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ABSTRACT
IDENTIFICATION OF ALLERGENIC PROTEINS FROM TILIA CORDATA

TiVSIZ, Delal
M.Sc/ in Molecular Biology )
Supervisor: Assoc. Prof. Isik Didem KARAGOZ

December 2021
71 pages

There are a lot of environmental allergenic factors such as pollens, fungal spores,
house dust mites, some foods and drinks. Although these factors are harmless for
most people, they can cause hypersensitivity for some individual. This sensitivity is
calling “’allergy’’. Allergens generally has a protein, after Charles Blackey's
discovery in 1873 that pollens cause allergic diseases, it has been established that
pollen play an important role in allergic diseases. The allergenic properties of pollen
are due to the glycoprotein, lipoprotein polysaccharide and proteins found in the
exine and intin layers. In this study we investigated the allergenic proteins extracted
form T. cordata (small-leaved linden) pollen samples collected from Gaziantep
region during pollen dissemination period. The morphology of 7. cordata pollen was
determined by examining the slides prepared using the Wodehouse method under an
inverted microscope and images of pollen were captured. Total concentrations of the
potentially allergenic proteins in the prepared pollen extracts of 7. cordata were
determined using the BCA method. In addition, the SDS-PAGE was used to separate
the proteins of 7. cordata according to their molecular weights, and the proteins were
visualized using silver staining. According to our results, 7. cordata may cause
allergic reactions, and that further comprehensive studies are needed. The
determination of allergen proteins is very important in terms of making the correct
diagnosis, as it constitutes the first step of diagnosis and treatment in allergic
diseases.

Key Words: Allergy, Allergen, Pollen, T. cordata, Pollen Allergy



OZET
TILIA CORDATA’NIN ALERJENIK PROTEINLERININ TANIMLANMASI

TiVSiZ, Delal
Yiiksek Lisans Tezi

Molekiiler Biyoloji
Damisman: Doc. Dr. Isik Didem KARAGOZ
Arahk 2021
71 sayfa

Polen, mantar sporlari, ev tozu akarlari, evcil hayvan tiiyleri, baz1 yiyecek ve
icecekler bir ¢ok kisi i¢in zararsiz olmasina ragmen bazi kisiler i¢in asirt duyarlilik
meydana getirebilir. Bu duyarlilik alerji olarak adlandirilmistir. Alerjenler genellikle
protein yapida olup 1873 yilinda Charles Blackey’ in polenlerin alerjik hastaliklara
neden oldugu kesfinden sonra, alerjik hastaliklarda polenlerin 6nemli rolii oldugu
belirlenmigtir. Polenlerin alerjen 6zellikleri ekzin ve intin tabakalarinda bulunan
glikoprotein, lipoprotein, polisakkarit ve proteinlerden kaynaklanmaktadir. Bu
calismada, Gaziantep bdlgesinden toplanan Tilia cordata (kiiglik yaprakli ithlamur)
polenlerinin alerjenik etkisinden sorumlu olan proteinler arastirilmistir. 7.cordata’nin
polenleri  disseminasyon doneminde Gaziantep Universitesi yerleskesinden
toplanarak kurutulmustur. 7. cordata’nin polen morfolojisini belirlemek i¢in
Wodehouse yontemi ile hazirlanan preparatlar, mikroskop altinda incelenerek
polenler fotograflanmistir. 7. cordata’nin polen ekstresi hazirlandiktan sonra alerjen
proteinlerinin  total konsantrasyonunu saptamak amaci ile BCA yoOntemi
kullanilmistir. Ayrica 7. cordata’nin molekiiler agirliklarina ayirmak amaci ile SDS-
page yontemi kullanilmis ve proteinler giimiis boyama ile goriiniir hale getirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda 7. cordata’nin farkl agirliklarda 5 adet alerjen proteine sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar 1s18inda 7. cordata’nin alerjik reaksiyonlara neden
olabilecegini ve daha kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyuldugunu desteklemektedir.
Alerjen proteinlerin tayini, alerjik hastaliklarda tam1 ve tedavinin ilk basamagini
olusturmasi1 dogru tehsis yapilmasi agisindanda oldukg¢a 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alerji, Alerjen, Polen, T. cordata, Polen Alerjisi,
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BOLUM I
GIRIS

Hipokrat alerjik reaksiyonlari tanimlayan belki de ilk kisiydi. Bununla birlikte,
alerjik bir hastaligin ilk modern tanimi 1819 gibi erken bir tarihte, bugiin "astim"
ve "alerjik rinit" olarak bilinen, klinik bir semptomu ac¢ik¢a tanimlayan Jonathan
Bostock tarafindan yayinlandi. Bu klinik durum i¢in 'yaz nezlesi' terimini kullandi.
1872'de Harvard Universitesi'nde (ABD) akademisyen olan Wyman, saman
nezlesine neden olan ajan olarak kanaryaotu (Ambrosia artemisiifolia L.) polenini
tanimladi. Daha sonra 1873’de Manchester, Ingiltere’de bir doktor olan Blackey,
alerjik bir hastanin 6n kolunun derisinin ¢izilmis olan kismina ¢imen poleni Oziitii
stirerek ilk cilt testini gergeklestiren ve yara seklinde bir alerjik reaksiyon gelisimini

gozlemleyerek bu deneyi yapan ilk kisiydi (Pehlivan, 1984).

Polenlerin alerjik hastaliklardaki rolii ise 1690 yilinda Reidlin’in giillerin astima
neden oldugu hipotezini 6ne slirmesiyle 6nem kazanmistir. Daha sonra ise Bostock
yapmis oldugu burun, deri ve goz testleri ile polenlerin alerjiye neden olugunu
kanitlamistir. 1911'de, bulasici hastalik uzmani olan Leonard Noon, viicudun polen
maruziyetine ikincil olarak drettigini diisiindiigii 'toksini' ndtralize etmek i¢in
hastanin “’polen antitoksin’’ gelistirmesini saglamak amaciyla alerjik hastalara polen
0zl enjekte etmistir. Alerjik bir bireyin konjonktivasina damlatmak i¢in alerjik 6ziin
cesitli diliisyonlarmin kullanildig: bir protokol gelistirmistir. Polen ekstraktinin giicii,
kizariklik olusumu ve konjonktiva iltihabi ile belirlenmistir. 1930'da Fransiz Hansel,
tek bir alerjenik materyal yerine c¢esitli seyreltmeler kullanarak deri testi yapmaya
baslamustir. {1k kez 1944°de H. A. Hayde tarafindan kullanilan ¢’Palinoloji ¢ terimi
(polen ve sporlari arastiran bilim dali) daha sonraki yillarda asama kaydederek kendi
icinde polen kimyasi, polen fizyolojisi ve polen morfolojisi gibi alt dallara

ayrilmistir (Pehlivan, 1995). Aerobiyoloji terimi ise 1930'larda Amerika Birlesik



Devletleri Tarim Bakanligi'nda c¢alisan bitki patologu F.C. Meier tarafindan

kullanilmistir. Ancak bu, 1930’ lardan 6nce aerobiyolojik ¢aligmalarin yapilmadigi

anlamina gelmemektedir. Aerobiyoloji, havadaki biyopartikiillerin, yani biyolojik
kokenli partikiillerin (hem bitkilerden hem de hayvanlardan) inceleyen bilim dalidir.
1930'lar1 takiben, aerobiyoloji temel olarak i¢ ortam aerobiyolojisi ve dis ortam
aerobiyolojisi olarak siniflandirilmistir. Bazi aerobiyologlar, atmosferdeki polen
caligmalarini, aerobiyolojinin “aeropalinoloji” olarak adlandirilan bir alt dalina
ayirmayi tercih etmislerdir. Hava yoluyla taginan polenlerle ilgili yapilan c¢aligsmalara

“aeropalinoji ¢’ denilebilir.

Gregory'ye (1961, 1973) gore; aerobiyoloji genellikle pasif olarak havada tasinan
mikroorganizmalarin; kimliklerinin, davranislarinin, hareketlerinin ve hayatta
kalmalariin incelenmesi olarak tanimlanir. Bu bilim alani: tanimlama, morfoloji,
fizyoloji, yasayabilirlik, uzun Omiir, Ornekleme, konsantrasyonlar, giinlik ve
mevsimsel modeller, fenoloji, emisyon, tasima, dagilim, tozlasma gibi alt basliklar
icerir. Polen, tozlasma, dollenme, tohum ve meyve olusumu ve bitkilerin
cogalmasindan sorumlu oldugu i¢in doganin insanliga armaganidir. Ancak polenlerin
bir kism1 hava akimina girdikten sonra atmosferde ylizer halde kalir. Bu polenlerin

bazilar1 insanlarla temas ettiginde alerjik belirtilere neden olur (Shripad, 2009).

Hepimiz giin icerisinde polenlerden, ev tozu akarlarindan ve kedi tliylerinden
kaynaklanan aeroalerjenleri soluruz. Bu aeroalerjenler bir ¢ok birey icin zararsiz olsa
da baz1 bireylerde antijenlere kars1 asir1 yanit olusur (Gemicioglu, 1998). Giin i¢inde
maruz kalinan aeroalerjenler (ev tozu akarlari, polenler, mantar sporlari, bazi
yiyecekler, evcil hayvan tiiyleri gibi) bazi bireylerde asir1 hassasiyet sonucu
duyarlilik meydana getirir. Bu hassasiyet (sensitivity) alerji olarak adlandirilmistir
(Cabi, 2005). Bu duyarliligin olusmasinda hem genetik hem de g¢evresel (hava
derecesi, riizgarlar, hava kirliligi) faktorler etkilidir (Asher, 2010). Alerjiye neden
olan faktorler ise alerjen olarak adlandirilmistir. Alerjenler i¢ ve dig ortam olmak
lizere iki ana gruba ayrilabilir. i¢ ortam alerjenleri; hamam bdcekleri, ev tozu
akarlari, evcil hayvan tiiyleri gosterilirken dis ortam alerjenleri ise ¢imenler, agaglar,
hububat, mantar sporlar1 ve polenler gosterilebilir. Polenler dis ortam alerjenleri
arasinda alerjiye en c¢ok neden olan aeroalerjenlerdir. Bir ¢ok aga¢ ve bitkinin

polenlerinin alerjiye neden oldugu bilinmektedir. Bolgelere gore alerjiye neden olan



agaclarin tiirleri de degiskenlik gostermektedir. Kuzey, Orta ve Dogu Avrupa’da Hus
agaci (Birch, Betula), Akdeniz bolgesinde ise Zeytin (Olea europaea) ve de Servi
(Cypress-Cupressus) tiirleri ¢ogunlukla alerjiye neden olmaktadir. Ayrica zeytin
poleni alerjik rinitin Ispanya, Giiney Italya, Yunanistan ve Tiirkiye’deki en onemli

sebepleri arasinda gosterilmektedir (D’amato, 2007).

Alerjen faktorler (polenler, ev tozu akarlari, hayvan tiiyleri, bakteriler, mantarlar,
cesitli yiyecekler, baz1 kimyasal ve ilaglar) alerjik rinit (saman nezlesi), alerjik
dermatit, alerjik astim, rinokonjonktivit, besin alerjisi gibi hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir (Celik vd., 2005; Tarkan vd., 2009). Her bir alerjen faktor farkli
alerjik bilesenler igerebilir ve yapisinda protein barindiran her sey alerjen 6zellik
gosterebilir. Alerjen bilesenleri genel olarak birkac farkli epitop (ilgili antikorun
baglanmasindan sorumlu {i¢ boyutlu baglanma bdlgesi) barindirir. Ve bu epitop ya
da alerjenler i¢in heniiz bilinen ortak bir yap1 yoktur. Bununla birlikte her bir tiire ait
0zel bir alerjen epitopu vardir ve bu epitoplara kars iiretilen antikorlar da sadece bu
tiire ait alerjen epitopuna baglanir. Bir proteine karsi iiretilen antikor ayni ya da
benzer yapidaki baska tiirlerin proteinlerine de baglanabilmektedir. Bu durum

capraz reaksiyon olarak adlandirilmistir (Sastre, 2010).

Polene kars1 duyarlilik ya bir alerji skin prick testi (SPT) ile ya da alerjene 6zgii
IgE'nin belirlenmesi ile tanimlanir. Bununla birlikte, bu testlerden herhangi birinin
pozitif sonucu, belirli polenlere kars1 duyarlilig1 gosterir, ancak bu duyarliligin klinik
Onemi ile yani maruziyet lizerine semptom gelisimi ile tam olarak iliskili degildir.
Yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar ortaya cikabilir. Bir alerjenin, onu
hassasiyetle sonuclanmayan diger polen bilesenlerinden ayiran 6zellikleri heniiz tam
olarak anlagilmamistir (Radauer, 2008; Traidl-Hoffmann, 2009). Alerjik hastaliklar,
genetik yapi ile cevresel faktorlerin karmasik etkilesiminin bir sonucudur. Alerjik
reaksiyonlar antikor ya da hiicre kaynakli olabilir. Gell ve Combs 1963°de
yaptiklar1  ¢alismalar  ile  alerjik  reaksiyonlarn1 4  gruba  ayirmistir;
(Tip I, Tip II, Tip III, Tip IV) (Tablo1.1). Bir ¢cok hastada alerjik reaksiyonlardan
sorumlu antikor IgE izotipindedir ve bu reaksiyonlar IgE aracili alerji olarak
adlandirilir. IgE aracili alerjiler popiilasyonun %25'inden fazlasimi etkiler. Bazi
bireylerde bazi alerjenlere kars1 IgE iiretme yetenegi yliksektir. Bu genetik yatkinlik
atopi olarak adlandirilmistir (Ring vd., 2006). “’Atopi’’ terimi (Yunanca

“’atopostan’’ gelir ’’nadir, nadiren’’ anlaminda) genelikle IgE antikor aracili alerji



hastaliklar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Atopili bireylere ¢’atopik’’ bireyler denir. Bu
bireylerin serumlarinda IgE diizeyi yiiksektir. Bunlarin Major Histocompability
Complex (MHC) gen fokuslarma (HLA-Bg, HLA-Dy) bagh olarak kalitsal oldugu
diisiiniilmektedir. Atopisi olan bir kiside, cilt, burun veya hava yolunun tek bir doz
alerjene maruz kalmasi, hapsirma ve burun akintis1 veya dakikalar i¢inde hiriltiya

neden olur (Mackay, 2001).

