daha yiiksek oranda organik ¢oziicii kullanilarak kolondan eliie edilebilirler.
RPC, benzer yapilart olan ancak farkli hidrofobisiteleri olan glikanlarin ayrimi i¢in kullanigh bir tekniktir. Mobil
faz kosullarim1 degistirerek, ayirimi optimize etmek ve glikanlarin yiiksek ¢oziiniirlikklii ayrimini elde etmek
miimkiindiir. Ayirt edilen glikanlar daha sonra kiitle spektrometresi gibi ¢esitli tekniklerle analiz edilerek yapilar
ve fonksiyonel gruplari tanimlanabilir [42, 43]. Bunun yaninda, hidrofilik etkilesim kromatografisi (Hydrophilic
interaction liquid chromatography / HILIC), glikanlarin ayrilmasi i¢in kullanilan bir diger kromatografi teknigidir
[44]. Bu teknik, glikanlarin hidrofilik 6zelliklerine dayanir. HILIC'de, bir sivi kromatografi kolonu kullanilir ve
kolonda yer alan bir adsorban, yiiksek hidrofilikligi olan polar gruplara sahip bir malzemedir [45]. Glikan karigimu,
polar bir mobil faz i¢inde kolona enjekte edilir. Mobil faz, suya benzer bir polar ¢oziicii igerir ve genellikle organik
¢oziicii ile karistirilir. Bu sayede hidrofilik etkilesim kolaylastirilir. Polar glikanlar, yiiksek hidrofiliklige sahip
olan adsorban iizerindeki hidrofilik gruplarla giiglii bir sekilde etkilesime girer ve kolon i¢inde yavas hareket
ederken daha az polar olanlar daha hizli hareket eder [46]. HILIC kromatografisi, diger kromatografi
yontemlerinden farkli olarak, sadece seker molekiillerini degil, ayn1 zamanda glikoproteinlerin veya glikolipitlerin
hidrofilik oligosakkaritlerini de ayrigtirabilir [47]. Bu nedenle, HILIC, diger kromatografi teknikleri ile birlikte
kullanildiginda, karmasik glikan karisimlarini ayristirmak igin etkili bir yontem olabilir [44, 48].

Son olarak, spesifik glikanlarin ayristirilmasi i¢in 6zellesmis kromatografik tekniklerde bulunmaktadir.
Bunlardan biri olan afinite kromatografisi, spesifik molekiillerin, bir kat1 destek iizerine immobilize edilmis
ligandlarla etkilesimlerine dayanarak ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir. Glikanlarin ayrilmasi
icin kullanilan afinite kromatografisinde, ligand olarak spesifik seker bilesenlerine yiiksek 6zgiilliikte baglanabilen
lektinler sik¢a kullanilmaktadir [49]. Afinite kromatografisinde, immobilize edilmis lektin igeren bir kolon
kullanilir ve glikan karigimu siitun {izerinden gegirilir [S0]. Lektinin baglanma bdlgesi ile eslesen spesifik bir seker
bilesenine sahip olan glikanlar immobilize edilmis lektine baglanirken, diger glikanlar baglanmadan kolonun
icinden gecer [51]. Baglanan glikanlar daha sonra deney kosullar1 degistirilerek (6rnegin, pH veya tuz
konsantrasyonunu) veya rekabetgi bir ligand kullanarak kolondan eliie edilebilir. Afinite kromatografisi, 6zellikle
ilgilenilen glikanlarin belirli bir lektin tarafindan taninabilen benzersiz bir seker yapisina sahip oldugu durumlarda,
spesifik glikanlarin saflastirilmasi igin giliglii bir teknik olabilir [S2]. Her kromatografi yonteminin kendi avantajlart
ve dezavantajlar1 vardir ve yontemin segimi, spesifik glikanin 6zelliklerine baglidir.

Elektroforez, biyomolekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilan diger bir tekniktir. Bu teknik, molekiillerin yiik
ve biyiiklik farkliliklarina gore ayrilmasini saglar [53]. Glikanlarin ayirilmasi igin kullanilan elektroforez
teknikleri arasinda poliakrilamid jel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis / PAGE) [54], ve kapiller
elektroforez (Capillary electrophoresis / CE) [55] yer alir. PAGE, glikanlar yiik ve biiytiklik farkliliklarina gore
ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Glikan numuneleri poliakrilamid jel iizerine yerlestirilir ve ardindan elektrik alani
uygulanir. Daha kiigiik ve negatif yiiklii glikanlar, jeli daha hizli geger. Dolayisiyla farkli glikan yapilar, jeldeki
g0¢ paternleri ile belirlenebilir. CE ise glikanlar1 dar bir kapillar tiip i¢inde elektrolitik tampon kullanarak ayristirir.
Glikan 6rnekleri yiiksek ¢oziiniirliiklii ayrim elde etmek igin sisteme enjekte edilir. Elektrik alani altinda, glikanlar
tiip iginde ylikleri ve biiyiikliikleri nedeniyle farkli hizlarda hareket ederler. Bu yontem, 6zellikle glikoproteinlerde
bulunan glikanlarin analizinde yaygin olarak kullanilir ve yiiksek ¢oziiniirliikli ayrim saglama kapasitesi ile 6ne
cikar [56]. Elektroforez teknikleri, glikanlarin ayrilmasi igin giiglii araglardir ve farkli glikan yapilarini ayirt etmek
i¢cin kullanilir. Her teknik, belirli uygulamaya ve istenen ¢oziiniirliige bagli olarak segilebilir, ayrica elektroforez
farkli teknikler ile birlikte de kullanilabilir [57].

