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Ozet
Insanlarin % 10 unda rastlanan alerjenite yurtdisinda birgok arastirici tarafindan farkli yontemler ile
belirlenmektedir. Bu ¢aligmada, alerjen proteinlerinin saflastirilmasi i¢in kullanilan yontemler
incelenmistir.
Alerjenlerin belirlenmesinde kullanilan tamponlar ve islemler bircok farkliliklar igermektedir.
Incelenen kromatografik yontemler; jel filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, affinite
kromatografisi, ters faz kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, membran kromatografisi,
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ve elektroforetik yontemler ise; izoelektrik odaklama,
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve 2 boyutlu elektroforezdir.
Kullanilacak olan yontemler saflastirilmasi arzu edilen proteinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozellikleri gz oniine alinarak secilmektedir. Proteini, en saf halde elde edebilmek i¢in bu yontemlerin
cogu ardisik olarak uygulanmaktadir. En fazla miktarda protein, membran kromatografisiyle, en az
miktarda protein, affinite kromatografisi ile elde edilmektedir. Bu sebeple birgok yontemin kendine
0zgii ozellikleri ve avantajlart mevcuttur.
Giincel bilgiler ile kullanilan kimyasal ve cihazlarm belirlenmesi ve uygun yontemler ile ortak bir
kullanim tespiti bir¢ok avantajlar saglayacaktir. Son yillarda, elde edilen saf proteinler, bir¢cok alanda
kullanima sunulmakta ve bu alan hizla gelisen bir sektor olarak diger sektorler arasinda yerini
almaktadir. Saflastirmada izlenecek kriterler incelenerek alerjenlerin saflastirilmasinda yarar
saglayacagi disiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alerjen, saflagtirma, elektroforetik yontemler, kromatografik yontemler
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Molecular Methods Used in the Purification of Allergen Proteins

Abstract

Allergenicity of 10% of people is determined by different methods by many researchers abroad. In this
study, the methods used to purify the protein allergen is examined.

Buffers and procedures used to identify allergens include many variationsExamination of
chromatographic methods; gel filtration chromatography, ion exchange chromatography, affinity
chromatography, reversed phase chromatography, hydrophobic interaction chromatography,
membrane chromatography, high performance liquid chromatography (HPLC) and electrophoretic
methods; isoelectric focusing, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and 2-D electrophoresis.

The methods to be used are selected by considering the physical, chemical and biological properties of
the desired protein. Most of these methods are applied sequentially to obtain the protein in its purest
form. The maximum amount of protein is obtained by membrane chromatography, with minimal
amount of protein, affinity chromatography. For this reason, many methods have their own
characteristics and advantages.

Identification of the current information, the chemicals and devices used, and the determination of a
common usage by appropriate methods will provide many advantages. In recent years, the obtained
pure proteins have been used in many fields and this area is among the other sectors as a rapidly
developing sector. It is thought that the purifying criteria will be useful for the purification of
allergens.

Keywords: Alergen, purification, electrophoretic methods, chromatographic methods
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GIRIS

Medeniyetin gelismesi, dogal ¢evrenin Kirletilmesi gibi ¢evresel sorunlar yeni saglik
problemlerini de beraberinde getirmektedir. Diinyada alerjiden muzdarip olan insanlarin orani
% 15 ile % 30, mevsimsel rinitli insanlarin orani1 ise % 10 ile % 15 civarindadir.
Semptomlarin tiirii ne olursa olsun alerji, fiziksel durumu ve konsantrasyonu zayiflatan kronik
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (1-3).

Alerjenin kaynagi farklilik gostermekle birlikte gida ve aeroalerjenler 6n plana
¢ikmaktadir. Aeroalerjenler, i¢ ve dis ortam alerjenleri olarak iki grupta incelenmektedir. i¢
ortam alerjenleri ev, ofis ve okul gibi kapali alanlarda rastlanmaktadir. Dig ortam alerjenleri
ise atmosferde yer alan ve riizgar akimlari etkisi ile uzak mesafelere taginabilen polen ve
mantar sporlarini kapsamaktadir (4).

Polenler, mantar sporlari, ev tozu akarlari, hayvan kili, epiteli, tiyleri ve salgisi,
hamambdcegi, besinler, ilaglar lateks ve art venomu(zehiri) en sik karsilasilan alerjenlerdir
(4,5).

1980’lerin sonu ile 1990’larin baslarinda alerjenleri tanimlamak i¢in molekiiler
tekniklerin gelismesi ile belirlenen alerjenlerin sayisinda artis olmustur. Bir¢ok alerjenin
niiklotit sekanslari, cDNA klonlama ve PCR tabanli dizileme gibi molekiiler yontemler ile
tanimlanmasi1 yapilmaya baglanmistir (5-8).