Tablo 1.1 Alerjik reaksiyonlarda salgilanan antikor tiirleri

REAKSIYON ANTIKOR
Tip I anaflaksi IgE
Tip 1I sitotoksik antikor IgE ve IgM
Tip III immiin komplex IgG ya da IgM
Tip IV gec tip asir1 duyarlilik reaksiyonu -

Baz1 alerjik hastaliklar kontakt dermatit ve hipersensitif pnomoni gibi IgE
mekanizmasindan bagimsiz olarak gelisir ve bunlarda non atopik (atopik olmayan)
alerjik hastaliklar olarak nitelendirilmistir. Genelde atopik olmayan yetiskin ve
cocuklarda diisiik dereceli immun cevap olusur; alerjen spesifik IgGl ve IgG4
antikorlar1 Tretirler ve in vitro ortamda T hiicreli alerjenlere proliferasyon
derecesinde hafif ve yardimer T hiicreleri tarafindan {iiretilen interferon vy ile cevap
verir. Atopik bireyler ise bunun aksine alerjen spesifik IgE antikoru tarafindan
karakterize edilen asir1 yanit olustururlar; yiiksek IgE antikor igeren serum ve yaygin
alerjenlere kars1 deri prick testleri pozitif ¢ikmistir. Bu bireylerin in vitro ortamda
alerjenlere yanit olusturan kanlarindaki T hiicreleri, Tip 2 yardimci T hiicreleri
tarafindan tretilen sitokinezi indiikler. Alerjik duyarliligin artmasina neden olan en
onemli aeroalerjenler polenlerdir (Behrendt ve Becker, 2001). Atmosferdeki polen
konsantrasyonu iklim, yagis miktari, sicaklik, nem, riizgar ve cografi alandaki bitki
oOrtiistine bagl olarak degisiklik gosterir. Polen konsantrasyonun kuru ve giinesli
havalarda arttig1 bilinmektedir. Polenler cesitli yollarla atmosferde yayilir ve

genellikle solunum yoluyla viicuda girerek insanlarda alerjik astim ve alerjik rinit



gibi hastaliklara neden olurlar (Spieskma, 1991; Ventura vd., 2007). Alerjik
hassasiyet hayatin herhangi bir asgamasinda yeniden ortaya ¢ikabilir. Bununla birlikte,
bu hastaliklarin ¢ocukluk déoneminde, baslangicta hafif bir bi¢imde ortaya ¢ikmasi
cok daha yaygindir (Jae - Won, 2018).

Atmosferin alerjenik igerigi, iklime, bitki Ortiisiine ve cografyaya gore degisir.
Havadaki alerjenik polenlerin varligi ve prevalansina iligkin veriler hem
aerobiyolojik c¢alismalardan hem de alerjik arastirmalardan elde edilenlere gore
ornekleme alanindaki bitkilerin ¢igeklenme siiresi ile polen takvimlerini hazirlamay1
miimkiin kilar. Polen takvimi sayesinde polen {iretimi, (yildan yila yayilma tozlasma
sezonu Oncesi hava kosullarina bagli olsa da) farkli alanlardaki yiiksek atmosferik
alerjen polen konsantrasyonlartyla karsilagsma olasiligini tahmin etmek miimkiindiir.
Aerobiyolojik ve alerjik arastirmalar, kiiltiirel faktorlerin bir sonucu olarak (6rnegin,
kentsel park alanlar1 i¢in hus agaci ve selvi gibi bitkilerin ithalat1)) Avrupa'nin polen
haritasinin da degistigini gostermektedir. Ayrica, son birkag yilda polen ve polenlerle
ilgili deneysel veriler polenin patojenik rolii ve polen ile hava kirleticileri arasindaki
etkilesim, subpolen partikiil yapis;, solunum yolu alerjik hastaliklarinin

mekanizmalarina yeni bakis a¢ilar1 kazandirmistir (D’amato, 2007).

Arastirmacilar ilerleyen yillarda, immunokompetan B lenfositleri tarafindan IgE
tiretiminin kontrolii, inflamatuvar hiicrelerin toplanmasiin baglatilmas1 ve alerjik
inflamasyon alanlarinda Ig E ile sensitize olmus efektor hiicrelerden vazoaktif
mediatorlerin ~ salimmini  igeren acil  hipersensitivitenin  temel  biyolojik

mekanizmalarini kesfetmeye yonelmislerdir (Pincus, 2011 ).

1963°de Gell ve Combs tarafindan yapilan alerji siniflandirmasina gore polen alerjisi

Tip 1 grubuna dahildir (Puc, 2003; Reid ve Gamble, 2009).
Siiflandirmaya gore;

Tip 1 - Anaflaktik tip (immediate) asir1 duyarhlik reaksiyonlari: Atopiye ve
anafilaksiye bagli reaksiyon ve hastaliklarda (astim, alerjik rinit, atopik dermatit,
alerjik konjonktivit) gézlenir. Atopik bireylerde karsilasilan alerjenin antijeni sunan
hiicre tarafindan islenerek T helper lenfosite sunulmasi, T helper2 lenfositlerin
aktivasyonu ile B lenfositten Ig salinmasi ve bunlarin bazofil, mast hiicresi ve

eozinofil gibi Fc reseptorii bulunan hiicrelere baglanarak kisinin sensitize olmasi ile



baslar. Organizma yeniden ayni alerjene maruz kaldiginda bu hiicrelerdeki IgE’ ye

baglanmasiyla salinan mediyatorler patolojik reaksiyonlara neden olur.

Tip 2 - Sitotoksik tip asir1 duyarhlik reaksiyonlari: bilinmeyen nedenlerle
eritrosit, trombosit, glomeriil veya alveol bazal membrani gibi hiicrelere bagh
olusmus yiizeysel antijenlere IgM veya IgG antikorlarinin birlesmesi sonucu
meydana gelen asirt duyarlilik reaksiyonudur. Tip 2 reaksiyon eritroblastozis,
Goodpasture sendromu, trombositopenik purpura ve bazi ilag reaksiyonlarinda

goriilebilir.

Tip 3 - Antijen antikor kompleksine bagh asir1 duyarhlik reaksiyonlari: Antijen
ve 0zgiil antikorlarin birlesmesi sonucu olusan ve suda eriyen komplekslerin aktive
olmasi sonucu olusur. Komplekslerin ¢esitli organlarda, damar endotelleri, glomeriil
tiibiillerinin epiteline yapismasi sonucunda anaflatoksin ve 4 gesit kemotaktik madde
ortaya ¢ikar. Lokositlerin, mast hiicrelerinin ve trombositlerin o bdlgeye cekilmesi
lizozomal enzimlerin, histamin ve vazoaktif aminlerin aciga c¢ikarak kapillerin
gecirgenligini arttirmasi gibi patolojik olaylar ortaya ¢ikar. Artus reaksiyonu, serum

hastalig1, immun kompleks hastaliklar1 ve bazi otoimmun hastaliklara neden olabilir.

Tip 4 - Hiicresel tip veya gec tip asir1 duyarhlik reaksiyonu: Hiicresel bagisikligin
sorumlu oldugu, 12 saatten ge¢ olusan reaksiyonlardir. Bu tip reaksiyonlarda
antijenle karsilasan T hiicreleri duyarli hale gelir. Bu 6zel antijenle daha sonraki
temaslarda o bolgede lenfosit ve makrofaj yigilmasi ve bunlardan ¢ikan iirlinlerin
meydana getirdigi reaksiyonlar goriiliir. Baslica 3 tipe ayrilir; Kontakt tip, tiiberkiilin

tipi, graniilomatoz tip asir1 duyarlilik reaksiyonlaridir.

Biitiin (bozulmamis) polen taneleri, hasta semptomlarini alerjen maruziyetiyle
iligkilendirmenin bir yolu olarak sayilir. Polen taneciklerine maruz kalma ile alerjik
konjonktivit arasinda bir doz-yanit iliskisi kurmanin zor oldugu kanitlanmistir.
Bununla birlikte, gectigimiz 5 yil i¢inde, iklim degisikliginin mevsimsel alerji
tizerindeki etkisinin yani sira okiiler semptomlarla iliskili erken ve ge¢ faz

reaksiyonu hakkinda daha 1yi veriler elde edilmistir (Sharma, 2010).

Insan konjonktivasinin alerjen yiiklemesi, okiiler alerjik reaksiyonun bifazik
oldugunu defalarca gostermistir (Choi, 2008). Hem erken hem de ge¢ fazlar IgE

aracilidir ve mast hiicrelerinin bir antijen tarafindan ilk aktivasyonuna baglhdir.



Aninda yanit tipik olarak 20-30 dakika siirerken, ge¢ faz reaksiyonlar1 hastalarin %
33-100'tinde 4 ile 24 saat arasinda meydana gelir (Abelson, 1990). Erken faz
reaksiyonlar1, alerjen yliklemesinden sonra gozyaslarinda gozlenebilen yiiksek
histamin, kininler, prostaglandin D2, albiimin ve N-a-tosil L-argenin metil ester-
esteraz aktivitesi seviyeleri ile iligkilidir. Ge¢ faz reaksiyonu ile makrofajlar ve
notrofiller i¢in 3 saatte, eozinofiller ve lenfositler i¢in 24 saatte gézlenen enflamatuar

hiicrelerde maksimum artis vardir (Leonardi, 1992).

1.1. Alerji

“Alerji ¢’ terimi 1906 yilinda von Pirquet tarafindan kullanilmis olup, ayn1 zamanda
von Pirquet hem koruyucu bagisiklik hem de asir1 duyarlhilik reaksiyonlarinda
antijenlerin reaktivitede degisikliklere neden oldugunu fark etmistir (Mackay, 2001).
Cogu alerjen, dogal hallerinde enzimler olarak islev goren, 6rnegin proteolizi
indiikleyen ¢oziinlir proteinlerdir. Alerjenik Ozellikler, enzimatik aktivite (artmis
mukozal gecirgenlik) ve aerodinamik oOzellikler ile ilgili olabilir ve bunlar da
partikiilin boyutuna baghdir (Mackay, 2001). Genellikle 10-60 kDa molekiiler
agirhiga sahip proteinler veya glikoproteinler olan alerjenler, kiiglik bir miktart asir

reaksiyona neden olarak immun sistemin dengesini bozmaktadir (Jae-Won, 2018).

Alerjik inflamasyon, sinir bilylime faktorii, beyinden tiiretilmis norotrofik faktor ve
norotrofin-3'iin etkisiyle sinir hiicrelerinden noéropeptitlerin salinimimi da takip
edebilir (Bonini, 1999; Braun, 2000). Bu noérotrofinler; makrofajlar, T hiicreleri,
eozinofiller ve mast hiicreleri tarafindan salgilanir (Braun, 2000). Noropeptidler,
ozellikle P maddesi, kalsitonin gen iligkili peptid ve ndrokinin A, vazodilatasyon,
artmis askiiler gegirgenlik ve akcigerde hava yolunda diiz kaslarinin kasilmasi ve
mukusun asirt salgilanmasi dahil olmak iizere alerjik inflamasyonun karakteristik
ozelliklerine neden olur (Belvisi, 1997). Ayrica akcigerlerdeki mast hiicrelerinden
histamin salgilarlar (Forsythe, 2000). Triptaz ayrica proteaz ile aktive olan
reseptOrlere baglanarak sinir hiicrelerini noropeptitleri serbest birakmak igin
tetikleyebilir. Kronik alerjik reaksiyonlarin daha fazla amplifikasyonuna histamin

salgilayan faktor veya faktorler aracilik edebilir (Steinhoff, 2000).



Alerjen kaynaklar1 bir ¢ok alerjik hastaliga neden olabilir. Alerjik rahatsizliklar ¢ogu
zaman Oliimciil olmamakla birlikte yasam kalitesini diisiiren problemler arasinda
gosterilebilir. Rinit, alerjik astim, rinokonjonktivit, lrtiker bu alerjik hastaliklara
ornek verilebilir. Alerjik rinit, her yastan insan1 etkileyen, geng yaslarda pik yapan
cok yaygin bir hastaliktir. Rinit, klinik olarak burun kasintisi, hapsirma, burun
tikaniklig1 veya rinore (6n veya arka) ve bazen koku duyusunda azalma (hipozmi)
gibi semptomlarla karakterizedir. Bu alerjik hastalik cogu zaman g6z ardi edilir yada

yanlis teshis edilir (Grenier, 2011)

Alerjik rinit ciddi bir hastalik olmasa da, bir ¢ok komplikasyonun altinda yattigi,
astim kontrolii i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu ve bireyin iste veya okulda yasam

kalitesini ve tiretkenligi etkiledigi i¢in klinik olarak énemlidir (D’ Amato, 2007).

Astim 2006’da  GINA (The Global Initiative for Asthma) tanimima gore; bir ¢cok
hiicresel faktoriin rol oynadigi kronik bir hastaliktir. Solunum yollarinda asir1
duyarliliga yol acip, nefes darligi, nobet seklinde Oksiirikk ve gogiiste sikismaya
neden olur (Levy, 2006). Yapilan arastirmalarda astimin prevalansi Asya, Afrika,
Eskimolarda %1’in altinda iken Avustralya ve Yeni Zelanda'nin bazi bolgelerinde
ise %20’nin tlizerinde seyredebilmektedir (Kalyoncu, 2001). Ulkemizde ise
cocuklardaki astim prevalansi %3.8-16.4 arasinda degigkenlik gosterirken, ortalamasi
%10  civarindadir. Yetigkin bireylerde ise prevalans %?2.1-7.6 arasindadir

(Kiiciikusta, 2005).

Alerjik konjonktivitin en belirgin semptomu, hafiften siddetliye degisen okiiler
kasmtidir. Diger belirtiler arasinda kizariklik, sisme, yanma hissi gozlerde veya goz
kapaklarinda dolgunluk, ovma diirtiisii, 1518a duyarlilik ve bazen bulanik gdérme
vardir. Mevsimsel alerjik konjonktivitin (seasonal allergic conjuctivitis, SAC)
dagilimi biiyiik dlgiide iklime bagldir. Ornegin belirli bir bolgede gimen polenleri
Mayis-Agustos arasinda etkili olurken bunun aksine kanarya otu polenleri bir ¢ok
bolgede Agustos-Ekim arasinda etkilidir. Aga¢ polenleri ise Subat’tan Haziran’a
kadar etkili olabilir. Bu yonden alerjik konjoktivit alerjik rinitle parallellik gosterir

(Jae-Won, 2018).

Alerjik reaksiyonlarin en ciddisi ve hatta 6liimciil olan1 anaflaktik soktur. Anaflaktik
sok ya IgE aracilig1 ile ya da diger immiinopatolojik yollarla bazofillerin ve mast

hiicrelerinin degraniile olmasi sonucu agiga ¢ikan mediyatorler aracilifi ile meydana



gelmektedir (Dogru, 2011). Anaflaktik sok (anaflaksi) ¢ok sik meydana gelmese de
nadir denilecek kadar az da degildir. Yilda 8-24/1000 kisiyi etkiledigi bilinmektedir
(Soyer, 2007). Literatiir incelemesinde anafilaksinin her 10.000°de 0.5-3 kisiyi
etkiledigi; milyonda 1-3 kisinin 6liimiine neden oldugu saptanmistir (Moneret-
Vautrin, 2005). Anaflaksi ile ilgili deri, solunum, dolasim, gastrointestinal sistem ve
norolojik sistemlerde bulgulara rastlanmaktadir. Reaksiyon ne kadar hizli ortaya

cikarsa anaflakside o denli agir olur (Dogru, 2011).

Anaflakside en onemli ilag epinefrindir. Epinefrinin ge¢ uygulanmasi durumunda
ciddi solunum ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara bagli 6lim gerceklesebilir

(Soyer, 2007).

Kimyasal ve molekiiler biyolojik yaklasimlarla alerjen karakterizasyonu ve sekans
belirlemede son birkag yilda hizli ilerlemeler kaydedilmistir. Bilinen alerjenler igin
yararli bir kaynak olan Alerjen Veri tabanidir (ALBE). Alerjenlerin biyokimyasal ve
immiinolojik &zelliklerini, biliniyorsa sekans verileri ile birlikte derlemektedir.
(Marsh, 1992). Ayrica rekombinant DNA (rDNA) teknolojisnin de alerjenlerin
karakterize edilmesinde gii¢lii bir kaynak oldugu kanitlanmistir. Ayrica bu teknoloji,

tip I alerjik hastaliklarin tani ve tedavisi i¢in klonlanmis alerjenler saglayabilir.

Simdiye kadar, alerjenik proteinler iceren protein Oziitlerinin standardize edilmesi
olduk¢a zor olmustur ve bazen 6nemli alerjenler saptanamamistir (Jarolim, 1989).
Ornegin; akar oziitlerinde majér bir akar alerjeni ve Betula (hus) polen alerjeni

bulunmadig1 saptanmistir.