Ozet olarak, glikan ayrimi, glikanlarin karmagik biyolojik matrislerden izolasyonuna ve saflastiriimasina
izin veren glikan analizinde ¢ok dnemli bir adimdir. Ayirma ydnteminin se¢imi, spesifik glikan dzelliklerine ve
daha fazla analiz i¢in kullanilan analitik saptama yontemlerine baglidir. Dogru ve kapsamli glikan analizi,
glikanlarin biyolojik islevinin daha iyi anlasilmasini, tanisal ve terapdtik uygulamalarin gelistirilmesini saglayan
uygun glikan ayrimina dayanir.
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Tablo 1. Glikan analizinde kullanilan kromatografi yontemleri ve teknik ozellikleri.

Kromatografi Tipik Kolon Dolgu Temel Ayirma Prensibi ~ Kullamim Alanlar: Avantajlar
Yontemi Maddeleri
Ters Fazli Stvi C18 (oktadekil silika); Glikanlarin hidrofobik - Hidrofobik glikan bdlgelerin - Genis uygulama
Kromatografisi C8 (oktil silika); C4 bolgelerine gére analizi i¢in etkilidir. yelpazesi.
(RP-HPLC) (butil silika) gibi alkil ayrilmasi - Protein-glikan etkilegimlerinin - Kararli ve tekrarlanabilir
[37-43] zincirli, hidrofobik arastirilmasinda kullanilir. sonuglar.
dolgular
Hidrofilik Amin/Amid veya diol Glikanlarin hidrofilik - Hidrofilik glikan bélgeleri - Genellikle hizli analiz
Etkilesim gruplari igeren silika bolgelerine gére analizi i¢in idealdir. stireleri.
Kromatografi tabanli dolgu maddeleri ayrilmasi. - Glikan tiirlerinin belirlenmesi ve - Diisiik ¢oziicii tiiketimi.
(HILIC) (ZIC®-HILIC kolonu, profilleme i¢in yaygin olarak
[45-48] BEH-Amid HILIC kullanilir.
kolonu, HALO® kolonu)
fyon Degistirme  Iyon degistirici gruplar Glikanlarin yiikli - Glikanlarn yiiklii bolgeleri ve - fyonik 6zelliklerin hassas
Kromatografisi  igeren dolgu maddeleri bolgelerine gore iyonik bilesenlerin analizi i¢in ayarlanabilir olmasi.
(IEC) ayrilmasi. uygundur. - Genis pH araliginda
[27-36] - Glikan tiirlerinin kullanilabilirlik.
karakterizasyonu ve
kuantifikasyonu i¢in kullanilir.
Boyut Diglama  Pordz jel tiirleri Glikanlarin boyutlarina - Biiytikliik bazli glikan analizi ve - Basit 6rnek hazirligi.
Kromatografisi (sefalozon, agaroz) gore ayrilmast. karsilagtirmali profillemelerde - Non-denatiirant
(SEC) kullanilir. kosullarda ¢aligma.
[28] - Glikan varyantlarinin
belirlenmesi ve molekiiler agirlik
tahmini i¢in kullanighdir.
Afinite Spesifik baglama Glikanlarm 6zgiil - Glikan-protein etkilesim analizi - Yiiksek ozgiilliik ve
Kromatografisi ligandlar ile kapli dolgu ~ baglama etkilesimlerine ve tanimlanmasi i¢in kullanilir. segicilik.
[49-52] maddeleri (lektinler, gore ayrilmast. - Yapisal ve fonksiyonel glikan

antikorlar) analizleri i¢in 6zgiil bir

yontemdir.

D. Glikan Analizi: Analitik Teknikler

Glikan analizi, glikanlarin birgok biyolojik siirecteki kritik rolii nedeniyle dnemli, ilgi uyandiran, hizla
ilerleyen bir alandir. Glikan analizi igin analitik yontemler, bu karmasik karbonhidrat molekiillerinin saptanmasini,
Ol¢iilmesini ve karakterizasyonunu saglayan cesitli teknikleri igerecek sekilde gelismistir. MS, NMR ve glikan
dizileri, glikan analizinde siklikla kullanilan {i¢ ana analitik yontemdir.

MS, karmasik glikanlarin analizi i¢in gii¢lii bir analitik tekniktir [58]. MS, glikanlarin kiitlesi, bilesimi ve
yapist hakkinda bilgi saglayarak karmasik biyolojik numunelerde bunlarin tanimlanmasini ve miktarinin
belirlenmesini saglayabilir [59]. Glikan analizinde MS, karmasik karisimlardaki glikanlarin saptanmasini ve
miktarinin belirlenmesini saglamak i¢in kiitle etiketleme veya fliloresan etiketleme gibi glikan isaretleme
teknikleriyle birlikte yaygin olarak kullanilir [60, 61]. MS ayrica bozulmamis glikanlarin veya glikopeptidlerin
analizi i¢in kullanilabilir. Teknik, glikan kalintis1 ve glikosilasyon bdlgesi hakkinda ayrintili yapisal bilgi saglar
[62]. Glikanlarin MS analizi tipik olarak numune hazirlama, ayirma, iyonizasyon ve kiitle analizi dahil olmak
iizere birka¢ adimm igerir. Numune hazirlama, glikanlarin glikoproteinlerden enzimatik salinmasini veya
kromatografi teknikleri kullanilarak glikanlarin zenginlestirilmesini igerebilir. Ayirma, s1vi kromatografisi (Liquid
chromatography / LC) [63] veya CE kullanilarak elde edilebilir; LC, glikan analizinde en yaygim kullanilan
tekniktir. Ayirma isleminden sonra glikanlar, tipik olarak matris destekli lazer desorpsiyon/iyonlastirma (Matrix-
assisted laser deposition/ionization / MALDI) [64] veya elektrosprey iyonlastirma (Electrospray ionization / ESI)
[65] kullanilarak iyonlastirtlir. MALDI bozulmamus glikanlarin analizini saglarken, ESI daha yaygin olarak
glikopeptidlerin veya glikoproteinlerin analizi igin kullanilir. Iyonize glikanlar daha sonra ugus siiresi (Time-0f-
flight / TOF) [66] veya iyon tuzag kiitle analizorleri kullanilarak gergeklestirilebilen kiitle analizine tabi tutulur.
Fourier doniisiimil iyon siklotron rezonansi (Fourier-transform ion cyclotron resonance / FT-ICR) veya Orbitrap
gibi yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle analizorleri daha fazla hassasiyet ve ¢oziiniirliik saglayabilir [67]. MS’in glikan
tespit limitleri, kullanilan 6zel teknik, enstriimanin duyarliligi, drnek hazirlig1 ve analiz edilen glikan tiiriine gore
degiskenlik gosterir. MS teknikleri, genel olarak glikan analizi i¢in diisiik tespit limitleri sunma egilimindedir.
MALDI-TOF-MS, ESI-MS ve LC-MS gibi ¢esitli MS yontemleri, genellikle femto- ila pikomol (10 ila 102
mol) araligindaki glikan tespit limitlerine sahiptir. Ancak bu hassas sinirlar, iyonizasyon verimliligi, enstriiman
¢oziinlirliigl ve 6rnek matrisinin karmagikligi gibi faktorlere bagh olarak farklilik gosterebilir [68]. Elde edilen
MS verileri, glikanlarin tanimlanmasini, 6l¢iilmesini ve karakterizasyonunu saglayan GlycoWorkbench [69] veya
SimGlycan [70] gibi 6zel yazilim araglar1 kullanilarak analiz edilebilir. Glikanlarin karmagsik dogasi yanlis pozitif
veya yanlis negatif verilerin olusmasina yol agabileceginden, MS tabanli glikan analizinde veri dogrulama ve kalite
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kontrolii kritik dneme sahiptir[71]. Bu nedenle, verilerin dogrulugunu ve giivenilirligini saglamak i¢in siki bir
sekilde dogrulama ve kalite kontrol prosediirleri kullanilmalidir [72].