Alerjenlerin Biyolojik Yapisi

Alerjenlerin molekiiler yapisi, biyolojik fonksiyonu, homolog protein dizileri ve
bunlarin fonksiyonlarina yonelik ¢alismalarin verilerine GENBANK, EMBL ve diger birgok
veritabanindan saglanabilmektedir.

500’den fazla protein dizisi protein veritabanlarinda (Gen Bank,PDB) depolanmis ve

yaklagik 50 tanesinin ii¢ boyutlu yapist aydinlatilmistir.
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Alerjenlerin ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 vardir. Alerjenler enzim, enzim inhibitdr,
lipit baglayici protein, lipokalin, diizenleyici veya yapisal protein olabilirler. Alerjenler 10-70
kDa molekiil agirhiginda olup ¢oziiniir proteinler veya glikoprotein yapisindadirlar. Birgok
alerjen protein genis pH degisim araliklarina ve 100 °C sicakliklara kadar dayanma 6zelligine
sahiptir.

Alerjenler T hiicrelerini desteklemek icin Thz yolu boyunca IL-4, IL-13 iiretir ve IgE
izotip gecisini baglatirlar. Proteolitik enzim aktivitesi gibi alerjenlerin biyolojik fonksiyonlari
veya diger yabanci madde etkileri IgE yanitlarmi arttirarak, akciger epitelinde tahribata
ugratabilir ve alerjik iltihaba neden olabilir (9).

Polen Alerjenleri

Polenler atmosfere ¢ok fazla miktarda dagildiklarindan ve hemen her mevsim havada
gozlendiklerinden dolay1, polen alerjisi alerjenden kaginma bakimindan tedavisi gii¢
alerjilerden bir tanesidir. Biiyiik sehirlerde devamli degisen ve artan peyzajin yani sira,
kiiresel 1sinma gibi cevresel faktorlerin de etkisiyle atmosferde yer alan polenlerin g¢esit ve
sikliginda artis meydana gelmektedir (10-12)

Polende yer alan antijenler ayn1 zamanda bitkinin kok, govde, yaprak, tohum ve
meyve gibi diger kisimlarinda da yer alabilmektedir. Bu nedenle solunum yolu ile alinan

alerjenler ile gida alerjenleri arasinda birgok ¢apraz reaktivite saptanmistir.

Pfam (protein aileleri) veritaban: (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) icerisinden
157 polen alerjeninin karsilastirilmasi yapilmaktadir. Polen alerjenleri igerisinden 29 protein
ailesinde toplam 2615 bitki tiirii yer almaktadir (13).
Mantar Alerjenleri

Mantar alerjisi yilin birka¢ ay1 meydana gelen tipik mevsimsel bir alerji olarak kabul
edilmez. Iliman bdlgelerde genellikle yaz ve sonbahar boyunca yliksek sayida sporlar

gozlenirken, soguk havalarda azalir ve kar varliginda yok olurlar. Mantar sporlarmin asil
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kaynagini halilar, duvar kagitlari, 1sitma sistemleri ve klimalar olusturmaktadir. Yapilan
calismalar ile tiirlerin (Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Cladosporium herbarum ve Epicoccum nigrum vs.) biyokimyasal kompozisyonlarinda 6nemli
farkliliklar oldugu gosterilmektir (14-15) (Cizelge 1).

Alerjen kaynagi ve diger hastaliklara neden olan Aspergillus sp. sporlari ilk olarak
tespit edilmistir. A. alternata major alerjenleri arasinda Alt a 1 (50 kDa), glikoprotein ile en az
5 izoformu ve Alt a 2°nin %80’den fazlasinin alerjenik hastaliklara neden oldugu belirtilmistir
(16,17).

Diger Alerjen Gruplar:

En 6nemli hayvansal besin alerjenleri siit, yumurta ve deniz iiriinlerinde mevcuttur.
Besin alerjenlerinin en biiyiik kismini Prolamin olusturur. Memeliler de siit alerjenleri
dominant olarak 3 protein ailesinde bulunur; a-Laktaloumin, b-Laktogobulin, Kazal tip serin
proteaz proteinleridir. Ayrica gida alerjenleri igerisinde kuruyemislerde (findik, fistik, ceviz
vs.) énemli bir kaynak durumundadir. I¢ ve dis ortamda bulunan kedi, kdpek, akarlar ve bazi

bocek tiirleri de alerjen kaynagi olarak belirlenmistir (9,13,18) (Cizelge 1).

Cizelge 1. Ulkemizde yaygin olarak bulunan aeroalerjenler

Poaceae Aspergillus spp. Dermatophagoides spp.
Oleaceae, Penicillium spp. Canis spp.