Bireylerin dogustan alerjik olmasi alisilmadik bir durumdur. Alerjik bireylerin ¢ogu
sadece alerjik olma kapasitesini miras alir. Genellikle bir enfeksiyon sirasinda veya
asir1 hava kirliligine maruz kaldiklarinda alerjene duyarl: hale gelirler. Solunum yolu
ve intestinal yol boyunca bulunan mukoza zarlari, saglikli bireylerde yabanci
maddelerin viicut dokularina girmesini 6nlemede oldukga etkilidir. Bununla birlikte,
enfeksiyonlarin veya hava kirliliginin neden oldugu inflamasyon, mukoza ortiisiinii
bozar ve yabanci proteinlerin de§ismeden niifuz etmesine izin verir. Bagisiklik
sistemi bu alerjenlere 0zgli antikorlar {iiretir. Bu alerjenlere daha sonra maruz
kaldiginda, mukoza zar1 saglam olsa bile, bagisiklik sistemi, bu yabanci maddelerin
istilasin1 6nlemek i¢in (B, T hiicreleri, mast hiicreleri ve benzeri gibi) 6zel hiicreler

tarafindan ajanlarin salinmasini uyarir. Bu ajanlar 6dem, lokal dokulara artan kan



akis1 ile konjesyon ve sulu sekresyonlar liretir. Bu tepkiler alerjik semptomlarla
sonuclanir ve bunlar soguk alginligi semptomlarina benzer. Alerjenlere tekrar tekrar
maruz kalindiginda, bazi hastalar giderek daha fazla duyarl hale gelir. Diger hastalar
ise zamanla daha iyi olma egilimindedir (Romagnani, 2004; Heinrich, 2004;

Basehore, 2004; Platts-Mills, 2005).

Kentsel topluluklarda alerjik bozukluklarin artan prevalansina iligkin bir dizi gézlemi
aciklayan olasi nedenlerden bazilar, cevre kirliligi, ev i¢i alerjenlerin artan
konsantrasyonu, diyet ve cocukluk ¢agi enfeksiyonlarinin azalmasi gibi cevresel
faktorlerle ilgilidir. Hijyen hipotezi; bebeklik doneminin baslarinda bakteriyel ve
viral enfeksiyonlarin neden oldugu olas1 immiinomodiilasyona dayanir ve alerjik bir
yanit gelistirme sansinit modifiye eder. Ancak gevresel faktorler alerjik hastaligin
artisin1 tam olarak aciklamaz. Alerjik ebeveynlerin ¢ocuklarinin alerjik hastalik
gelistirmede daha kritik oldugu bilindiginden, son zamanlarda alerjik bozukluklarda

genetik yatkinlik da kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Pincus, 2011).

Genetik ¢aligmalar genis ailelerin baglant1 analizi dahil olmak {izere, alerjik hastaliga
kars1 artan duyarlilik saglayabilen aday genleri iceren birka¢ olasi lokus tespit
etmistir. Alerjik bozukluklarin, belirli popiilasyonlarin genetik yatkinligi ile belirli
cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimden kaynaklanmasi beklenmedik bir
sonu¢ degildir (Romagnani, 2004; Heinrich, 2004; Basehore, 2004; Platts-Mills,
2005).

Son yillarda Bati Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri ve Avustralya'da atopik
hastalik prevalansindaki belirgin artis, cevresel etkilerin onemini gostermektedir.
Almanya'nin yeniden birlesmesinden sonra mevsimsel alerjik rinit ve astim
insidansindaki degisim buna 6rnek verilebilir. Bu bozukluklar, yeniden birlesmeden
once Dogu Almanya'da Bati Almanya'dan daha az yaygindi, oysa yeniden
birlesmeden bu yana, ¢ocukluklarint Dogu Almanya'da geciren ¢ocuklar arasinda
atopi ve saman nezlesinin prevalansinin arttig1 gozlemlenmistir (von Mutius,1998).
Bu olgu, bat1 yasam tarzinin yayginliktaki artiglardan sorumlu olma olasiligini ortaya

cikarmustr.

Belki de Bati iilkelerinde gelisen bagisiklik sistemi, Thl hiicrelerini uyaran
mikrobiyal antijenlerden yoksundur, ¢iinkii ortam nispeten temizdir ve kiigiik

hastaliklar i¢in erken yasamda antibiyotik kullanimi1 yaygindir (Rook, 1998).
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Akut alerjik reaksiyonlar, mast hiicrelerinden antijen kaynakli histamin ve lipid
mediyatorlerinin salinmasina baglidir. Deride ve {ist solunum yollarinda, bazofiller
(gosterilmemistir) de alerjik doku reaksiyonlarina katilabilir. Ge¢ faz reaksiyonu da
dahil olmak iizere kronik alerjik reaksiyonlar, eozinofillerin toplanmasi, histamin
salgilayan faktorlerle mast hiicresi iirlinlerinin serbest birakilmasi ve norotrofinler ve
noropeptidleri iceren norojenik inflamasyon dahil olmak {izere bir yol

kombinasyonuna bagli olabilir (Sekil 1.1) ( MacDonald, 1995).

Histamin,lokotrein
aktive edici faktor

\ Akut Allerjik

Reaksiyo

Hirlty, Urtiker,
Hapsirma,  burun
akintisi, konjunktivit

- Temel proteinler
Iokotreinler  aktive
edici faktor

AN

< " Histamin,
istamin salgilatici aglar

- yagar,

faktor sitokinez Egzama

- ' 1 Siirekli burun
w tikankikh

nfirope'p‘ti'dler

Kronik Alerjik
Reaksiyon

Daha fazla hiriltt

MHC Il

Sekil 1.1 Akut ve Kronik Alerjik Reaksiyon Yolaklari

1.2. Alerjenlerin Biyolojik Aktivitesi

Enzimatik aktiviteye sahip proteinlerin alerjik reaksiyonlari igerme egiliminde

oldugu bir siiredir bilinmektedir (Flindt, 1969; Pepys vd, 1969; Weill vd, 1971;
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Dijkman vd, 1973; Pham and Mire, 1978; Baur vd, 1982; Quirce vd, 1992).
Evrimsel bir perspektiften bakildiginda, uygun olmayan hiicre dis1 enzimatik
aktivitenin bir bagisiklik tepkisini tetikleyebilmesi mantiklidir, ¢iinkii boyle bir
tepkinin uygun oldugu enfeksiyon etkenlerinin varligmmi yansitir. Enzimatik
aktivitenin varligl, tip 2 immiin yanitin uygun oldugu organizmalarin aktivitesini
yansitmasi muhtemel oldugunda, benzer sekilde, ani tip hipersensitivite
reaksiyonunun ortaya c¢ikmasi sasirtict degildir. Alerjenler ¢ok ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bazilar1 i¢in, aktivitenin alerjenin etkinligine dogrudan katkida
bulunabilecegi mekanizmalar tanimlanmistir. Belki de en iyi calisilan aktivite,
proteolitik aktiviteye sahip oldugu bilinen ev tozu akari alerjeni Der p 1'dir. Bu
aktivitenin brons epitelinin gegirgenligini arttirdigi ve bdylece alerjenin alimina ve
inflamatuar sitokinlerin tiretimine katkida bulunabilecegi gdsterilmistir (Herbert vd,
1995). Der p 1 ayrica baz1 16kositlerin ylizeyinde eksprese edilen CD23'i (FccRII,
diistik afiniteli IgE reseptorii) ve CD25'i (IL-2 reseptorii a zinciri) parcalayabilir
(Hewitt vd., 1995; Schulz vd., 1995), bagisiklik tepkisinin diizensizligine ve IgE
liretiminin artmasina yol acar (Shakib vd, 1998). Diger proteazlar, bu stratejilerin en
azindan bazilarin1 benzer etki i¢in kullanabilir. Mast hiicrelerinin protein alerjenleri
tarafindan IgE'den bagimsiz bir sekilde dogrudan uyarilmasi, bir dizi farkli sistemde
rapor edilmistir, bu da dolayl olarak in vivo ortamda alerjik bir yanit1 arttirabilir
(Helm, 1994, Dudler vd., 1995; Emadi-Khiav and Pearce, 1996; Machado vd., 1996).
Yine de, bu alerjenlerden birinin, fosfolipaz A2'nin (ar1 zehirindeki baglica alerjen)
alerjenliginin, bir grup tarafindan enzimatik olarak inaktif hale getiren
mutasyonlardan etkilenmedigi bulunmustur (Wymann vd., 1998). Acik¢a, bazi
proteinler alerjenliklerini artirabilecek biyolojik aktivitelere sahip olsalar da, bu tiir
aktivitenin goriinliste alakasiz oldugu birgok durum vardir. Bazi alerjenler sadece
enzim olabilir ve biyolojik aktiviteleri 6nemsiz olabilir. Bir hipoteze gdére enzimlerin
calisma tarzindan kaynaklanmaktadir; tipik olarak, substratlari, proteinin yiizeyinden
erisilebilen 6zel, genellikle hidrofobik ceplerde baglarlar. Bu cepler alisilmadik
antijenik potansiyele sahip olabilir ve belki de alerjeniteye katkida bulunur.
Substratin bu ceplere erisimi normal olarak enzimin esnemesine baglidir; bdyle bir
esneklik, belki de B hiicresi reseptorlerinin veya IgE'nin baglanmasini kolaylastirarak

alerjenlige de katkida bulunabilir (Russell, 2000).
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Birgok alerjen, bazi benzerlikleri paylasir, bu da alerjenitenin en azindan kismen
birincil sekansla iligkili olabilecegini diisiindiiriir. Bununla birlikte, dahili peptit
dizileri, T epitoplarinin uzunlugu (10-15 amino asit kalintis1 uzunlugunda) dikkate
alindiginda, alerjen aileleri arasinda genel bir homoloji ortaya ¢ikmaz (Gendel,

1998a; Gendel, 1998Db).

Diger bir yandan ¢ok sayida kanit, degistirilmis T hiicresi ligandlarinin, hem in vitro
hem de in vivo olarak T hiicre tepkisinin polaritesini degistirebilecegini
gostermektedir (Windhagen vd, 1995; Sloan-Lancaster and Allen, 1996; Tsitoura vd.,
1996; Vidal vd., 1996; Nicholson vd., 1998; Pingel vd., 1999).

Birgok protein alerjeni glikozillenir, bu da glikozil gruplarinin alerjenitelerine
katkida bulunma olasiligin1 yiikseltir. Bu, glikozilasyon paternlerinin dogal
muadillerinden 6nemli 6lgiide farkli olabilecegi transgenik proteinlerin alerjenitesi
diisiiniildiglinde potansiyel olarak ozellikle 6nemlidir (Jenkins vd., 1996). Bu tiir
farkliliklar, ozellikle transgenler anormal derecede yiiksek seviyelerde eksprese
edildiginde, normalde bulunmadiklar1 dokularda veya genis tiir bariyerleri
asildiginda olasidir. Sasirtict bir sekilde, protein glikozilasyonunun proteinlere karsi
alerjik bir yamitin indiikklenmesiyle herhangi bir iligkisi heniiz kesin olarak
gosterilmemistir. Bununla birlikte, seker gruplarinin proteinlerin immiinojenisitesini

ve alerjenligini etkileyebilecegi bir¢ok potansiyel mekanizma mevcuttur.

Oligosakkaritler, okaryotik hiicrelerde sentezleri sirasinda veya kisa bir siire sonra
bircok proteine dogal olarak eklenir. Glikozilasyon, birincil amino asit sekansi
icindeki yan glikosilasyon motiflerinin varligina baglh olarak, en yaygin olarak
asparajin  (N-bagli)) veya serin/treonin (O-bagli) amino asit kalintilarina
oligosakkaritlerin kovalent baglanmasini igerir (Marshall, 1972). Bu nedenle, ortaya
cikan glikoproteinlerin ayrilmaz bir pargasidirlar ve fiziksel ozelliklerini etkilerler.
Bunlar, digerlerinin yam1 sira, degismis stabilite, ¢oziiniirliik, hidrofobiklik ve
elektrik yiikii icerebilir. Bu degisikliklerin herhangi bir sayist bir proteinin
stabilitesini ve alimin etkileyebilir ve dolayisiyla antijenik ve alerjenik potansiyelini
degistirebilir. Birincil amino asit dizisinde bulunan kalintilarin kimligini degistirerek,
glikozilasyon, bir proteinin yiizeyinde bulunan B hiicresi epitoplarin1 degistirebilir.
Glikozile edilmis epitoplarin genellikle ¢ok i1yi B-hiicresi epitoplari olusturdugu
bulunmustur (Weber vd, 1987; Petersen vd., 1999), IgE'nin 6nemli bir oran,
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glikozile edilmis epitoplara baglanan bir glikoproteine kars1 yonlendirilir. (Tretter
vd., 1993; Batanero vd., 1994; Singh vd., 1999). Bu nedenle, bir proteinin, sensitize
bir bireyde alerjik bir yanitin (yani, mast hiicrelerinin yiizeyinde ¢apraz baglanti IgE)
klinik etkisini ortaya ¢ikarma yetenegi, deglikozilasyon ile azaltilabilir (Batanero vd.,

1994; Petersen vd., 1998).
1.3. Polen Alerjisi

En 6nemli dis ortam alerjen kaynaklari, agaclar, otlar ve yabani otlar dahil olmak
lizere anemofil (riizgarla tozlasan) bitkilerden elde edilen polen taneleridir. Anemofil
bitkiler, 250.000'den fazla polen iireten tlirlin yalnizca onda birini temsil eder.
Mevsimine bagli olarak, anemofil sporlar 100 tane/m® 'iin iizerindeki
konsantrasyonlara ulasabilir, glinlerce havada asili kalabilir ve baslangic
noktalarindan yiizlerce mil uzaga tasmabilir (Jae-Won , 2018). Anemofil bitkiler,
dollenme sansimi artirmak icin, ylizlerce kilometreye yayilmaya izin veren iyi
aerodinamik o&zelliklere sahip kiigiik, dehidre polen gibi karakteristik ozellikler
gelistirmislerdir (Singh, 2021). Polende alerjenlerin varlig1 ve bunlarin ekspresyon
seviyeleri, bitki tiirlerine, olgunlagsma asamasina, degisen iklime ve cevresel
faktorlere bagli olarak degisebilir. Iklim kosullarindaki degisiklikler nedeniyle,
giinliik ve mevsimsel yayginlik gézlemleri ¢ok onemli hale gelir ¢linkii bu sekilde
elde edilen bilgiler saman nezlesi olan hastalarin tedavisine dogrudan
uygulanmaktadir. iklim degisikligi, cesitli deneysel ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
bildirildigi tizere, aeroallerjenleri ve ozellikle bitki alerjenlerini etkiler (Sharma,

2010).

Polenler, aeroalerjenler olup alerjiye en ¢ok sebep olan alerjen faktorler arasinda yer
alir. Her agacin ve bitkinin disseminasyon doneminin farkli olmasindan dolay:
polenler neredeyse her mevsim atmosfere yayilir. Ve polen alerjisi olan bireyleri
olumsuz yonde etkiler (Reid ve Gamble, 2009). Ulkemizde, eldeki verilere gore
9.376 dogal bitki tiiriiniin oldugu ve bunlardan %20’sinin alerjen 6zelliklere sahip
oldugu da goz oniinde bulundurulursa polenlerin 6nemi daha da artmaktadir (Sin vd.