Glikan analizi i¢in kullanilan tekniklerden bir digeride NMR spektroskopisidir [73, 74]. NMR
spektroskopisi, ¢ozelti igindeki molekiillerin yapisal ve dinamik 6zellikleri hakkinda bilgi saglayabilen gii¢lii bir
analitik tekniktir. NMR spektroskopisinin glikan tespit limitleri, kullanilan 6zel NMR teknigi, enstriiman
duyarlilig1, 6rnek hazirligt ve analiz edilen glikan tiiriine bagl olarak degisebilir. Genel olarak, NMR, glikan
analizi i¢in nispeten orta diizeyde veya diisiik tespit limitleri sunar. NMR teknikleri ile glikan tiirlerini tespit etmede
genellikle en az nanomol (10° mol) seviyesinde glikan drnedi gereklidir. Ancak bazi arastirmalarda gerekli
optimizasyon islemleri sonrasinda 15 pikomol seviyelerinde bir glikan miktarinin NMR analizi i¢in yeterli
olabilecegi gosterilmistir [75]. Tespit limitleri, sinyal-giiriilti orani, 6rnek safligi ve ornekteki diger bilesiklerin
varligi gibi faktorlerden etkilenir. NMR, bazi MS teknikleri kadar hassas olmasa da, glikan molekiillerinin
baglantilar1 ve konformasyonlari konusunda degerli yapisal bilgiler sunar [76]. Glikan analizi baglaminda, NMR
spektroskopisi glikanlarin bilesimini, baglantisini ve konformasyonunu belirleme konusunda bilgi saglayabilir. Bir
glikanin NMR spektrumu, molekiildeki farkli atomlara karsilik gelen bir dizi rezonans igerir. Bu rezonanslarin
kimyasal kaymalar1, hangi atom tiirlerinin ve kimyasal ¢evrelerinin mevcut oldugunu belirlemek i¢in kullanilabilir.
Ornegin, bir glikan kalintisimin anomerik karbonu genellikle karakteristik bir kimyasal kayma noktasinda
rezonansa girer ve bu, seker kalintisinin kimligini belirlemek i¢in kullanilabilir [77]. Kimyasal kaymalarin yani
sira, glikanda cekirdekler arasindaki baglar, seker kalintilar: arasindaki baglantry1 belirlemede bilgi saglayabilir.
Ornek olarak, anomerik karbon ve glikozidik bagin yanindaki proton arasindaki etkilesim, baglantinin o veya B
konfigiirasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir [78]. NMR spektroskopisi ayrica, glikanlarin ¢ozeltideki
konformasyonu hakkinda bilgi saglayabilir [79]. Glikanin konformasyonu, diger biyomolekiillerle etkilesimlerini
etkileyebilir ve biyolojik iglevinde rol oynayabilir. NMR spektroskopisi, bag agilarini yansitan baglanma
sabitlerinin 6l¢limii yoluyla glikanlarin konformasyonunu belirleyebilir [80, 81]. Bu bilgi, glikanlarin bagisiklik
yanitlari, hiicre yiizey tanimlamasi ve diger biyolojik islevleri tizerindeki etkilerini anlamamiza yardimci olabilir.
Ancak, NMR spektroskopisi glikan analizi i¢in tek basina yeterli degildir [75]. Glikanlarin yapisinin tam olarak
belirlenmesi i¢in genellikle diger tamamlayici tekniklerle birlikte kullanilmalidir.