Betulaceae Alternaria spp. Felis spp.

Pinaceae Cladosporium spp. Blatella spp.

Ulkemizde yapilan galigmalarda yaygin olarak bulunan aeroalerjenlerin Cizelge 1°de

bulunan polen, fungus ve digerlerine ait gruplar oldugu belirlenmistir (12,14,15).

17



HA0) International Anatolia Academic Online Journal

Alerjen proteinlerin 6nemli bir pargasi olarak sistematik adlandirmada molekiiler
yapisinin tanimlanmasi, biyokimyasal ve immiinolojik kriterlerin belirlenmesi O6nemlidir.
Baslangigta biyokimyasal kriterler olarak SDS-PAGE, IEF, HPLC, ELISA ve ayrica
fizikokimyasal Ozellikleri molekiil agirligi, izoelektrik noktasi protein safligini ve tiirtini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Giinlimiizde ise tanimlamada niikleotit ve amioasit dizilimi

gerekli goriilmektedir (5,19-21).

Elektroforetik Yontemler

Elektroforetik yontemler igerisinde proteinlerin izlenmesi ve saflastirilmasinda SDS-
PAGE yontemi kullanilmaktadir. SDS-PAGE yonteminde proteinlerin molekiiler agirliklarina
gore ayrimina olanak saglamaktadir. Bu yonteme ilave olarak gelistirilen diger bir metot ise
farkl1 pH gradientinde proteinlerin ayrilmasi metodu, yine farkli izolektrik noktalarina gore
ayrim saglayan 2D-PAGE metodu saflagtirmada siklikla tercih edilmektedir. SDS-PAGE ile
elde edilen saf {irtin sinirli olmakla birlikte 2D-PAGE ile saflastirma yilizdesi daha da
artmaktadir (22).

Western Blotlama elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik metotlarla gosterilmesi

temeline dayanmaktadir. Proteinler, membran, sitoplazmik ve niikleus kaynakl

olabilmektedirler (22, 23).
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Cizelge 2. Alerjenlerin saflastirilmasinda kullanilan elektroforetik yontemler

Cynodon dactylon [Cynd1 2KaDpiPI?rCI;iEi ¢ Raftery ve ark. (2003) [24]
Enolase
Cynodon dactylon 12 alerjenik protein 2D PAGE Kao ve ark. (2005) [25]
2D-PAGE
Phleum pratense |Phlp 3 Hidrofobik etkilesim | Petersen, (2006) [26]
Katyon degisim
Betula verrucosa |Betv1 2 D PAGE Erler ve ark. (2011)[27]
serum albumin Immiinoaffinite . .
. . . Gasilova ve Girault,
Stit a-casein Kapiler elektroforez
. (2014)[18]
lactoferrin
PR-10 SDS-PAGE
. . Alnol Western Blot
Alnus orientalis Gtk el Koger, (2015) [28]
Molekiiler boyutlama
Pectate lyase SDS-PAGE
Helianthus annuus | Cysteine protease Western Blot Ghosh ve ark. (2015) [29]
2D PAGE
Amb a1l 2D PAGE
Ailanthus altissima SDS-PAGE Bouley ve ark. (2015) [30]
HPLC

Kromatografik Yontemler

HPLC, kompleks karigimlart yiiksek bir duyarlilikla bilesenlerine ayiran her bir
bilesigin kalitatif ve kantitatif analizini saglayan bir tekniktir. Elde edilen sonuglarin kesin ve
tekrarlanabilir olmasi bu yontemi distiin kilmaktadir. Kromatografik teknikler icerisinde
HPLC, biitiin ayirma teknikleri arasinda giiniimiizde siklikla kullanilanidir. Yontemin bu
kadar yaygin olmasmin sebepleri duyarligi, dogrulugu, kantitatif tayinlere kolaylikla
uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya ¢evre sartlarindan etkilenen tiirlerin
ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de dnemlisi, bir¢cok bilimsel aragtirmalarda ve sanayi
alaninda kullanilan maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Makro ve mikro
molekiiler yapilar basta olmak iizere proteinler, aminoasitler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,

karbonhidratlar, terpenoidler, pestisitler, ¢esitli organik ve inorganik bilesikler, antibiyotikler,
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steroidler ve diger ilaclar 6rnek verilebilir. Stvi kromatografi ¢alismalarinin % 90 kadar1 ters
faz s1v1 kromatografi modunda gergeklestirilir (28,31,34).

Alerjen proteinlerin 6zelliklerine gore birgok kromatografik yontem tek basina veya

kombine bir sekilde kullanilabilmekedir. Proteinlerin molekiiler yiiklerine gore iyon degisim

ve izoelektrik fokuslama yontemi siklikla kullanilmaktadir (5,35) (Sekil 1).