2007).

Alerjik reaksiyonlari tanimlanmig polen igeren 178 bitki tiirli, Allergome veri
tabaninda yer almaktadir. Bu tiirler 44 farkli aile ve 29 takima aittir. Profilinler

ekspansinler ve EF hand domain iceren kalsiyum baglayan proteinler esas (major)
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polen alerjen ailelerini olustururlar oysaki en ¢ok bitki besin alerjeni kupin, profilin
veya prolamin, ailelerine aittir. Ole e 1-benzeri, pektatliyaz, riboniikleaz, Bet v 1
benzeri, glikozil hidrolaz 28, FAD baglayan domain, thaumatin benzeri, prolamin,
Amb V alerjen protein aileleri daha az sayida alerjen protein igerirler. Allergome
veritabanindaki alerjenler, Pfam protein ailesi veritabaniyla karsilagtirilmistir. Polen
(A, 29 aile) ve bitki gidast (B, 27 aile) alerjenlerinin tiim ailelerindeki ve tiim
tohumlu bitki proteinlerinin en bol bulunan 25 familyasindaki (C, toplam 2615 aile)
dizi sayilar1 gosterilmistir (Sekil 1.2) (Rauder ve Breiteneder, 2006).
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Sekil 1.2 Polen ve bitkisel besin alerjen proteinlerinin dagilimi (Rauder ve

Breiteneder, 2006).

1.4. Tilia cordata’nin Genel Ozellikleri ve Alerjen Faktorleri

Tilia cordata’ min Taksonomisi

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
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Smif: Magnoliopsida
Aile: Tiliaceae

Cins: Tilia

Tiir: Tilia cordata

Kuzey 1liman boélgelerden elliye yakin Tilia (1thlamur, thlamur agaci) tiirii bulunur.
Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika'da yaygin olarak dagilis gosterir ve Meksika’nin
giineyine bulunurlar. Kuzey Amerika kitasinda yedi tiir bulunur. Avrupa tiiri
genellikle sokak veya parklarda peyzaj amacl kullanilir. 7. cordata, Tilia'nin en
yaygin tiridir (Sekil 1.3). T. cordata, yaygin olarak yaprak doken, sekli cok
simetrik, ana hatlar1 piramitten oval olan ve yogun koyu yesil, yazin parlak
yapraklidir. Kalp seklindeki yapraklar sonbaharda sar1 veya sari-yesile doner. Polen
taneleri farklidir, 28—-36 um, tohum porlar1 kalin, ags1 bir eksinde oluklara batmistir.
Ihlamur kolay hibritlesen bir tlirdiir. 30m yiikseklige (nadiren 37m) kadar uzanan
yaklasik Im capinda silindirik govdeli, kademeli olarak daralan ve yiiksekliginin licte
ikisine kadar dallanmayan bir agag¢ tiiriidiir (Pigott, 1991). Yapraklari basit, almash
genellikle disli veya loblu, tabani ise asimetriktir (Sekil.1.3). Cigekleri iki eseyli
bazen tek eseylide olabilir ve aktinomorf simetrilidir (Yildiz, 2010). Siklikla
sokaklarda, parklarda ya da c¢evre kirliligi tolerans1 igin refiijlerde kullanilir.

Kurutulmus yapraklari bitki ¢ay1 olarak kullanilir (Yildiz, 2010).
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Sekil 1.4 T. cordata yaprak, meyve ve ¢igekleri (Wikipedia Contributors, 2021)

Tiirkiye’de de 4 farkli ithlamur agaci tiirli bulunmaktadir. Yaz thlamuru (7.
platyphyllos), (Kafkas thlamuru (Tilia rubra), giimisi thlamur (Tilia tomentosa),
kiiciik yaprakli thlamur, (7ilia cordata) tirleridir (Davis, 1967). Thlamur tiirleri
aromatik yaglar, ugucu yaglar ve benzeri sekonder metabolitler bakimindan zengin
olmasi sebebiyle tip, eczacilik, gida, kozmetik ve parfiimeri gibi alanlarda biiyiik

Ooneme sahiptir (Baser vd., 1993). T. cordata ve Caucasian lime thlamurunun
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hibritleri olan Crimean lime, T. xeuchlara’min agaglarinin altinda uzanan bal

arilarinda narkotik etkisi oldugu gézlemlenmistir.

Ihlamur agaglar1 ar1 yetistiricileri i¢in thlamurun nektar1 ve yiiksek degerli 6ziitlinden
dolay1 oldukga degerli bir agactir. Polen disseminasyonu, Haziran’dan Temmuz’a
kadar devam eder. Bazen Agustosa kadar da devam edebilir. Polinasyonu
saglayanlarin basinda bocekler gelmektedir. Arilar ve siirekli ugan bdcekler
polenlerin genis alanlara yayilmasina neden olurlar. Ayrica 7. cordata ekstraktinin
normal murin lenfositleri ve lenfoma hiicre hattinin aktivitesini antiproliferatif edici

etkisi oldugu diistiniilmektedir (Pigott, 2010).

Portekiz'deki alerjik bir popiilasyonda aeroalerjen duyarliligini degerlendiren bir
calisma, yiiksek polen sayilarinin, kiiciik ¢ocuklarda bile meydana gelen erken
duyarlilig1 agiklayabilecegini bulmustur (Loureiro, 2005). Thlamur agacinin, en
temsili aeroalerjenlerden biri oldugu bulunmustur ve 557 pediatrik (15 yasindan

kiigiik) hastanin %11.4'linde duyarlilagma ile sonu¢lanmistir (Yazicioglu, 2004).

Tiirkiyede rinit ve astimli gocuklarin %5.5’1, Portekiz’deki alerjik ¢ocuklarin
%11,4’tinde Tilia hassasiyeti goriilmiistiir. Turkiyedeki yetigskinlerin %42,5’inde T.
cordata nin alerjik semptomlar: arasinda Oksiiriik, rinokonjonktivit, alerjik kontakt

dermatit bulgular1 tanimlanmistir (Weber, 2014).

T. cordata polen alerjisi ile ilgili literatiir taramalarinda 2001 yilina kadar bir
calismaya rastlanmamuistir. 2001 yi1linda Mur ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
alerjik rahatsizlikla klinige bagvuran bir kadinda 7. cordata’ya kars alerjik reaksiyon
gosterdigini rapor etmislerdir (Mur vd., 2001). Hastanin evinin yakinlarinda bulunan
T. cordata’min ¢igeklenme doneminde (Haziran-Temmuz) bu agacin polenlerine
kars1 goz, kulak, burun, farinkste kasinti, hapsirma ve gece gelen Oksiiriik ndbeti
bulgularint raporda belirtmiglerdir. Yaptiklar1 laboratuvar incelemelerinde ise
hastanin IgE seviyesini yiiksek ve 7. cordata polen ekstresine kars1 yapilan deri prick

testini (SPT) (%5 w/v) pozitif olarak tespit etmislerdir.
1.5. Polen Morfolojisi

Polen, kozalakli agaclarin veya diger gymnospermlerin erkek konilerindeki
mikrosporanjiyada veya bir anjiyosperm c¢iceginin anterlerinde {iretilir. Polen

taneleri, tiire 6zgli cok cesitli sekil, boyut ve yiizey isaretlerine sahiptir. En kiiciik
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polen tanecigi (Myosotis spp.), yaklagik 6 um c¢apindadir. Riizgarla tasinan polen
taneleri yaklagik 90-100 um kadar biiylik olabilir (Tablo 1.2) (Pleasants vd., 2001).
Alerjik hastaliklar1 teshis ve tedavi etmek ig¢in kullanilan alerjen oOziitlerinin
iretiminde kaynak malzeme olarak kullanildigindan, aktif bir farmasdétik bilesen
olarak kabul edilir. Bu nedenle, polen alerjen 6ziitlerinin iiretilmesine yonelik iiretim
siirecleri ve bu oziitlerin kalitesi, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) ve Biyolojik Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (CBER) tarafindan
diizenlenir (Codina, 2016).

Tablo 1.2 Polen taneciklerinin boyutlarina gore kategorize edilmesi (Kremp, 1965)

Boyut (mm) Kategori
<10 cok kiigiik polenler (Myosotis)
10-25 kii¢iik polenler (Salix)
25-50 orta polenler (Quercus)
50-100 bliylik polenler (Zea)
100-200 cok biiyiik polenler (Cucurbita)
>200 asir1 biiyiik (giant) polenler (Mirabilis)

Polen caligmalar1 taneciklerin tiim yapisal Ozelliklerini ve dekoratif yonlerini
kapsamalidir. Polen morfolojisi ¢alismalarinda 151k mikroskopu ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmasi ve bu polen taneciklerinin genel yapisini
(6rnegin; sekli, Olgiisili, apertiir numarasi ve bolgesi) gorsellestirmek i¢in 6nemlidir

(Halbritter vd., 2018).

Polen taneleri, gelisimin erken agamalarinda (anter duvari gelisimi, mikrosporogenez
ve mikrogametogenez) daha sonraki asamalarindan (polen olgunlagmasi ve anter
ayrigmasi) veya progamik faz sirasindan (polen hidrasyonu, polen tiipiliniin
cimlenmesi, biiyiimesi ve yonlendirilmesi) daha hassastir. Olgunlagma sirasinda
polen taneleri, bir anter ayrismasindan dnce veya sonra ¢esitli derecelerde hiicresel

dehidrasyona ugrar. Polen taneciklerinin su igerigi %40’a diiser ve polen alicilari
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stigmaya inene kadar fizyolojik olarak uykuda kalir (Iron, 2012). Boylece, dagilmaya
hazir polen, dis ortamda uzun vadeli canlilig1 saglamak i¢in azaltilmis bir metabolik
aktiviteye sahiptir. Biseliiler polen genellikle triseliller polenden daha fazla
dehidredir ve metabolik olarak daha az aktiftir. Polenlerin kurumasinda sicaklik
degisimlerinin giiglii bir etkisi vardir. Endoplazmik retikulum yiginlari, 1s1 stresi
altindaki polende biiyiikk Olciide ayrisir ve sonu¢ olarak protein islenmesini ve

salgilanmasini etkiler (Ciampolini, 1990).

Polen duvarmnin birincil alt boliimii, dis ekzin ve i¢ intin tabakasindan olusur. Ekzin,
son zamanlarda karotenoid polimerizasyonu ile iiretildigi seklinde yorumlanan

oldukga direngli bir polimer olan sporopolleninden olusur (Brooks ve Shaw, 1968).

Polen sekli ve apertiir konumu dogrudan polen polaritesiyle iligkilidir. Polarite,
mayotik tetraddaki mikrosporun uzamsal yonelimi ile belirlenir ve tetrad asamasinda

incelenebilir.

Her mikrospor poleninin kutup ekseni, tetrad merkezine dogru yonlendirilmis
proksimal kutuptan mikrospor poleninin uzak kutbuna dogru uzanir (Sekil 1.5).
Ekvator diizlemi, mikrosporun merkezinde kutup eksenine dik olarak bulunur (Sekil
1.6). Ekvator diizlem mikrosporu/poleni, diinyanin kuzey ve giiney yarimkiiresine

benzer proksimal ve distal iki parcaya boler.

Paa®

Sekil 1.5: Tetrad yapist (Halbritter,vd., 2009)
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Sekil 1.6 Polen ekvatoryal diizlemi (Halbritter, vd., 2009)
1.6. Polen Duvar1 (Sporoderm)

Tohumlu bitkilerde sporoderm genellikle iki ana tabakadan olusur: dis kisim ekzin,
i¢ kisim intin. Ekzin genel olarak sporopolleninlerden olusur ve bu sporopolleninler
asetolizis ve pargalanmaya dayankli biyopolimerlerdir. intin ise genellikle pektin ve
selulozdan olusur. Ekzin kendi i¢inde 2 tabakaya ayrilabilir: i¢ kisimdaki
“’endekzin’’ dis kisimdaki ise ektekzin olarak adlandirilir. Tektat polende ektekzin
genellikle bir bazal ayak, bir infratektum (6rnegin, columellae) ve bir tektumdan
olusurken, endekzin ise esas olarak yapilandirilmamis bir katmandir. Bu temel
yapidan bir ¢ok sapma vardir: katmanlar kalinlastirilmis, degisken sekilde
yapilandirilmis veya eksik olabilir. Polen tanesinde tektum bulunmadiginda buna
atektat denir. Apertural bolgelerde polen duvar genellikle farkli bir ekzin yapisi ile

karakterize edilir.

= TopTatehial ; o g
£ = zlemantlar - - | .
1 w .
= telolwm | |
= 1 t = = = ==
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Sekil 1.7 Polen duvari tabakalasmasi (Halbritter, vd., 2009).
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1.7. Angiosperm Polen Duvari

Angiospermlerde ektekzin genel olarak infratektum, tektum ve ayak tabakasindan
olusmaktadir. Bununla bilirkte dis katman, tektum ve supratektal elemanlarla kapl
olabilir. Infrarektumun alti kismi kolumellat granulardir (ikinci bir kolumella
tabakasi bir internal tektum olusturabilir). Ayak tabakasi ise siirekli olabilir, kesintili
olabilir veya olmayabilir. Endekzin, siirekli veya siireksiz, siingerimsi veya kompakt,
yalnizca apertiirlerde bulunabilir ya da hi¢ bulunmayabilir. Duvar kalinligindaki
sapmalar icin; annulus, tektus, tenuitas ve kosta (neksin kalinlasmasi / endoapertiir

siirindaki endeksin) gibi bazi 6zel terimler kullanilir (Sekil 1.8) (Halbritter, 2009 ).

Sekil 1.8 A. kostal polen B. Duvarin i¢ tarafinda endoapertiir etrafindaki
kalinlasmanin goriiniimii (Halbritter, 2009)
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1.8. Gymnosperm Polen Duvari

Gymnospermler (agik tohumlu) bitkiler Ginko, Sikadlar, Coniferler (kozalakli
agaclar) ve Gnetales’den olusur. Gymnosperm polen duvarinin temel tabakalasmasi
(ektekzin, endekzin ve intin) angiosperm polen duvari ile aynidir. Fakat gymnosper
polen duvarinin angiospermden ayiran 2 farkli noktasi vardir: birincisi olgun polende
bir lamellat endekzin bulundurarak, ikincisi ise inferktum asla kolumellat degildir.
Infratektum da alveolat veya granulardir ancak asla kolumellat degildir (Van Campo,

1973).

Sakkat poleni i¢in 0©zel bir terminoloji kullanilir (6rnegin; Pinaceae ve
Podocarpaceae). Saccus, alveolat infratectum ile bir hava kesesi olusturan ekzindz bir
genislemedir. Corpus, sakkat polen tanesinin merkezi govdesidir. Kappa, korpusun
kalin duvarli proksimal yiiziidiir. ince duvarli distal yiizii ise leptoma olarak

adlandirilmistir (Sekil 1.9) (Van Campo, 1973).