Glikan mikrodizileri, ¢coklu glikan-protein etkilesimlerinin yiiksek verimli taranmasina izin veren glikan
analizi i¢in giiclii bir aractir [82]. Glikan mikrodizileri, esas olarak, yiliksek yogunluklu bir dizi bi¢iminde
hareketsizlestirilmis glikanlarin bir koleksiyonudur ve aragtirmacilarin, birden fazla glikanin baglanma
ozelliklerini biyolojik olarak ilgili, fakat, farkli numunelerle ayni anda test etmelerine olanak tanir. Bir glikan
mikrodizisi olusturma iglemi, ¢ok sayida farkli glikanin bir cam slayt veya bir mikrotitre plakasi gibi kat1 bir destek
iizerine sabitlenmesini igerir. Glikanlar, glikan-protein etkilesimlerinin verimli ve sistematik olarak taranmasina
izin verecek sekilde uzamsal olarak adreslenebilir bir sekilde diizenlenir [83]. Glikanlar mikrodizi iizerinde
hareketsiz hale getirildikten sonra, glikanlarla etkilesimleri i¢in farkli biyolojik numuneler test edilebilir. Ornegin,
floresan etiketli proteinler veya antikorlar, hareketsizlestirilmis glikanlarin baglanma &zelliklerini ve etkilesim
giiclerini arastirmak i¢in kullanilabilir [84]. Hareketsizlestirilmig glikanlar ve numuneler arasindaki etkilesimler,
floresan tespiti [85] veya yiizey plazmon rezonansi gibi ¢esitli teknikler kullanilarak tespit edilebilir ve dl¢iilebilir
[86, 87]. Glikan mikrodizileri, glikan analizi icin cesitli avantajlar sunar [88]. Ilk olarak, ¢oklu glikan-protein
etkilesimlerinin ayni anda yiliksek verimli taranmasina izin verirler. Bu yiiksek verimli yaklasim, glikan
baglanmas: icin cesitli 6zelliklere sahip lektinleri veya antikorlari incelemek icin 6zellikle degerlidir. Ikincisi,
glikan mikrodizileri, karmasik ve dinamik glikan-protein etkilesimlerinin sistematik ve tekrarlanabilir sekilde
incelenmesini saglar. Arastirmacilar, sabitlenmis glikanlar1 sistematik olarak degistirerek, glikan tanima igin
onemli olan belirli yapisal 6zellikleri veya motifleri belirleyebilir ve glikan-protein etkilesimlerinin molekiiler
temeli hakkinda fikir edinebilir. Ek olarak, glikan mikrodizileri, glikan etkilesimlerini incelemede diisiik tespit
limitleri saglayan onemli bir ara¢ olarak one ¢ikar. Bu teknoloji, genellikle glikanlarin hedef molekiillerle
etkilesimlerini nanomolar (10~ mol) ila pikomolar (102 mol) konsantrasyon araliginda tespit edebilir. Tespit
limitleri, kullanilan yénteminin hassasiyeti, immobilize edilen glikanlarin kalitesi ve glikan ile hedef molekiil
arasindaki etkilesimler gibi bir dizi faktore bagli olarak sekillenir [89].

Sonug olarak, glikan analizi, ¢esitli analitik tekniklere dayanan karmasik bir alandir. MS, NMR
spektroskopisi ve glikan dizileri, glikan analizinde kullanilan ve her biri glikanlarin yapisi, islevi ve etkilesimleri
hakkinda benzersiz bilgiler saglayan ana yontemlerdendir. Yeni analitik yontemlerin stirekli gelisimi, bu karmasik
karbonhidrat molekiillerinin tespiti ve bunlarin biyoloji ve hastaliktaki rolleri hakkindaki anlayisimiz ilerletmek
i¢i dnemlidir.

E. Glikan Etiketleme

Glikan isaretleme teknikleri, kompleks karbonhidrat molekiillerinin tanimlanmasi, miktarlarmin
belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in kullanilan araclardir [30]. Bu teknikler, glikanlarin biyolojik fonksiyonlari
ve hastalikta oynadiklar1 roller hakkinda bilgiler saglayarak, glikan analizinde énemli bir yer tutarlar. Florasan
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isaretleme, kiitle etiketi isaretlemesi, hidrazit igsaretleme, klik kimyasal isaretleme ve enzimatik isaretleme gibi
birka¢ yaygin kullanilan glikan isaretleme teknigi vardir.

Floresan etiketleme, glikanlarin gercek zamanli tespitini saglama kabiliyeti nedeniyle glikan analizi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir [90]. Teknik, floresan boyalarin glikanlara baglanmasini igerir ve bdylece
glikanlarin gérsellestirilmesine ve miktarinin belirlenmesine olanak tanir. Isaretleme islemi tipik olarak glikanlarin
sodyum borohidrit gibi bir indirgeyici madde ile indirgenmesini ve ardindan indirgeyici ucun bir floresan boya ile
etiketlenmesini igerir. Floresan boyalardan, 2-aminobenzamid (2-AB) ve 2-aminobenzoik asit (2-AA) glikan
etiketleme icin yaygin olarak kullanilan floresan boyalardandir [91]. Floresan etiketli glikanlar, CE, HPLC ve MS
dahil olmak tizere ¢esitli yontemler kullanilarak analiz edilebilir [92]. Bu teknik, kisa siirede birden ¢ok numunenin
analizini miimkiin kildigindan, 6zellikle yiiksek verimli uygulamalar igin kullanighdir. Floresan etiketleme ayn1
zamanda mikroplaka okuyucular, floresan mikroskoplar ve akis sitometreleri gibi gesitli tespit sistemleriyle de
uyumludur [93]. Avantajlarina ragmen, floresan etiketlemenin, floresan boyanin sondiiriilmesi (Quenching effects)
veya floresan yogunlugunun kalici olarak azalmasi (Photobleaching) da dahil olmak {izere bazi siirlamalari
vardir, bu da duyarliligin azalmasina ve arka plan giiriiltiisiiniin artmasina neden olabilir [94, 95]. Etiketleme
kosullarinin dikkatli optimizasyonu ve fliioresan boya secimi, sinirlamalari en aza indirmeye ve teknigin
hassasiyetini ve 6zgiilliigiinii en iist diizeye ¢ikarmaya yardimci olabilir [96].