100 pym 100 ym

100 pm 100 pm

Sekil 1.9: Gymnosperm sakkat poleninde terminoloji A) Corpus B) Sacci C)
Kappa D) Leptoma
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1.9. Tilia Cordata’nin Polen Morfolojisi

T. cordata polenlerinin ekvator ¢apit 25-37 um ve yuvarlanmig iiggene benzer bir
goriiniime sahiptir (Sekil 1.13). Polen taneleri trikolporat, porlar diizlesmis alanin
ortast boyunca uzanirlar. Oluklar kisa elips, 10-16 um uzunlugunda ortalama 3-5
um eninde ve diizensiz sinirlara sahiptirler (Sekil 1.10). Sekzin (ekzin dis katmani)
ve nekzin (ekzin i¢ katmani) benzer kalinlikta olup, kolpi yanindaki yaklasik 4-7 um
kalinhgindaki ( nekzin harig), totalde yaklasik 3 pm kadardirlar. intin apertiirlerin
altinda ince bir yapidadir. Duvar yapisi, dallanmis mikropilanin kolumellasiyla
birlikte tektattir. Yiizey yapisi diizensiz mikroretikiilattir (Weber, 2014). Polen duvar
yapisindan morfolojik ve anatomik olarak énemli dl¢tide farklilik gosteren kisim ise
apertiir olarak adlandirilmistir  (Sekil 1.11). Apertiir genellikle bitkinin
¢imlenmesinde rol oynar ve sussuz ortamlarda kapanarak su kaybinin dniine gegerler

(Halbritter, 2009).

Sekil 1.10 (A) Polar goriiniim (B) ekvatoral goriiniim
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Sekil 1.11 (A) Apertiir (B) ekzin ylizeyi

Sekil 1.13 Tilia cordata’ya ait mikroskop goriintiileri (paldat.org, 2020)
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1.10. Polinasyon (tozlasma)

Polen taneleri, dollenmeyi saglamak icin gereken erkek gametleri icerir. Polen
tanelerinin disi lireme yapisina (kapali tohumlularda pistil) aktarilmasina tozlasma
denir. Anterin ayrismasi ve dagilmasi i¢in uygun kosullar1 bekleyen olgun polen
taneleri, normalde polen tiiplerinin iginden biyiidiigii ve stigmanin uzunlugu
boyunca asagidaki oviile dogru gecislerini gelistirdigi gozeneklere sahiptir.Bu
aktarima riizgar aracilik edebilir, bu durumda bitki anemofil olarak tanimlanir.
Anemofil bitkiler tipik olarak bazen hava keseli biiylik miktarlarda ¢ok hafif polen
taneleri tretir. Cigeksiz tohumlu bitkiler, karakteristik olarak anemofildir. Anemofil
cicekli bitkiler genellikle goze ¢arpmayan ciceklere sahiptir. Entomofil (bocek
seven) bitkiler, cigeklerine c¢ektigi bocek tozlayicilart tarafindan dagitilmak iizere
nispeten agir, yapiskan ve protein agisindan zengin polen liretirler. Pek ¢ok bocek ve
bazi akarlar polenle beslenmek i¢in uzmanlasmistir ve bunlara palinivor denir.
Cigeklenmeyen tohumlu bitkilerde polen, mikropilin altinda, yumurtanin ig
kisimlarimin altinda bulunan polen odasinda filizlenir. Gelismekte olan sperm
hiicresine besin saglamak icin cekirdek icinde biiyliyen bir polen tiipii iiretilir. Bu
arada, tiip hiicresinin ¢ekirdegi ve iki sperm hiicresi olusturmak i¢in boliinen liretici
cekirdek de tiipilin i¢ine ge¢mistir. Sperm hiicreleri polen tiipiiniin ucunda hedeflerine
taginir. Polen tiipiiniin biiylimesi sirasinda ortaya ¢ikan ¢ift sarmalli DNA kirilmalari,
bir sonraki bitki nesline aktarilacak erkek genomik bilgisini tasiyan iiretici hiicrede

verimli bir sekilde onariliyor gibi gériinmektedir (Hirano, 2013).
1.11. Polen Alerjisinde Tan1

Polen alerjisinin teshisi, hastanin klinik ge¢cmisi ve fiziki muayene ile baglar.Klinik
gecmis, tanimlanabilir ve ilgili bir alerjen maruziyetiyle gecici iliski i¢inde olan
alerjik semptomlar1 tanimladiginda, IgE antikor duyarlilig1 in vivo cilt testleri (prick
veya intradermal) veya in vitro kan testleri (alerjene 6zgli IgE antikor serolojik
testleri) ile dogrulanmistir (Jae-Won, 2018). Bireyin duyarlilik 6ykiisii ile bu birincil
tanisal testler arasinda bir uyumsuzluk varsa, ikincil bir provokasyon testi (burun
testleri, brongiyal testler) dykiiye dayali taninin dogruluguna karar verebilir. Alerji
testleri semptomlara, ¢evresel ve mesleki maruziyetlere, yasa ve hatta hobiye gore
secilir. Tim sonuglar daha sonra hastanin tibbi ge¢misi ile baglantili olarak

yorumlanir. Alerjenlerin nedenini belirlemek i¢in deri testi ve kan testi olmak tizere
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iki tiir test vardir. Higbir test tek basina bir alerjiyi teshis edemez. Hem kan hem de
deri alerjisi testleri, bir hastanin polenler ve toz akarlar1 gibi yaygin solunan
maddelere veya diger maddelere kars1 duyarliligini tespit edebilir. Genel olarak deri
testi, alerji uzmanlar tarafindan kullanilan en dogru ve tercih edilen yontemdir.
Siddetli deri dokiintiileri gibi baz1 6zel durumlarda veya deri testinin yorumlanmasini
engelleyen bir ilacin kullanilmasini durdurmak miimkiin degilse, alerji kan testleri de
kullanilabilir. Deri ve kan alerji testlerinin sonuglar1 net degilse veya hastanin tibbi
gecmisi ile tutarsizsa, alerjenleri bulmaya yonelik sorgulama testleri, tibbi ge¢miste
toplanan bilgileri dogrulayan dogru ve gilivenilir sonuglar vermek acgisindan
degerlidir. Alerjik hastaliklarindan tanisinda deri prick testi, intradermal deri testi ve
serolojik testler kullanilir. Bu testler arasinda deri testleri serolojik testlere gore daha

hassastir. Ve daha giivenilir sonuglar verir (Jae-Won, 2018).
1.11.1 Skin Prick Test

Prick veya scratch (¢izik/cizme) testlerde, olast alerjenden deriye kiigiik bir damla
damlatilir. Daha sonra alerjen damlatilan nokta bir igne ile hafif¢e delinir veya
cizilir. Prick testi, cihazin ucunun epidermise yaklasik 45° 'lik bir agiyla bir damla
ekstraktin i¢cinden sokulmasiyla gerceklestirilir; u¢ daha sonra kaldirilir ve
epidermiste kiiclik, gecici bir yirtik olusturur. Prick testi hipodermik ignelerle
yapilabilir. Scratch testler daha zayif tekrarlanabilirlik ve daha fazla depigmente alan
birakma olasilig1 nedeniyle yakin zaman Once artik uygulanmamaya baslanmistir
(Vanselow, 1967). Damlatilan alerjene kars1 hassasiyet varsa 15 dk i¢inde kizariklik,
sisme ve kasint1 baslayacaktir. Ayrica ar1 kovanina benzer bir kabariklik veya iz de
goriilebilir. Bu kabarik alan ne kadar genisse alerjene karsi alerjik olma olasilig

dogru orantilir.

Deri testi, bir seansta birden fazla hassasiyeti test etme yetenegi nedeniyle IgE aracili
hassasiyetin in vivo tespiti i¢in tercih edilen yontemdir. Pozitif deri testleri, astim ve
alerjik rinitli hastalarin ¢ogunda mevcuttur, ancak semptomlari olmayan kisilerde de

yaygindir.

Bu nedenle, deri testinin pozitif olmasi klinik alerji tanist koymak i¢in yeterli
degildir. Baz1 hastalarda tipik alerjik rinit semptomlar1 vardir, ancak cilt ve ilgili

alerjenler icin in vitro testler negatiftir.
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Prick testlerle igili bilinmesi énemli olan;

e Pozitif bir deri testi sonucu tek basina, bir alerjiyi teshis etmek icin yeterli
degildir.

e Pozitif bir deri testi alerjinin siddetini belirlemede yardimci olamaz.

Negatif bir deri testi herzaman alerjik olmama anlamina gelmez (Jae-Won, 2018).

Diger bir taraftan SPT avantajlarin1 degerlendirecek olursak;

e Bir cok alerji tiiriine kars1 uygulanabilir bir yontemdir.

e Bazi durumlarda alerjen tespitinde en dogru ve en ucuz yontem olabilir
(Vanselow, 1967).

e Skin Prick testler serolojik testlere gore daha hassastir. Ve daha giivenilir

sonugclar verir (Jae-Won, 2018).

1.11.2 intradermal Testler

Intradermal testler, deri altindaki dis tabakaya ¢ok az miktarda alerjen enjekte
edilmesiyle yapilir. Bu test, deri prick testi sonuglari negatifse ancak yine de

hastanin alerji oldugundan siipheleniyorsa kullanilabilir.

1.11.3 Serolojik testler

Deri testleri, serolojik testlerden daha hassastir, ancak bazi durumlarda alerjileri
teshis etmek i¢in bir kan testi kullanabilir. Hastanin cildi ¢ok hassas veya bir cilt
rahatsizl181 varsa, alerji testi sonuglarina etki edecek bir ila¢ kullaniliyorsa, daha 6nce
bir alerjene karst cok hassas ise ve daha fazla maruz kalmaktan kagimmmasi
gerekiyorsa serolojik testler yapilabilir. Total IgE serumu, alerjik hastaliklar i¢in
tanisal bir belirtec olarak kullanilir. Bununla birlikte atopik ve non atopik
popiilasyonlar arasinda total IgE serum seviyelerindeki genis Ortlisme, alerjik
hastaliklarin tehsisi ¢calismasinda en 6nemli tek laboratuvar analiti olan alerjene 6zgii
IgE’nin yerini almasina neden olmustur. Serolojik testlerin sonuglanmasi birkag giin
stirebilir. Hangi tiir alerji testi yapilirsa yapilsin bu teste “’Spesifik IgE (sIgE) Kan
Testi’” denir (Genellikle RAST veya ImmunoCAP testi olarak anilir). Bu test, yanlis
pozitif sonu¢ oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle iyi bir tarama testi degildir. Bir

alerjinin ne kadar siddetli oldugunu belirleyebilecek bir test heniiz yoktur.
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Radyoallergosorbent testi (RAST), insan serumunda alerjene 6zgii IgE antikorlarinin
tespiti i¢in 1968 yilinda gelistirilen ilk testtir (Wide, 1967). RAST, rekabetci

olmayan, heterojen (ayirma asamasi dahil), kat1 fazli bir immiinoradyometriktir.

Son zamanlarda testlerin otomasyonu ve reaktif kalitesinde biiyiikk gelismeler
olmustur. Ornegin, alerjen ekstraktlarmm ve &zellikle alergosorbentlerin
hazirlanmasinda kullanilan bilesen alerjenlerin sayisi ve kalitesi, yeni ekstraksiyon
ve kalite kontrol yontemleri kullanilarak yapilan kapsamli arastirmalar sonucunda

artmistir.

1.11.4 Nazal Provakasyon Testleri

Nazal provakasyon testleri (NPT) alerjenin veya mediatoriin dogrudan burun igine
verilmesiyle yapilir. NPT, dogal olarak gelisen alerjiyi in vitro ortamda taklit ederek
alerjenlerin rinitteki roliinii gdstermede en iyi deneysel yontem olarak kabul edilir.

NPT klinik veya bilimsel arastirma amaci ile kullanilabilir (Jae-Won, 2018).

1.12. Alerji Tedavi Yontemleri
1.12.1 Alerjen Immunoterapi ve Rekombinant DNA

Alerjene 6zgili immiinoterapi, deri altina enjeksiyon veya alerjen ekstre dil alti
uygulamasiyla (sublingual) gerceklestirilen, tip I alerjik hastaliklara kars1 etkili bir
tedavidir. Deri alti immunoterapisi, bitki aeroalerjenlerine bagli olusan astima kars1
1yl sonuclar vermesine ragmen polen tipik olarak rinit ve konjonktivit semptomlari
olusturur (Scheiblhofer vd., 2018). Sublingual immunoterapi (SLIT), deri alti
immunoterapiye (SCIT) gore hastalar1 desensitive etmede daha giivenilir bir
yontemdir. Basarili SLIT' in immiinolojik mekanizmalar1 biiyiik 06lglide
SCIT' ninkilere benzer. Bir dizi biiyiik klinik ¢alisma, SLIT'in klinik olarak etkili
oldugunu, alerjik rinit ve astim semptomlarimi 1iyilestirdigini  gostermistir
(Scheiblhofer vd., 2018). Dendritik hiicreler, toleransi indiikklemede onemli bir rol
oynar. Bu noktada ii¢ tolerans asamasi tanimlanmistir: mast hiicrelerinin ve
bazofillerin erken toleransi, ardindan T hiicresi tolerans1 (T hiicresi anerjisi) ve T

helper 2 hiicresinden T helperl hiicresine gecis ve sonunda B hiicresi toleransi (B
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hiicresi baskilanmasi). Insanlarda tolerans, alerjene o6zgii IgG4 indiiksiyonu,
salgilayict immiinoglobiilin antikorlarinin indiiksiyonu, yabanci proteinleri baglayan
ve lokal enflamasyona neden olmadan viicuda girmelerini Onleyen cesitli
mekanizmalarla indiiklenebilir (Scheiblhofer vd., 2018). Bununla birlikte, uzun
siire ve yan etkiler nedeniyle, hastalarin sadece kiigiik bir kism1 bu tedaviyi almaya
karar verir. Alternatif olarak, hasta sayisindaki artist durdurmak igin kiiciik

cocuklarda erken profilaktik miidahale onerilmistir.

Alerjenleri kodlayan plazmid DNA ve mRNA asilarinin, alerjik Th 2 -tarafh
reaksiyonlart modiile eden veya bunlara kars1 koyan Th 1 yam sira T diizenleyici
yanitlart indiikledigi gosterilmistir. Ham oOziitlerin aksine, genetik asilar alerjeni
yiiksek saflikta saglar (Scheiblhofer vd., 2018). Plazmit DNA veya mRNA asilari
ile bagisiklik kazanmay1 izleyen siirecler, viral enfeksiyonlarla baglantili olanlara
cok benzer; yani, transfekte hiicreler i¢cinde kodlanan proteinler kopyalanir, ¢evrilir
ve bagisiklik sistemine sunulur. Bu nedenle, bu asilarin 6zellikle hiicre aracili
bagisiklik yoluyla viral enfeksiyonlar ve timorlerle savagmak i¢in uygun olabilecegi
varsayimi acikti. Aslinda, hayvan modellerinde yapilan ilk calismalar, DNA
astlarmin  giiglii sitotoksik T-hiicresi tepkileri ortaya c¢ikarmadaki etkinligini
kanitlanmistir. Klinik olarak ilgili alerjenleri kodlayan DNA asilarinin anti-alerjik
potansiyelini arastiran ilk caligmalar, hus agaci ve ev tozu akarindan gelen ana
alerjenleri kodlayan yapilarla gergeklestirilmistir. Bu deneylerde, hayvan
modellerinde alerjen kodlayan plazmid DNA ile asilamanin bizzat Thl-tarafli bir
tepkiye neden oldugu, bununla birlikte IgE iiretiminden kagindig: ve hatta terapotik
bir ortamda yerlesik bir alerjik Th2 reaksiyonuna karsi koyabildigi kanitlanmistir
(Scheiblhofer vd., 2018).