Kiitle etiketleme, kararli izotoplarin veya kiitleye 6zgii etiketlerin, MS kullanilarak tanimlanmasi ve
miktarinin belirlenmesi i¢in glikanlara eklenmesini igceren bir glikan etiketleme teknigidir [97, 98]. Bu teknikte
glikanlara, kararli izotoplarn veya kiitle etiketlerinin dahil edilmesi i¢in enzimatik veya kimyasal modifiye
islemleri uygulanir. Etiketli glikanlar daha sonra, kiitle/yliik oranlarina gore etiketli glikanlar1 tespit
edebilen/6lgebilen MS ile analiz edilebilir. Kiitle etiketi ekleme yontemleri arasinda, izotop kodlu afinite etiketleri
(Isotope-coded affinity tag / ICAT), hiicre kiiltiirinde amino asitlerle kararli izotop etiketleme (Stable isotope
labeling using amino acids in cell culture / SILAC) ve tandem kiitle etiketleri (Tandem mass tag / TMT) gibi farkli
secenekler bulunmaktadir [99, 100]. Kiitle etiketleme, oldukca hassas ve spesifik bir glikan etiketleme yontemidir
ve bu, onu diigiik miktarlardaki glikanlarin kantitatif olarak tanimlanmasi i¢in ideal kilar. Bununla birlikte, teknik
zaman alict olabilir ve 6zel ekipman gerektirir. Yeni kiitle etiketleme yontemlerinin gelistirilmesi, glikan analizi
i¢cin mevcut arag yelpazesini genisletmeye olanak saglayarak, karmagik karbonhidrat molekiillerinin incelenmesini
kolaylastirabilir.

Hidrazid etiketleme, glikan indirgeme uglarinin hidrazid gruplart ile tiiretilmesini i¢eren segici bir glikan
etiketleme teknigidir [101]. Bu teknik, glikan igeren peptitlerin segici analizine izin verdigi i¢in glikoproteomik
uygulamalarinda 6zellikle yararlidir [102]. Hidrazid etiketleme islemi birka¢ adim igerir. ilk olarak glikanlar,
indirgeyici uglarda aldehit gruplari olusturmak i¢in sodyum periyodat gibi hafif bir oksitleyici ile oksitlenir.
Oksitlenmis glikanlar daha sonra hafif kosullar altinda hidrazid bilesikleri, tipik olarak hidrazid islevsellestirilmis
boncuklar veya kati destekler ile reaksiyona sokulur. Hidrazid gruplari, aldehit gruplar ile reaksiyona girerek
kararli hidrazin baglar1 olusturur [103]. Hidrazid etiketleme, karmasik biyolojik numunelerden glikan igeren
peptitlerin segici olarak yakalanmasim saglar. Isaretleme reaksiyonundan sonra, glikan etiketli peptitler hidrazid
islevli kat1 destege bagli kalirken, baglanmamis peptidler ve kontaminantlar yikanarak ¢ikarilabilir. Bagli peptitler
daha sonra LC ve MS gibi teknikler kullanilarak ayristirilabilir ve analiz edilebilir [104]. Hidrazid etiketlemenin
bir avantaji, goreceli basitligi ve cok yonlii olmasidir [105]. Ozel ekipman gerektirmez ve piyasada bulunan
hidrazid islevli malzemelerle gergeklestirilebilir. Ayrica teknik, glikan iceren peptidlerin segici analizine izin
vererek glikoprotein bilesimi ve glikosilasyon modelleri hakkinda degerli bilgiler saglar. Bununla birlikte, hidrazid
etiketlemesinin de bazi sinirlamalar1 vardir. Hidrazid reaktifleri ve diger karbonil igeren molekiiller arasinda
spesifik olmayan g¢apraz reaksiyonlar meydana gelebilir ve bu da hedef dis1 etiketlemeye yol agar [30]. Bu
istenmeyen etiketlemeyi en aza indirmek i¢in igsaretleme kosullarinin dikkatli bir sekilde iyilestirilmesi ve uygun
kontrollerin kullanilmas: gereklidir. Ayrica, etiketleme reaksiyonunun verimliligi glikan yapisina ve reaksiyon
kosullarina bagli olarak degisebilir ve bu da farkli glikanlar i¢in 6zel optimizasyon gerektirir.

Klik kimyasal etiketleme, oldukca spesifik ve etkili bir glikan etiketleme yontemidir [106]. Teknik,
glikanlar1 bir florofor veya bagka bir saptanabilir grupla segici olarak etiketleyen biyoortogonal reaksiyonlarin
kullanimini igerir. Klik kimya reaksiyonu, kararli bir triazol bagi olusturmak tizere bir bakir katalizoriin
mevcudiyetinde birbirleriyle reaksiyona giren azitle ve alkinle modifiye edilmis iki farkli molekiiliin kullanimim
igerir [107]. Azit ve alkin gruplari, kimyasal veya enzimatik modifikasyon yoluyla glikanlara dahil edilir ve
karmasik karisimlar igindeki spesifik glikanlarin etiketlenmesini saglar [108]. Teknik ayni zamanda hizli bir
sekilde gergeklestirilebilir, bu da onu yiiksek verimli uygulamalar i¢in kullanigh hale getirir. Klik kimyasal
etiketlemesi, biyolojik numunelerdeki glikanlarin gorsellestirilmesi [109], MS ile glikanlarin tanimlanmasi ve
miktarinin belirlenmesi, ayrica terapotik amagclar i¢in glikanlarin modifikasyonu dahil olmak tizere ¢ok cesitli
uygulamalar i¢in kullanilabilir [110]. Bu teknigin bir avantaji, kantitatif etiketleme i¢in yiiksek verimliligidir.
Ayrica, reaksiyon secicidir ve isaretli glikanlarin biyolojik aktivitesini koruyarak hafif kosullar altinda
gerceklestirilebilir. Hem in vitro hem de in vivo uygulamalar i¢in uygun olan bu teknik glikanlarin kendi dogal
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ortamlarinda incelenmesine olanak tanir [111]. Bununla birlikte, teknik, azit ve alkin ile degistirilmis glikanlarin
kullanimi ve reaksiyon kosullarmin optimizasyonu dahil olmak {izere 6zel reaktifler ve uzmanlik gerektirir.
Reaksiyon, bakir katalizorii engelleyebilen ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeyici maddelerin ortamdaki varligindan
etkilenebilir [112]. Bu nedenle, klik kimyasal etiketlemesinin basarisini saglamak icin deneysel kosullara dikkat
edilmelidir.