Siddetli polen alerjisi semptomlar1 immiinoterapi ile hafifletilebilir. Alerjen
immiinoterapi, hem alerjik rinit hem de alerjik astim i¢in etkili bir tedavi yontemidir.
Klinik etkinlik, yeterli dozda ekstrelerin uygulanmasimi gerektirir; kontrollii
calismalarda bircok alerjen igin etkili dozlar belirlenmistir. Immiinoterapi, alerjenlere
kars1 hem yardimci T hiicre alt kiimesi Th1 hem de Th2 yanitin1 azaltan regiilatér T
hiicrelerinde erken ve gecici bir artisa neden olur. Immiinoterapi, hastalik
modifikasyonunu indiikler, yeni duyarhiliklar1 azaltir, rinitten astima, ilerlemeyi
azaltir ve kesildikten sonra yillarca devam eden klinik iyilesme ile sonuclanir.

Alerjen oziitlerinde ve bunlarin uygulama yollarinda yapilan degisikliklerin aktif
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aragtirmasi, rahatsizlifi azaltmak ve immiinoterapinin giivenligini artirmak ig¢in
immunoterapi ile ilgili calismalar devam etmektedir. Immiinoterapi tiirii, zamanla
verilen SCIT veya SLIT igerir. Bunlar, bagisiklik sistemini belirli bir alerjene
uyarlamaya yoneliktir. Bazi hastalar i¢in alerji semptomlar1 1-3 yil i¢inde sonsuza

kadar kaybolur (Jae-Won, 2018).

Rekombinant DNA; molekiiler biyoloji alanindaki gelismeleri takiben ortaya ¢ikmis
ve alerji alanina yansimasi da alerjenlerin  bu teknikle rekombinantlarinin
iretilmesine oncli olmustur. Bu teknoloji ile birlikte standart bir kalitede
rekombinant alerjen {iretilebilmektedir (Mothes vd., 2006; Song vd., 2008;
Assarehzadegan vd., 2011; Zarinhadideh vd., 2015). Dogal alerjen ekstrelerinin
tan1 ve tedavide olusturdugu sorunlara oranla rekombinant olarak iiretilen
alerjenlerin daha iyi sonug¢ verdigi rapor edilmistir (Valenta ve Nideberger, 2007).
Fakat rekombinant DNA teknolojisinin yiiksek maliyetli olmas1 ve elde edilen
ekstredeki alerjen proteinin spesifik olmasi dogal ekstrelere karsi dezavantajdir.
Dogal ekstrelerde o polene ait farkl: alerjen proteinler bulunmasi o alerjene karsi tani

ve tedavide onemli rol oynamaktadir.
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BOLUM II

Kaynak Ozetleri

Gecgmisten bugiine kadar yapilan bilimsel ¢alismalarda c¢esitli kaynaklardan 6énemli
alerjen proteinleri izole edilmis, yapt ve fonksiyonlarina gore farkli protein
gruplarinda siiflandirilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinen alerjenler; depo
proteinleri, serum albuminler, tropomiyosinler, lipokalinler, patogenez iliskili protein
ailesi 10 (PR-10, ‘’pathogenesis-related protein family 10°’) ailesi proteinleri,
parvalbuminler, profilinler, kalsiyum baglayan proteinler ve non spesifik lipid

transfer proteinleridir (Sastre, 2010).

Iklim degisikligi insan saghigini etkilemekte; kardiyovaskiiler, bulasici ve alerjik
hastaliklara neden olmaktadir. Bu degisikligin neden oldugu hastaliklar arasinda
alerji on saflarda yer almaktadir. Arastirmalar, alerjik solunum yolu hastaliklarinin
iklim degisikliginden etkilendigini ve iklim degisikliginin kiiresel saglik icin bir
tehdit olarak kabul edilebilecegini, gida kaynaklarini, su ve hava kalitesini ve iklimi
etkiledigini gostermektedir. Astim gibi alerjik solunum yolu hastaliklar ile iklim
degisikligi ve g¢evre kirliligi arasinda dogru bir orantinin oldugunu epidemiyolojik
caligmalar ve deneyler desteklemektedir. Artan CO> konsantrasyonu ile bitki
bliytimesi ¢esitli sekillerde etkilenir ve bu da uzun siireli tozlasma donemlerine yol
acar. Cevre kirliligi etkisi sadece cilt ve mukoza zarim tahris etmekle kalmaz polen
gibi alerjen tasiyicilar atmosferde degisebilir ve alerjenleri serbest birakarak ortam

havasinda alerjen igeren aerosollere neden olabilir (D’amato vd., 2015).

Alerjen olarak bakteri, viriis, fungus, polen, yumurta, cilek, cikolata, penisilin vs.
gibi bir ¢ok faktor viicuda agiz, solunum, enjeksiyon yoluyla girmektedir. Atopik
alerji anafilaksi olusum mekanizmasina benzer sekilde birka¢ organi birden
etkilemektedir. IgE sinifi antikorlarin CH3 ve CHs lokuslarinin ikisiyle hedef
hiicreye baglanmaktadir. Atopik alerjiler, Preustniz-Kustuner (PK) gibi deri testi
ile).tanimlanabilmektedir. =~ Ancak c¢ok duyarli kisilerde anaflaksiye yol

acabileceginden ¢ok dikkat edilmesi gerekmektedir (Ozbal, 2000)
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Polenlerde alerjenlerin varligi ve ekspresyon seviyeleri bitki tiiriine, degisen iklime,
olgunlasma asamasina ve ¢evresel faktorlere (kirlilik) bagl olarak degisebilir. iklim
kosullarindaki degisiklikler nedeniyle, giinlik ve mevsimsel yayilis {izerine
gozlemler ¢cok 6nemli hale gelir ¢iinkii bu yolla elde edilen bilgiler alerjik hastaliklar

olan bireylerin tedavisinde dogrudan uygulamalara sahiptir (Sharma, 2010).

Polen alerjisinin tim Avrupa'da dikkate deger bir klinik etkisi vardir ve Avrupa'da
polenlerin neden oldugu solunum yolu alerjik reaksiyonlarinin prevalansinin son on
yilda arttigin1 gosteren bir dizi kanit vardir. Polen alerjisi prevalansinin su anda %40
kadar oldugu tahmin edilmektedir. Alerjenlere maruz kalma, hava kirliligini de

iceren astimin gevresel belirleyicileri arasinda 6nemli bir faktordiir (D’amato, 2007).

Polen natural, biyolojik olarak aktif ve bircok bitkinin erkek i{ireme hiicrelerinden
olusan bir maddedir. Alerjik hastaliklar1 teshis ve tedavi etmek i¢in kullanilan alerjen
ekstrelerinin {liretiminde kaynak malzeme olarak kullanildigindan, aktif bir
farmasoétik bilesen olarak kabul edilir. Bu nedenle, polen alerjen ekstreleri iiretmek
i¢in iiretim stiregleri ve bu oziitlerin kalitesi, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) ve Biyolojik Degerlendirme ve Arastirma Merkezi (CBER)
tarafindan diizenlenmektedir. Avrupa'daki ana diizenleyici kurumlar arasinda ise
Avrupa Farmakopesi ile uyumlu Avrupa ilag Ajans’t (EMA) yer almaktadir (Codina
ve Lockey, 2016).

Polenlerin alerjen ozellikleri intin ve eksin tabakalarinda bulunan lipoprotein,
polisakkarit ve proteinlerden kaynaklandigi bilinmektedir (Pehlivan, 1984; 1995;
Esch vd., 2001). Literatiirde yer alan polen alerjisi ile ilgili son ¢alismalar, major
alerjenlerin ¢cogunun polenin igerisinde amiloplastlarda, sitoplazmada bazen hiicre
organellerine bagli olarak, nadiren de sitoplazmada yalniz basina ya da polen

duvarina bagli olarak bulundugunu gosterir niteliktedir (Grote, 2001).

Tiirkiye’de atmosferdeki polen varliginin arastirilmasi 1967 yilinda, Ankara’da
alerjenik polen ve sporlarinin arastirilmasi ile baslamistir. Inceoglu ve arkadaslarinin
1994 yilinda Ankara’nin atmosferik polen konsantrasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢calisma
ile Aeropolinojik galismalara katkida bulunmuslardir. Aytug vd. 1974°de Istanbul ve
cevresi, 1990° ise Trakya bolgesi ile ilgili yaptiklar1 palinolojik c¢aligmlarla
Tiirkiye’nin polen haritasinin olusmasina katkida bulunmuslardir (Ozkaragoéz ve

Karamanoglu, 1967; Aytug vd., 1974; Aytug vd., 1990; Inceoglu vd., 1994)
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Literatiirde 7. cordata’nin alerjen proteinleri ile ilgili ilk caligma ise 2001 yilinda
Mur ve ark tarafindan yapilmis olup daha oncesinde bununla ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Yaptiklar1 ¢calismada daha 6nce alerjik sikayetlerle gelen hastanin 7.
cordata’ya kars1 IgE’sinin yiiksek oldugu tespit edilmis ve in vitro calismalarla da T.
cordata esktresinden yapilan analizlerde 3 farkli alerjen proteini oldugunu
saptamiglardir. Saptadiklar1 bu alerjen proteinler sirasiyla 10, 21 ve 50 kDa

agirhgindadir.

Polen alerjisinde tani hastalarin klinik ge¢cmisiyle baslamaktadir. Alerjik semptomlar
tanimladiginda, IgE antikor duyarliligi in vivo cilt testleri (prick veya intradermal)
veya in vitro kan testleri (alerjene 6zgli IgE antikor serolojik testleri) ile dogrulanir.
Alerjenleri belirlemek icin deri ve kan testleri yapilir. Bu testler tek basina alerjenin
tespitinde yeterli olmayabilir. Kullanilan bu testler arasinda deri testleri, kan
testlerine gore daha hassas ve giivenilirdir. Bu testler farkli yontemler kullanilarak
uygulanabilir. Bu yontemler arasinda nazal provakasyon testler, intradermal testler,

skin prick test ve RAST yer almaktadir (Jae-Won, 2018).

Alerjik  reaksiyonlarin tedavisinde son zamanlarda immiinoterapi ve rekombinant
DNA teknolojisi yontemleri giderek popiilerlesmektedir. Immiinoterapi yontemi, deri
altina enjeksiyon veya alerjen ekstresi dil altt uygulamasiyla (sublingual)
gerceklestirilen, tip I alerjik hastaliklara karsi etkili bir tedavidir. Alerjenleri
kodlayan plazmid DNA ve mRNA asilarinin, alerjik Th 2 -tarafli reaksiyonlari
modiile eden veya bunlara kars1 koyan Th 1 yam swra T diizenleyici yanitlar

indiikledigi gosterilmistir (Scheiblhofer vd.; 2018).
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BOLUM III
MATERYAL METOT

3.1 Materyal

3.1.2 Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

BCA (bisinkoninik asit) (Serva, Almanya)

BSA (bovin serum albumin) (Sigma, ABD)

Aseton (Merck, Almanya)

Amonyum bi karbonat ( NH4HCO3) (Tekkim, Tiirkiye)

Gliserin (%99.5 Tekkim, Tiirkiye)
Etanol Absolute (Merck, Almanya)

Izopropil alkol (Tekkim, Tiirkiye)
Trizma-base (Sigma, ABD)

Glimiis nitrat (AgNOs) (Isolab, Almanya)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck, Almanya)
Akrilamid (Merck, Almanya)

Bis-akrilamid (Amresco, Belgium)

Amonyum per siilfat (APS) (Merck, Almanya)
TEMED (Amersham Bioscience, Ingiltere)
Merkaptoetenol (Merck, Almanya)
Bromofenol blue (AppliChem, Almanya)
Metanol (Merck, Almanya)

Formaldehit (Sigma, ABD)

Sodyum tiyosiilfat (Sigma, ABD)

36



3.1.3 Calismada Kullanilan Cihazlar

e Desikator (ISO Lab, Almanya)

e Invert Mikroskop (Nicon Eclips, ABD)

e Pasteur Pipet Tabancasi (Capp Aid, Danimarka)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

e Vorteks (Velp Scientifica, Italya)

e Santriftij (Hettich, Almanya)

e Buzdolab1 (+ 4 C, Vestel, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Denver instrument, Precissa, Isvicre)
e Otoklav (HMC Hiroyama, Japonya)

e Etiiv (Selekta, Ispanya)

e Otomatik Pipet (Eppendorf, Research Plus, Almanya)
o Elek (Test elegi, Aslan, Tiirkiye)

e SDS-PAGE Gii¢ Kaynag (Cleaver, Ingiltere)

e SDS -PAGE Tank (Hoefer, ABD)

e Goriintiileme Cihazi (Bio-Rad, ABD)

3.1.4 Calismada Kullanilan Soliisyonlar

-Tris HCI tampon c¢ozeltisi (1,875 M, pH 8.8)
-Trizma-base 4543 ¢

-Son hacim 200 mL dH>O tamamlanmaistir.

-3 N HCl ile pH 8.8’ e ayarlanmustir.

-Tris HC1 (0,6 M, pH 6.8)

-Trizma- base 1454 ¢

-Son hacim dH>O ile 200 mL tamamlanmistir.
-3 N HCl ile pH 6.8’ e ayarlanmustir.
-Akrilamid/ bisakrilamid cozeltisi

-Akrilamid 292 ¢
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- Bis-akrilamid 08¢

-Son hacim dH20O ile 200 mL’ ye tamamlanmaistir.

- %10 Amonyum per Siilfat (APS) ¢ozeltisi
-APS lg

-Son hacim dH20 ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

- %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) c¢ozeltisi

-SDS 10 ¢

- Son hacim dH20O ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.

-5X Tank tampon ¢ozeltisi

-Trizma-base I5¢g
- Glisin 72 g
- SDS S5¢g

Son hacim dH20 ile 1 L’ ye tamamlanmuistir.

-2X Ornek Uygulama Tamponu (0,125 M Tris, %20 Gliserol, %4 SDS, %10 2-
Merkaptoetanol, % 0.2 Bromofenol blue)

-Tris (0,6 M, pH 6,8) 2.08 mL
-SDS (%10 SDS) 4 mL
- Gliserol 2 mL
- 2- Merkaptoetanol 1 mL

- Son hacim dH20 ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

-Formaldehit fiksatif ¢cozeltisi
-Metanol 400 mL

- %37 Formaldehit 500 L
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-Son hacim dH>O ile 1L’ ye tamamlanmuistir.

-Giimiis nitrat ¢ozeltisi (% 0.1’lik)
-Glimiis nitrat lg

-Son hacim dH>O ile 1 L’ ye tamamlanmistir.

-Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi
- Sodyum tiyosiilfat 02¢g

-Son hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmistir

-Tiyosiilfath goriintii olusturma ¢ozeltisi
-Sodyum karbonat 30g
- Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi 20 mL

- Son hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlanmistir.

- 2.3 M Sitrik asit ¢ozeltisi
- Sitrik asit 221¢g

- Son hacim dH20O ile 1 L’ye tamamlanmuistir.

-Amonyum bikarbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
-500mL i¢in 9,882 g NH4HCO3 tartilmustir.
- Son hacim dH>0 ile 500 mL’ye tamamlanmastir.

Coziinene kadar manyetik karistiricida bekletilmistir.
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-Gliserin jelatinin

-toz jelatin 7¢g

-gliserin 50 mL
-% 2’lik asetik fenil 1 mL
-bazik fuksin 2 mL

-42 mL distile su eklenmistir.