Son olarak, enzimatik etiketleme, glikanlardaki seker kalintilarini transfer etmek veya degistirmek i¢in
glikosiltransferazlarin veya glikosidazlarin kullanimini igeren bir glikan etiketleme teknigidir [113, 114]. Bu
teknik oldukga spesifiktir ve analitik veya terapotik amaclar igin spesifik glikanlari etiketlemek/glikanlar1 modifiye
etmek i¢in kullanilabilir [115]. Enzimatik etiketleme, enzimatik transfer ve enzimatik modifikasyon olmak {izere
iki ana yaklagimla elde edilebilir [116]. Enzimatik transferde, degistirilmis seker kalintisini bir glikan yapisina
aktarmak i¢in glikosiltransferaz enzimi kullanilir. Degistirilmis seker kalintisi, floresan boya veya biyotin kisim
gibi saptanabilir bir grupla etiketlenebilir. Glikosiltransferaz enzimi spesifik seker motiflerini tanir ve modifiye
edilmis seker kalintisinin hedef glikan {izerine transferini katalize ederek etiketli glikan molekiiliinii olusturur
[117]. Enzimatik modifikasyon, belirli seker baglantilarini spesifik olarak taniyan ve pargalayan gesitli glikozidaz
enzimleri araciligiyla gerceklestirilebilir. Enzimatik modifikasyonda, glikosidaz enzimleri, glikan yapisindaki
belirli seker kalintilarini se¢ici olarak bolmek i¢in kullanilir [31] ve bu da, pargalanma yerlerine degistirilmis seker
kalintilarinin eklenmesine izin verir. Modifiye edilmis seker kalintilari, tespit edilebilir bir grupla etiketlenebilir
veya glikanin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmek i¢cin modifiye edilebilir. Enzimatik etiketlemenin cesitli
avantajlart vardir. Karmasik karisimlar icindeki belirli glikanlarin segici olarak etiketlenmesini veya
degistirilmesini sagladigindan bu teknik oldukca spesifiktir [118]. Enzimatik etiketleme ayni1 zamanda MS, LC ve
floresan bazli algilama teknikleri gibi cesitli asag1 yonli analitik yontemlerle de uyumludur [119, 120]. Bunlarin
yaninda, enzimatik etiketlemenin bazi smirlamalar1 da vardir. Islem, istenen etiketleme veya modifikasyon
reaksiyonlar1 i¢in spesifik glikosiltransferaz veya glikosidaz enzimlerinin mevcudiyetini gerektirir. Enzimatik
reaksiyonlarin verimliligi, farkli glikanlar ve enzimler i¢in optimizasyon gerektiren substrat ozgilligi ve
reaksiyon kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak da degisebilir. Dahasi, enzimatik etiketleme islemi, diger etiketleme
tekniklerine kiyasla ¢ok sayida adim igerebilir ve daha uzun reaksiyon siireleri gerektirebilir.

Glikan etiketleme tekniginin se¢imi, arastirmanin hedefleri, glikan 6rneklerinin dogasi ve kullanilan
analitik yontemler gibi faktorlere baglidir. Glikanlarin dogru ve giivenilir analizini saglamak i¢in her teknigin
avantajlarini ve sinirlamalarini dikkate almak 6nemlidir.
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Sekil 2. Genel bir glikan analizinde izlenecek asamalarin sematik bir gosterimi. GAG: Glikozaminoglikan; GPI: Glikosilfosfatidilinositol.
F. Glikan Analiz Verilerinin Islenmesi ve Dogrulanmast

Glikan analizinde veri igleme ve dogrulama, analitik tekniklerden elde edilen biiyiik miktadaki ham glikan
verilerinin dogrulugunu ve giivenilirligini saglamada olduk¢a 6nemlidir [121-125]. Bu siiregler, ham verileri
onceden islemek, analitik yontemleri dogrulamak ve verilerin kalitesini degerlendirmek i¢in ¢esitli adimlari icerir.
Glikan analizinde veri isleme asamasi, veri temizleme, normallestirme, hizalama ve 6zellik ¢ikarma da dahil olmak
iizere birkac¢ adimi kapsar. Veri temizleme, veri kalitesini iyilestirmek icin ham verilerden giirtiltii, yapaylik veya
aykir1 degerlerin ¢ikarilmasin igerir [126]. Numune hazirlama veya cihaz tepkisindeki farkliliklar gibi teknik
varyasyonlar1 hesaba katmak i¢in normalizasyon gergeklestirilir ve verilerin farkli numuneler veya deneyler
arasinda karsilagtirilabilmesi saglanir [127]. Hizalama, ortak glikan yapilarinin dogru bir sekilde
kargilagtirtlmasina ve tanimlanmasina izin vererek, farkli veri kiimelerindeki bantlart veya 6zellikleri hizalamada
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cok onemlidir [128]. Ozellik ¢ikarimi ise, MS veya kromatografi gibi gesitli analitik teknikler kullanilarak elde
edilebilen, spesifik glikan bantlarinin veya ilgilenilen 6zelliklerin tanimlanmasini igerir [129, 130].

Glikan analizi verilerinin dogrulanmasi asamasi, kullanilan analitik yontemlerin dogrulugunun,
kesinliginin, 6zgiilliigiiniin ve duyarliliginin degerlendirilmesine dayanir [131]. Analizden elde edilen verilerin
giivenilir olmasim1 ve dolayistyla gercek glikan bilesiminin temsilini saglar. Dogrulama, uygun kontrollerin,
standartlarin ve kalite kontrol 6nlemlerinin kullanimi ile saglanmaktadir. Validasyon ayrica dogrusallik, dogruluk,
kesinlik ve saglamlik gibi faktorleri goz oniinde bulundurur [132]. Ornegin, glikan analizi sonuglari, referans
standartlarla veya bilinen numunelerle karsilastirarak dogrulanabilir [133, 134]. Kesinlik, kullanilan analitik
yontemin tekrarlanabilirligi ve yeniden tiretilebilirligi 6lgiilerek degerlendirilebilir. Spesifiklik, yontemin yalnizca
hedef glikanlar tespit ettigi ve karisan maddeleri ayiklama durumu kesinlestirilerek dogrulanabilir. Duyarlilik ise,
analitik yontemin tespit limiti ve kantitasyonu belirlenerek degerlendirilebilir. Analitik yontemin zaman i¢indeki
performansint izlemek, tutarli ve dogru sonuglar saglamak i¢in kalite kontrol numuneleri ve tekrarli analizler ile
miimkiin olabilmektedir [135].

Isleme, dogrulama ve diizeltmeye ek olarak glikan analizi, verilerden anlamli iggériiler elde etmek igin
uygun istatistiksel yontemlerin uygulanmasini da gerektirir. Bu yontemler, ¢ok degiskenli analiz [136], kiimeleme
(Cluster analysis / CA) [137], temel bilesen analizi (Principal component analysis / PCA) [138] ve makine
Ogrenimi algoritmalarini [139, 140] igerebilir. Genel olarak, glikan analizi, sonu¢larin dogrulugunu, giivenilirligini
ve tekrarlanabilirligini saglamak i¢in veri isleme, dogrulama ve diizeltmeye yonelik sistematik ve titiz bir yaklagim
gerektirir. Uygun yontemlerin kullanilmasi, temel aragtirma, teshis ve terapotik gelistirmede glikan analizi
verilerinin yorumlanmasini ve uygulanmasini daha da gelistirebilir.

I11. UYGULAMA ALANLARI VE SONUC

Son yillarda, glikan analiz teknikleri, temel biyoloji, klinik teshis ve biyofarmasotik gelistirme dahil
olmak ftizere gesitli arastirma alanlarinda vazgecilmez bir arag haline gelmistir. Hiicrelerin ve proteinlerin
yiizeylerini kaplayan karmagik karbonhidratlar olan glikanlarin incelenmesi, ve bunlarin biyolojik siiregteki sayisiz
6nemli rolleri, bu alana olan ilgiyi artirmaktadir. Yukarida ayrintilari agiklanan, MS ve kromatografi gibi gelismis
tekniklerin kullanilmasi sayesinde, arastirmacilar glikanlarin karmasik yapisini ve bilesimini benzeri goriilmemis
bir hassasiyet ve ayrinttyla inceleyebilme firsati bulmaktadirlar.

Temel arastirmalarda glikan analiz teknikleri, glikanlarin biyolojik sistemlerdeki islevlerini ve rollerini
aragtirmak i¢in yeni yollar agmistir. Arastirmacilar, glikan bilesimindeki degisiklikleri tanimlayarak ve 6lgerek,
hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 ¢ozebilmekte ve glikanlarin biyolojik 6nemi hakkinda daha
derin bir anlayis kazanabilmektedirler [ 141]. Dahasi, glikanlar ve lektinler arasindaki etkilesimlerin arastirilmasini
saglayan lektin bazli analizler, hiicre sinyali ve bagisiklik tepkileri gibi hiicresel siireglerin incelenmesinde de
temel araglar haline gelmistir [142, 143].

Glikan analiz tekniklerinin klinik uygulamalar1 da genistir [144]. Bu analiz tekniklerinin kullanimi,
hastalik tespiti ve prognoz i¢in gelecek vaad etmektedir. Kanser ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak {izere ¢ok
sayida hastalikta glikan yapisi ve bilesiminde belirli degisiklikler gézlemlenmistir ve bu degisiklikler potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanilabilir [145, 146]. Arastirmacilar, biyosivilardaki veya dokulardaki glikan modellerini
analiz ederek erken teshis [147, 148], hastalik izleme ve kisisellestirilmis tip [149] gibi alanlarda glikan bazli
biyobelirteglerin belirlenmesine katki saglamaktadirlar [150].

Ote yandan, biyofarmasotik gelistirme alaninda, terapdtik proteinlerin kalitesini, etkinligini ve
giivenligini saglamak i¢in glikan analiz teknikleri kullanilmaktadir [151]. Cok onemli bir post-translasyonel
modifikasyon olan glikosilasyon, terapétik proteinlerin fonksiyonelligi ve farmakokinetiginde ¢ok 6nemli bir rol
oynar [152]. Cesitli glikan analiz teknikleri, bu proteinlerin glikosilasyon profilini izlemek ve optimize etmek igin
iiretim stireci boyunca kullanilmaktadir. Ayrica, glikan analiz teknikleri, terapdtik protein etkinligini arttirmak ve
immiinojenisiteyi azaltmak icin glikosilasyon modellerini degistirmeyi hedefleyen glikomiihendislik alaninda
yaygn olarak kullanilmaktadir [153-155].

Sonug olarak, glikan analiz teknikleri, glikobiyoloji biliminin ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamakta,
temel aragtirma, klinik teshis ve biyofarmasotik gelistirme dahil olmak {izere bir¢cok alanda karbonhidratlarin
biyolojik fonksiyonlarina iliskin iggoriiler saglamaktadir. Teknolojideki gelismelerle birlikte, glikanlarin yiiksek
verimli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii analizini miimkiin kilan ¢ok sayida teknik gelistirilmistir (Tablo 2). Her teknigin
avantajlar1 ve smirlamalari olmakla birlikte, glikan analizinde teknigin se¢imi arastirma sorusuna, drnegin
karmagsikligina ve mevcut kaynaklara baglidir. Tekniklerin siirekli gelistirilmesi ve iyilestirilmesiyle, glikan
analizleri ile daha fazla bilgi elde etmek miimkiin olacak; bu da saglik ve tip alaninda yenilikgi geligmeler icin
biiyiik firsatlar sunacaktir.
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Tablo 2. Glikan analizinde kullanilan birlestirilmis teknikler.