3.2 METOT

3.2.1. Polen Ornekleri

Bu tez kapsaminda Tilia cordata’min (kiigik yaprakli thlamur) polen &rnekleri

calisilmgtir.
3.2.2 Polen Orneklerinin Toplanmas: ve Eldesi

e T. cordata polenleri Gaziantep Universitesi yerleskesinde 2019 Mayis-
Haziran aylarinda steril eldivenler kullanarak toplanmistir.

e Toplanan T. cordata ¢icekleri steril zarflara konulmustur. Daha sonra ise
polenler kuru ve nemli olmayan laboratuvar ortaminda birka¢ giin siireyle
steril kagitlar tizerinde kurutulmustur (Sekil 3.1).

e Kuruyan 7. cordata 3 farkli por capma sahip (180, 90, 63 pm) steril
eleklerden gegirilerek diger partikiillerden arindirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1 Kurutulmus 7. cordata gigekleri

Sekil 3.2 Elekten gegirildikten sonra elde edilen 7. cordata polenleri

e Polenler tam anlamiyla kurumasi i¢in desikatérde 24 saat bekletilmistir. Nem
alic1 olarak desikatorde silika jel kullanilmastir.

e Daha sonra ise polenleri yabanci patikiillerden arindirma amaci ile asetonla
yikama yontemi uygulanmistir. Bunun i¢in, ilk 6nce polenler hassas terazide
500 mg tartilmustir. Uzerine aseton ilave edilmistir ve iyice ¢alkalanmistir.

e 15 mL/g polen aseton karigimi mikro ependorflara konularak 11.000 rpm’de
1 saat santrifiij edilmistir (Hettich Zentrifugen Mikro 200, Almanya).
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Santrifiijden aldigimiz orneklerin silipernatant kismi ayrilarak falkona
konulmustur. Falkonun dig kismi1 aliiminyum folyo ile 151k almayacak sekilde

sartlmis ve +4°C’de kullanima hazir sekilde saklanmustir.

3.2.3 Polen Morfoloji Calismalar:

Bu calismada kullanilan 7. cordata tiiriine ait polen 6rnekleri Woodhouse (1935)
yontemine gore hazirlamis ve mikroskop goriintiileri hazirlanan preparatlardan

alinmustir.
Woodhouse Yontemi

-Saflastirdigimiz 7. cordata polenleri lam {izerine konularak, barindirdigi yag ve
recginelerden arindirmak icin %96 ‘lik alkolden pasteur pipetle 2-3 damla
damlatilmistir. Alkoliin buharlagsmasi1 i¢in birka¢ dakika 37°C’de etiivde
bekletilmistir.

-Alkol buharlastiktan sonra etiivden alinan preparatin {izerine daha 6nce hazirlanan
bazik fuksin eklenmis, gliserin jelatinden 2-3 mm? eklenmis ve 37°C 1siticida erimesi

saglanmistir.

-Daha sonra lamelle kapatilmig ve mikroskop altinda incelenmeye hazir hale

gelmistir.

- T. cordata polenleri (Nikon ECLIPSE TS 100) X40’ ik objektifle goriintiilenmistir
(Sekil 3.3)

Sekil 3.3 T.cordata polenlerine ait mikroskop goriintiileri
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Gliserin jelatinin hazirlanmasi

-Gliserin jelatin hazirlarken ilk 6nce 7g toz jelatin tartilmis ve tizerine 42 mL distile

su eklenmistir.
-Jelatin ve su karisimi yaklasik 2 saat jelatinin sismesi i¢in bekletilmistir.

-Jelatinli karistm homojen bir hal almasi i¢in onceden 80°C’ ye ayarlanan su

banyosunda 20dk bekletilmistir. Karisim ara ara baget yardimiyla karigtirilmastir.
-20 dk sonunda 50 mL gliserin eklenmis ve su banyosunda 20 dk daha bekletilmistir.

-Mantar ve bakteri kontaminasyonunu engellemek i¢in 1 mL %?2’lik asetik fenil

eklenmistir (Cabi, 2005).

-Karigima polenlerin goriintirliiglini arttirmak icin 2ml bazik fuksin eklendi. Daha

sonra steril petri kaplarina dokiilen gliserin jelatin sogumaya birakilmistir.

-Soguduktan sonra etiketleme yapilarak kullanilmak {izere hazir hale gelen jelatin

+4’de saklanmustir.

3.2.4 Polen Ekstrelerinin Hazirlanmasi

- ¥4°C’de saklanan saf polen ornekleri 1:12 (agirlik:hacim) 125 mM  Amonyum
bi karbonat (NH4sHCOs3 ) c¢ozeltisinde 4°C’de 12 saat manyetik karistiricida

karigtirilmagtir.

-Daha sonra polen kalintilarindan arindirmak i¢in 1 saat siireyle 4°C’de 13000 xg

de santrifiij edilmistir.

-Santriflijden sonra iist siv1 filtrasyon sisteminde Once Wattman filtre kagidi (125
mm) daha sonra ise 125 pm ve 0,8 um por capl filtreden gecirilerek partikiillerden

armdirilmstir.

-Elde edilen filtrat 48 saat siireyle 4°C de saf suya kars1 diyaliz tiipii i¢inde diyaliz

islemine tabi tutulmustur.

-Diyaliz isleminin sonunda polen ekstreleri kullanima hazir hale gelmistir.
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3.2.5 Polen Ekstresindeki Toplam Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

-T.cordata polen ekstresindeki polen konsantrasyonunu saptamak icin BCA

(bisinkoninik asit ) yontemi Walker’in (2002) onerdigi gibi kullanilmstir.
- Pierce Thermo Scientific BCA Protein Assay Kiti kullanilarak belirlenmistir.

-Bu yontemin temelinde Cu? iyonlar1 peptid baglarina baglanir ve Cu' iyonuna
indirgenirler. Indirgenmis Cu' iyonlar1 ise BCA ile renkli bir kompleks olusturur ve

bu rengin siddeti protenin yogunlugu ile orantilidir (Sekil 3.4).

-Protein ornekleri 5:1 (agirlik:hacim) oraninda saf su igerisinde ¢oziindiiriildiikten
sonra 96 kuyucuklu pleytlere 3 tekrarli, herbir kuyucuga 25 pL olacak sekilde

eklenmistir.

-Uzerine 200 pL hazirlamis oldugumuz BCA 50:1 oraninda A reaktifi ile B
reaktifinin karistirilmastyla hazirlanan) belirtecini ekleyerek 30 dk boyunca 37°C

etiivde bekletilmistir.

-Son olarak 562 nm’de kor’e (saf su) kars1 absorbans degeri 6l¢iilmiistiir.

2BCA

OH

(sistein tﬁ[o:g;gn firozin Isiya bai reaksiyon BCA+ Mo
aminc;agitreziéiiisii), L Cu' kompleksi| /%620 <
absorbans

Sekil 3.4 BCA yontemi basamaklari
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3.2.6 SDS PAGE ELEKTROFOREZ

-T.cordata’min alerjen polen proteinlerini goriintiilemek i¢cin ~ Walker (2002)
tarafindan Onerilen SDS-PAGE (Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel

elektroforezi) yontemi kullanilmistir.
-Bu yontemin temeli elektriksel alanda yiiklii molekiillerin ayristirilmasina dayanir.
-Bir protenin biiyiikliigii ve alt birimlerinin niteligi SDS-PAGE ile belirlenebilir.

-Protein molekiiliinii iceren bir ¢ozeltiye elektrik alan uygulandiginda protein net

yiikiine, biiytikliigiine ve birimine bagli olarak belirli hizda hareket eder.

-SDS-PAGE jel elektroforezinde polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel
yikleri tarafindan degil aynm1 zamanda molekiill agirliklart tarafindan da

belirlenmektedir.

-SDS polipeptidlerin ana iskeletini ¢evreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik

bir deterjandir.

-Ayrica molekiilere negatif bir yiikte kazandirmaktadir. SDS-PAGE’in en 6nemli

yonii polipeptidlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesine olanak tanimasidir.

-Molekiil agirligi bilinmeyen protein ornek, molekiil agirligi bilinen standart
proteinlerle birlikte ayni jel {izerinde yan yana kuyucuklara yiiklenerek ayr1 hatlarda

elektroforetik olarak ayrilir.

-Proteinlerin i¢inde hareket ettigi ortam olarak ¢ok sayida ¢apraz bagi bulunan

poliakrilamid jel kullanilir.

-IIk olarak tablo 2’de belirtilen ¢dzelti ve tamponlar hazirlanmistir. Cozelti ve
tamponlar hazirlandiktan sonra jel kasetine yerlestirecegimiz cam malzemeler

deterjanla yikandi,distile sudan gegirilmistir.

-Daha sonra %70’lik alkolle silindi ve 1yice kurulandi. %10’luk separating jel tablo
3.3’deki gibi hazirlanmistir.

-Hazirlanan separating jelden ¢6ziinmiis O2’y1 uzaklastirmak icin 5dk. ultrasonik su

banyosunda bekletilmistir.
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-Su banyosundan sonra jele TEMED eklenmis ve gel iki cam arasina camin 3/4’{inii

dolduracak sekilde ince uglu pipet yardimi ile bosaltilmigtir.

-Jelin tizerine %96’lik izopropanol eklenerek hem jelin oksijenle temasi kesilmis
oldu hem de polimerlesme sirasinda jelin iist kisminin diizgiin bir hat seklinde

olusmasi saglanmistir.

-Ayirma jel polimerlestikten sonra %5’lik yilikleme jel hazirlanmistir (Tablo 3.4).
Stacking jele en son APS ve TEMED eklenmistir.

-Ayirma jelin iizerindeki izopropil alkol dokiildii ve yiikleme jel eklenmistir.
Omnekleri yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasi igin distile sudan gegcirilmis tarak

dikkatlice yerlestirilmistir.

-Jeller polimerlestikten jel kaseti sonra 1X  tank tamponu ile doldurulan

elekktroforez tankina yerlestirilmistir.

-Tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilmigtir. Kuyucuklar distile su ile yikandi. PBS ‘de
¢ozdliglimiiz T.cordata polenlerine ait protein ekstrelerini 1:1 (v:v) oraninda drnek
uygulama tamponu (Tablo 3.2) ile karistirarak kuyucuk basina 20 pg protein olacak
sekilde jele yiiklenmistir.

-Kuyucuklardan en az birine Sul. protein marker (Abm, opti protein marker)
yuklenmistir. Yiikleme islemi tamamlaninca elektroforez sabit voltta (235 V)

yaklasik 90 dk yiirtitiilmiistiir.

-Yiriitme isleminin sonunda orneklere ait bantlar1 analiz etmek icin giimiis nitrat

(AgNO3) boyama yapilmistir.
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Tablo 3.2 SDS-PAGE c¢ozeltileri

Tris-HCI tamponu(1,875 M, pH 8.8) Trizma-base 4543 g
(ayirma jeli) 3N HCl ile ph 8.8’ e ayarlanmuistir.
Son hacim DH»0 ile 200 mL’ye tamamlanmuistir.
Tris HCI tamponu (0,6 M, pH 6.8) Trizma base 14.54 ¢
(yiikleme jeli) 3N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlanda.

Son hacim DH>0 ile 200mL’ye tamamlanmuistir.

Stok akrilamid ¢ozeltisi Akrilamid 30¢g
Bis-akrilamid 0.8 ¢g
Son hacim dilH>O ile 100mL’ye tamamlanmustir.

%10 APS (amonyum per siilfat) APS lg
Son hacim dH»O ile 10mL’ye tamamlanmustir.

%10 SDS (sodyum dodesil siilfat) SDS 10¢g
Son hacim DH>0 ile 100mL’ye tamamlanmistir.

5X Tank Tamponu trizma-base 15¢g
glisin 72 g
SDS S5¢g

Son hacim dH>O ile 1L’ye tamamlanmugtir.

2X Ornek Uygulama Tamponu tris (0.6M, pH 6.8) 2.08 mL
(0.125M Tris, %20 Gliserol, %4 SDS SDS (%10 SDS) 4 mL
% 10 2-Merkaptoetanol, gliserol 2 mL

%0.2 Bromofenol mavisi ) 2-merkaptoetanol I mL

Son hacim dH20 ile 10 mL’ ye tamamlanmaistir.
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Tablo 3.3 Separating gel (ayirma jeli) i¢in gerekli ¢ozeltiler (%12)

Akrilamid/bisakrilamid 2mL
Tris HCI tamponu pH 8.8 1.25mL
SDS %10 50uL
Distile su 1.7mL
TEMED 2.5 uLL
APS %10 50 pL.

Tablo 3.4 Stacking gel (yiikleme jeli) i¢in gerekli ¢ozeltiler

Akrilamid/bisakrilamid 0,325 mL

Tris HCI tamponu pH 6.8 0, 575 mL

SDS (%10) 25 nLL

Distile su 1,525 mLL

TEMED 2,5 uLL

APS %10 12,5 pLL
3.2.7 Giimiis Boyama

-Gilimiis boyama, karboksil ve siilthidril gruplar1 dahil olmak iizere amino asitlerin

kimyasal yan zincirlerine giimiis baglandigi i¢in jellerde protein tanimlamasi igin

kullanilan giiglii bir tekniktir.

-1972'de uygulanmaya baslanmis ve daha sonra poliakrilamid jel elektroforezinde

protein ayrimi i¢in uyarlanmistir.
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-Proteinlerdeki ¢ekirdeklenme bolgeleri, formaldehit tarafindan glimiis iyonlarinin
mikroskobik elementel giimiis tanelerine indirgenmesini tesvik ederek bunlarin

saptanmasini saglar.

-Yiksek duyarliligi sayesinde ve diger boyama yontemlerine gore daha yaygin

olarak kullanilir.

-T. cordata’ya ait alerjen polen proteinlerini tespit etmek icin SDS-PAGE
elektroforezi ile yapilan yiiriitme isleminden sonra jelde olusan bantlar1 goriiniir
kilmak i¢cin Heuskeshoven ve Dernik (1985) tarafindan onerilen yontem ile giimiis

boyama islemi yapilmistir.

-SDS-PAGE isleminin sonunda jel dikkatli bir sekilde plastik kaba aktarildi. Distile
su ile 1 dk jeli yikadiktan sonra formaldehitli fiksatif c¢ozeltide 20 dakika
calkalayicida oda sicakliginda diisiik hizda ¢alkalanmistir (Tablo 3.5).

-Fiksatif ¢ozelti dokiilerek 2 defa 10’ar dakika boyunca distile suda yine ayni hizda

calkalanarak yikanmistir.

-Yikama islemi sona erince sodyum tiyosiilfatl c¢ozeltide 2dk calkalanmistir.

Sodyum tiyosiilfatli ¢ozelti dokiilerek 2 kez 1’er dakika distile su ile yikanmistir.

-Son yikam suyu uzaklastirildiktan sonra giimiis nitrat ¢ozeltisinde (%0.1°1ik) 20 dk
boyunca diisiik hizda ¢alkalanmistir (50 devir/dk).Bu islemden sonra jel tekrar distile

su ile yikanmastir.

-Son asamada jel tiyosiilfathh goriintii olusturma ¢ozeltisinde kahverengi bantlar
olusana kadar calkalandi. Bantlar olusunca 2.3 M sitrik asit ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durduruldu. Goriintiileme cihazi (Bio Rad, Gel Doc Ez Imager) ile goriintii

kaydedilmistir.
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Tablo 3.5 Gilimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

COZELTILER BILESENLER

Formaldehit fiksatif c¢ozeltisi
Metanol 400 mL
937 Formaldehit 500 uL

Son hacim distile su ile 1 L’ ye tamamlanmaigtir.

Soydum tiyosiilfat ¢ozeltisi
Sodyum tiyosiilfat 0.2 g (NaxS203)

Son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir.

% 01.lik Giimiis nitrat cozeltisi
Glimiis nitrat lg (AgNO3)

Son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir.