Birlestirilmis Avantajlari Dezavantajlar Kullanim Alanlar:
Analitik

Teknikler

MALDI-TOF -Glikan kiitlelerinin ve kompozisyonlarinin ~ -Matris bilesenleri glikan sinyallerini -Nétr oligosakkaritler i¢in
MS hassas belirlenmesini saglar. etkileyebilir, tekrarlanabilirligi oldukga uygun

[22, 156, 157]

LC-ESI-MS
[158, 159]

CE-ESI-MS
[160-163]

RP-HPLC-MS

[164, 165]

HILIC-MS
[166, 167]

-Yiiksek verimli glikan profillemesi i¢in
hizli analiz imkan1 sunar.

-Genellikle basit 6rnek hazirligr gerektirir.
-Diisiik yogunluktaki glikan tiirlerini tespit
etme yetenegine sahiptir.

-Glikan kiitleleri, kompozisyonlar1 ve
dallanma desenleri hakkinda bilgi saglar.

-S1v1 kromatografiyi ESI-MS ile
birlestirerek glikan karisimlarini yiiksek
¢Ozliniirliikle ayirma olanagi sunar.
-Diisiik yogunluga sahip glikan tiirlerinin
tespiti i¢in yiiksek hassasiyet sunar.
-Glikan kompozisyonlari, dallanma
desenleri ve izomerik formlar hakkinda
detayli yapisal bilgi saglar.

-Farkli glikan boyutlari, yiikleri ve
karmagikliklari i¢in uygundur, bu da
yontemi ¢ok yonlii kilar.

-Glikan tiirlerinin nicel analizine imkan
tanir, géreceli bolluklar1 anlama konusunda
yardimet olur.

- Yiiksek ayirma verimliligi ve yiiksek
tespit hassasiyeti nedeniyle LC-ESI-MS’e
alternatif bir teknik

- Kiigiik 6rnek miktarlariyla ¢aligabilme
yetenegi, sinirl 6rnegin kullanilmasi
gereken durumlarda avantaj saglar.

- Post-translasyonel modifikasyonlar,
glikan profilleri, terminal varyantlar, dizi
varyantlart ve bozunma iiriinleri de dahil
olmak tizere nitel ve nicel olarak genis bir
yapisal bilgi dizisini saglayabilir.

- Glikanlar yiiksek derecede hidrofilik
olduklarindan, HILIC-MS, dogal ve
indirgeyici ug etiketli glikanlar1 analiz
etmek i¢in en iyi yontemlerden biri olarak
kabul edilmektedir.

-Glikanlar1 izomerik olarak
ayirabilmektedir.

-Tipik antikor glikanlari igin yiiksek
secicilige sahiptir

-Farkl kolon tipleri kullanilarak analizi
yapilan glikanlar ¢esitlendirilebilir.

etkileyebilir.

-Karmagik 6rneklerde ortiisen sinyaller
yorumu zorlastirabilir.

-Birlikte iyonlasan bilesenler glikan
sinyallerini baskilayabilir,
niceliklendirmeyi etkileyebilir.

-Biiyiik glikan yapilarini etkin bir
sekilde iyonlastiramayabilir, tespit
hassasiyetini azaltabilir.

-Karmasik glikan 6rnekleri genis ¢caph
ornek hazirligi gerektirebilir.

-ESI verimliligi farkl glikan tiirleriyle
degisebilir.

-Birlikte iyonlanan bilesenler, glikan
sinyallerini baskilayabilir ve
niceliklendirme dogrulugunu
etkileyebilir.

-Yontem, karmasik enstriimantasyon ve
uzmanlik gerektirir.

-Benzer kiitle/yiik oranlari nedeniyle
glikan izomerleri arasindaki farki ayirt
etmek zor olabilir.

- Analiz siiresi MALDI-MS’ten ¢ok
daha yiiksektir.

- CE, pH, tampon bilesimi, polarite ve
kapiller tiirine duyarlidir. Uygun
olmayan kosullar, suboptimal sonuglara
hatta 6rnegin kaybina yol acabilir.

- CE tampon bilesiminin ESI ile
uyumlugu gereklidir.

- MS iyonizasyon verimliligi, farkli
glikan tiirleri arasinda farklilik
gosterebilir.

- Spesifik glikan siniflari i¢in RP-HPLC
kosullarinin optimizasyonu zaman alici
olabilir.

- HILIC-MS, izomerik glikan
caligmalari i¢in kullanilmasina ragmen,
nispeten diisiik ¢oziiniirlikk, karmagik
biyolojik numunelerde uygulanmasini
engellebilmektedir.

- Benzer polariteye sahip glikanlari
ayirmak zor olabilir.

-Uygun matrisle birlikte
negatif yiiklii glikanlar i¢in
de kullanilabilir.

-Her tiir glikan ¢esidinin
saptanmasinda
kullanilabilir.

-N ve O-glinkanlarin
saptanmasinda,

-Sialik asit ile modifiye
glikanlarin analizinde,
-Heterojen glikan
yapilariin tespitinde
kullanilabilir.

- Glikopeptit diizeyinde
Fc-glikosilasyonun
karakterize edilmesi ve
miktarmnin belirlenmesi.

-Sialik asit ile modifiye
edilmis glikanlarin analizi
-N-glikan
karakterizasyonu

-Glikan izomerlerinin
ayrimi
-Hidrofilik glikanlarin
analizi
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