Tiyosiilfath goriintii olusturma Cozeltisi
Sodyum karbonat 30¢g
Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi 20 mL

Son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanmustir.

2.3 M Sitrik asit ¢ozeltisi
Sitrik asit 22.1¢g

Son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanmuigtir.
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BOLUM V.

4.BULGULAR

4.1 Polen Morfolojisi

Saflastirilan polen Orneklerinin preparat goriintiilerinden polen 6rneklerinin por
capr, ekzin ve polen caplar1 Olgiilmiistir (Sekil. 4.1).  Olgiimler PalDat
(https://www.paldat.org/) veri tabanindaki 7. cordata’ya ait dl¢timlerle (ortalama 26-

50 pm) paralellik gostermekte olup, yaptigimiz dlgtimleri desteklemektedir.

Sekil 4.1 T. cordata’nin polenlerine ait mikrofotograflar
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Absorbans (562 nm)

4.2. Polen Ekstrelerinin Protein Konsantrasyonu Saptanmasi

T. cordata polen ekstresindeki protein konsantrasyonu BCA Protein Macro Assay
Kit (Serva Electrophoresis GmbH) kullanilarak belirlenmistir. Spektrofotometrede
562 nm’ de yaptigimiz Slgiimlerde protein konsantrasyonu 5.193,32 pug/mL olarak
hesaplanmistir. Polen ekstresine ait protein konsantrasyonu sigir serum albiimin
(BSA) standartlar1 (0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.5, 1 mg/mL) ile ¢izilen standart
grafik yardimi ile saptanmistir. 7. cordata polen ekstresi protein konsantrasyonu bu

grafik i¢in elde edilen denklem yardimiyla hesaplanmistir (Sekil 4.2).

12 4
09
06
y=0,000991136x+0,128787
2
0,3 - R =0,998
E) 250 4[)0 660 860 '1oroo

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.2 BSA standart grafigi. BSA standartlarinin [0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250,
0.5, Img/mL 562 nm absorbans degerleri kullanilarak ¢izilmistir.]
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4.3 SDS-PAGE ile alerjenik proteinlerin goriintiilenmesi

T. cordata total proteinlerinin yliriitilmesi ve elde edilen jel goriintlisiinde T.
cordata’nn 10,21,50, 40 ve 80 kDa agirhiginda 5 farkli alerjen protein bandi
gbzlemlenmistir (Sekil 4.3). 2001 yilinda Mur ve arkdaslarina ait caligmada 10, 21,
50 kDa agirhigindaki alerjenlerden bahsedilmektedir. 40 ve 80 kDa agirligindaki
alerjen proteinlere ait bantlar ise ilk kez bizim yapmis oldugumuz calisma sonucu

elde edilmistir.

Numune Numane
10p 15

Frotein

80 XDa
50KDa

40KDa

2L KDa
10 KDa

Sekil.4.3 T. cordata alerjen proteinlerine ait SDS-PAGE goriintiileri.
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BOLUM YV
5.TARTISMA

Alerjen faktorler arasinda polenler, akarlar, mantar sporlari, evcil hayvan tiiyleri bazi

besinler, igecekler ve ilaglar yer alir ve alerjik rinit, rinokonjoktivit, alerjik astim
gibi bir ¢ok alerjik kokenli semptoma neden olabilirler. Akut alerjik reaksiyonlar, bir
alerjen, yliksek afiniteli IgE reseptoriiniin (FceRI-a) bir zinciri tarafindan mast
hiicrelerine veya bazofillere baglanan IgE ile etkilesime girdiginde, Onceden
olusturulmus graniil ile iliskili aracilarin, zardan tiiretilen lipidlerin, sitokinlerin ve
kemokinlerin salinmasindan kaynaklanir (Kinet, 1999). Bu reseptor ayrica antijen
sunan hiicrelerde de meydana gelir ve burada alerjenin T hiicrelerine IgE'ye bagl
olarak yakalanmasini ve sunumunu kolaylastirabilir (Sting, 1997). Eozinofiller de
FceRlI-a'ya sahiptir, ancak bu hiicreler de neredeyse tamamen hiicre i¢idir; eozinofilin
degraniilasyonu 1ile salindiktan sonra, lokal IgE seviyelerinin diizenlenmesine

yardimci olabilir (Corry ve Kheradmand, 1999).

Alerjik reaksiyonlara neden alerjen faktdrlerin arasinda polenler 6nemli bir yere
sahiptir. Polenler gerek havaya yayilma gerekse ¢ok uzun mesafelere kolaylikla
taginmasi (riizgar, tozlagmay1 saglayan bocekler vs.) nedeniyle yil boyunca aktif bir
sekilde atmosferde bulunur ve alerjik reaksiyonlara neden olurlar. Alerjen proteinler
arasinda polen alerjenleri simdiye kadar incelenen en iyi karakterize edilmis alerjenik
proteinler arasindadir. Simdiye kadar derlenen ¢ok sayida veriye ragmen, polen
alerjenlerinin protein ailesine ve taksonomik kokene gore sistematik bir
siniflandirmas1 heniiz tam anlamiyla yapilmamistir. Yapilan ¢aligmlarda 157 polen
alerjeninin Pfam protein ailesi veri tabani ile karsilastirilmasi, polen alerjenlerinin
sadece 29 protein ailesi arasinda dagildigini ortaya ¢ikarmistir. Bir proteine karsi
alerjik reaksiyonun ortaya ¢ikmasi, bagisiklik sistemi ile protein arasindaki karmagsik
etkilesime baglidir. Proteinler arasinda, alerjenitenin tek, ortak, yapisal bir nedeni
olmayabilecegini gdsteren, siirekli bir duyarlilastirici aktivite oldugu goriilmektedir.

Giglii alerjenler, bir veya iki gii¢lii alerjenik 6zellige sahip olmak yerine, tek basina
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cok az etkiye sahip olan ancak birlikte gii¢lii bir genel etki {iiretebilen bir¢ok
proalerjenik Ozellige sahip olabilir. Bu konudaki zorluk ise her yapisal 6zelligin
protein alerjenitesine katkida bulunup bulunmadigini grafiklendirmek ve 6lgmektir

(Russell, 2000).

Gegmisten giinlimiize kadar yapilan bilimsel calismalarda ¢esitli kaynaklardan
onemli alerjen proteinler izole edilmis, yapt ve fonksiyonlarina gore farkli protein
gruplarinda siniflandirilmistir. Bunlar arasinda en cok bilinen alerjenler; depo
proteinleri, serum albuminler, tropomiyosinler, lipokalinler, patogenez iligkili protein
ailesi 10 (PR-10, pathogenesis-related protein family 10°°) ailesi proteinleri,
parvalbuminler,profilinler kalsiyum baglayan proteinler ve non spesifik lipid transfer

proteinleridir (Sastre, 2010).

Her bir alerjen faktor farkli alerjik bilesenler icerebilir ve yapisinda protein
barindiran her sey alerjen 6zellik gdsterebilir. Alerjen bilesenleri genel olarak birkag
farkl epitop (ilgili antikorun baglanmasindan sorumlu ii¢ boyutlu baglanma bolgesi)
barindirir. Polenlerin baglica alerjen faktorii olmasinin bir bagka nedeni ise bir¢ok
bitkinin ayr1 ayr1 alerjen polenlere sahip olmasi ve her birinin disseminasyon
doneminin farkli zamana denk gelmesidir. Bunlarin yani sira artan ¢evre kirliligi,
iklim degisiklikleri, atmosfere yayilan zehirli gazlar da polen yapisini degistirmekte
ve polenin alerjenitesini etkilemektedir (D'Amato, 2015; 2016). Bu da polen
uretiminde artisa ve alerjenik oOzelliklerini artiran faktorlerde degisiklige neden
olmaktadir. Sonug olarak, orta ve uzun vadede polenlere bagl alerjik hastaliklarin

goriilme sikliginin artmasi1 beklenmektedir.

Polen partikiillerinin solunmasi nedeniyle alerjik solunum semptomlarinin artan
yayginlig1 ve buna baglh artan maliyetler polen alerjisini bir halk sagligi sorunu
haline getirmektedir. Alerjik hastalarda semptomlarin siddeti alerjenik polen
miktarma baglhdir, ancak alerjenlerin yani sira diger faktorlerin de rol oynadigi
goriilmektedir. Polen taneleri iist solunum yoluna niifuz etmesine ragmen, boyutlari
her zaman 10 pm'den biiyiik oldugu i¢in bronglara nadiren ulagirlar. Bununla birlikte,
brongiyal astim ve iritatif oksiiriik gibi esdegerleri polene alerjisi olan hastalarda
nadir degildir (D’Amato, 2020). Avrupali gen¢ yetiskinlerde %10 ila 351 polen
alerjenlerine kars1 IgE antikorlar1 goriilmektedir (D’Amato vd., 2007). ABD’ de ise
alerjik hataliklarin prevalanst %30 civarindadir (Pincus vd., 2011). Diinya Saglik
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Orgiitii, diinya ¢apinda 400 milyondan fazla insanim alerjik rinitten ve 300 milyon
kisinin de astimdan muzdarip oldugunu tahmin ediyor (Gamble vd., 2008). Alerjik
hastaliklarla ilgili veriler degerlendirildiginde hastalik gliniimiizde toplum sagligini
ve yasam kalitesini Onemli Olgiide etkilemektedir. Bu sorunlar beraberinde
alerjenlerin tespiti, alerjen hastaliklara karsi tedavi yontemleri hakkinda yapilan

arastirmalarin 6nemini arttirmaktadir.

Tiliaceae familyasinin bir iiyesi olan 7. cordata Ingiltere ve Galler'de, Iskogya'nin
giineyinde, Giiney Ispanya, Italya ve Yunanistan disinda Bati Avrupa'nin ¢ogu ve
ABD'in bazi bdlgelerinde dogal olarak yetisir (Lewis, 1983). Ulkemizde de

Tiliaceae familyasina ait olan tiirler ve 7. cordata yetistirilmektedir.

T. cordata polenlerinin ekvator ¢ap1 25-37 pum’dir ve polenler trikolporattir, por
liimen konileri polenlerin yiizeyine dogru olup oluklar ise kisa elipstir ve diizensiz
sinirlara sahiptir. Duvar yapisi tektat olmakla birlikte yiizey yapis1 diizensiz
mikroretikiilattir (Weber, 2014). Bizim yaptigimiz Ol¢limlerde Orneklerimize ait
polenlerin ekvator ¢aplar1 32-40 um olarak saptanmistir. Bu da literatiirle paralellik

gostermekte ve sonuglarimizi desteklemektedir.

Ihlamur alerjisi (dolayisiyla en yaygin tiiri olan 7. cordata ile) ile ilgili daha 6nce
yapilmis pek fazla yayina rastlamasak da bununla ilgili yapilan c¢alismalarda
T. cordata’ ya karsi allerjik rinit, rinokonjonktivit, oksiiriik ve allerjik kontakt
dermatit tanimlanmistir (Weber, 2014). Mur. ve arkadaglarinin (2001) yapmis oldugu
bir calismada 7. cordata’ya ait 3 farkli alerjen proteinin varligindan
bahsedilmektedir. Daha once zeytin ve ¢imene karsi alerjik 6ykiisii olan hasta 6 yillik
bir immunoterapi ile iyilesmistir. Fakat her Haziran ayinda goz, damak ve burunda
kasinti, hapsirma ve gece Oksiiriikleri gibi alerjik olduguna inandig1 belirtiler
gostermistir. Yapilan prick testte genel aeroalerjenlere ve 25 alerjik besine karsi
negatif sonu¢ almmistir. Bununla birlikte Haziran ayinda evinden uzak oldugu
zamanlarda ise asemptomatik olmasi  sonucunda alerjinin nedeninin  evinin
yakininda bulunan ithlamur ¢igekleri oldugunu dislindiirmiistiir. Hastanin
semptomlarmnin thlamur polenleri ile ilgili oldugu diisiiniildiigiine bununla ilgili
testler yapilmalidir ¢iinkii bazen o bdlgede baskin sekilde bulunan polenler (¢imen,
zeytin gibi) thlamur alerjisini gizleyebilir (Mur. vd., 2001). Klinik ¢aligmalarda

hastanin serumunda 7. cordata ekstresine karst 10, 21, 50kDa agirliginda IgE
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bantlar1 gozlemlenmistir. Yaptiklar1 laboratuvar arastirmasinda ise deri prick testi
(SPT) (%5 w/v) pozitif ¢ikmistir (Mur. vd., 2001). Bu 50kDa agirligindaki spesfik
alerjen protein Allergome veri tabaninda Til ¢ olarak adlandirilmistir. Fakat bu
spesfik alerjen protein i¢in literatiirde kapsamli bir calismaya rastlanmamaistir.
Alerjenlere ait proteinlerin tespiti ve literatiire kazandirilmast hem klinik
calismalarda hem de alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde biiylik 6nem
tasimaktadir. Alerjen proteinlerin tespiti tam1 ve tedavinin ilk ve en Onemli

basamagini olusturmakla birlikte dogru tehsis agisindan da oldukca dnemlidir.

Literatiirde 7. cordata ile ilgili dikkat ¢eken diger bir nokta ise Portekiz’de
cocuklarda % 11,4, Tiikiye’de ise g¢ocuklardaki alerjik duyarlanma orani % 5,5
yetiskinlerde ise bu oran Tirklerde % 42,5 gibi oldukca yiliksek oranda olmasina
ragmen Tilia alerjisiyle ile ilgili yayin sayisinin olduk¢a az olmasidir (Weber, 2014).
Tilia ile ilgili daha fazla calisma yapilmasi daha saglikli veriler elde etme agisindan
Onem arz etmektedir. Calismalarin verileri destekleyebilmesi i¢in oncelikle Tilia’ nin
alerjen proteinleri tespit edilmeli ve isimlendirilmelidir. Alerjen proteinlerin tespiti
yapilan alerjik testlerde (SPT gibi) Tilia ekstresinin kullanilmasina olanak saglayarak

daha saglikli sonuglar elde etmeye yardimci olacaktir.

Alerjen tan1 ve tedavisinde lilkemizde ithal ekstrelerin daha fazla kullanildigin1 baz
aldigimizda; gerek ¢evresel faktorler gerekse tilkemizdeki alerjenlerin diger iilkelere
gore baz1 farkliliklar gosterebilecegini géz Oniine alirsak, polen ekstrelerini kendi
bulundugumuz bolgedeki alerjenlerden iiretmek hem daha tami1 ve tedavi agisindan

daha basarili sonuglar doguracak hem de maliyeti diisiirecektir.

Bizim ¢aligmamizda T.cordata’ya ait alerjen proteinlerin tespiti i¢in ilk dnce polenler
goriintiilenmistir. Daha sonra polen ekstresi elde edilmistir. Elde edilen ekstrenin
total protein konsatntrasyonu belirlenmistir. 7. cordata’min total protein
konsantrasyonu 5.193,32 pug/mL olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ile
T.cordata’ya ait 10, 21, 50kDa agirliginda alerjen protein bantlarin yani sira 40 ve

80kDa agirlig1 civarinda iki farkli bant gézlemlenmistir.

T. cordata’'nin alerjen proteinleri ile ilgili ¢caligmalar ¢ok az olmasi ileri diizeyde
calismalarin ve hastalara ait klinik verilerin olmamasi genis kapsamli ¢aligsmalara

thtiyag  duyuldugunu acikca gostermektedir. Bizim calismamizin ilerleyen
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zamanlarda T.cordata’nin alerjen proteinleri ile ilgili yapilacak daha kapsaml

calismalara katki saglayacagini umutetmekteyiz.
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