«Jel filtrasyon « Affinite kromatografisi

kromatografisi

Biyolojik
aktivitelerine
gore

Buyuklik ve
katle

Polaritelerine
gore

Tasidiklari net

yiklere

*RF (Ters faz)
*Hidrofobik etkilesim
*Membran kromatografi

+Iyon degisim
kromatografisi
«izoelektrik fokuslama,

Sekil 1. Proteinlerin 6zelliklerine gére kromatografik yontemler

Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC) protein molekiillerinin hidrofobik gruplari
ile durgun faz arasindaki hidrofobik etkilesime dayanir. Durgun faz hidrofilik bir polimere
(dekstran veya agaroz) bagl kiigiik non-polar gruplar (butil, oktil veya fenil) icermektedir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin bulundugu fraksiyon yliksek tuz
derisimi iceren tampon igerisinde (genellikle amonyum siilfat) kolona yiiklenir. Bagh
proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi ise tampondaki tuz derigimi azaltilarak yapilir. Yani
negatif tuz gradienti olusturularak yikama yapilir. Bu yontem 6zellikle amonyum siilfat gibi
tuzlarla yapilan ¢oktiirmeden sonra proteinlerin daha ileri saflagtirilmasi i¢in idealdir [36, 37].
Molekiiler dislama kromatografisi (size exclusion chromatography, SEC), polimerleri

boyutlarina gore ayirmak i¢in kullanilan bir HPLC yontemidir. Molekiiler diglama
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kromatografisiyle ayrilmis molekiilleri genelde kirilma indisi detektorii, spektrofotometrik
detektorler ya da diger derisim Olgen detektorlerce saptanmaktadir. Molekiil kiitlesi
detektorlerine sahip SEC sistemi kullanilarak protein-protein ve protein-ligand etkilesimleri,
protein-polisakkarit kompleksleri, polimer-protein konjugatlar: ve derecesinin belirlenmesine
olanak sunmaktadir (28, 38) (Cizelge 3).

Kromatografik yontemler icerisinde jel filtrasyon, iyon degisim, ters faz, membran ve
affinite kromatografisi saflagtirma metodunun yolagimin belirlenmesinde kullanilan diger

yontemlerdir. Elde edilecek iirlintin 6zelliklerine gore tercih edilmektedirler.

Cizelge 3. Alerjenlerin saflagtirllmasinda kullanilan kromatografik yontemler

Iyon Degisim Kromotografisi .

Chamaecyparis obtusa | Chao 1 SDS-PAGE Suzuki ve ark., (1996) [39]
Jel filtrasyon Kromatografisi .

Olea europaea Olee7 Ters Faz HPLC Tejera ve ark., (1999) [40]

Betula verrucosa Betv7 Ters Faz HPLC Cadot ve ark., (2000) [41]
Hidrofobik Etkilesim

Olea europaea Olee9 Ters Faz Kromatografisi Huecas ve ark., (2001) [42]
Affinite Kromografisi

Cynodon dactylon Cynd1l 2D PAGE Wu ve ark., (2001) [43]
Ters Faz Kromatografisi Calabozo ve ark., (2001)

Plantago lanceolata |Plall Boyut Dislama [44]

Platanus acerifolia Plaa? Iyon Degisim Kromatograﬁs_l Ibarrola ve ark., (2004)
Jel Permasyon Kromotografi | [45]

. Chea2 . Barderas ve ark., (2004)

Chenopodium album Che a3 Ters Faz Kromatografisi [46]

Quercus alba Queal Afinite Kromotografisi 1[\2;)]" érare ve ark., (2008)

Soya Fasiilyesi Glycinin

Siit Casein

Yumurta Ovalbumin UHPLC Planque ve ark. (2016) [48]

Fistik Cupin

SONUCLAR

Alerjen proteinlerin saflagtirilmasinda elektroforetik ve kromatografik teknikler

kullanildig1 belirlenmistir. Bu iki tekniginde kullanim amacina uygun olmasi gereklidir.
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Calismada elde edilecek firiiniin Ozelliklerinin belirlenmesi icin ileri diizey molekiiler
yontemler (Kristallografi, DNA ve RNA tabanli tanimlamalar, MALDI-TOF vs.) ile devam
edilmesi gerekmektedir.

Giincel bilgiler ile kullanilan kimyasal ve cihazlarin belirlenmesi ve uygun yontemler
ile ortak bir kullanim tespiti bircok avantajlar saglayacaktir. Son yillarda, elde edilen saf
proteinler, bir¢ok alanda kullanima sunulmakta ve bu alan hizla gelisen bir sektor olarak diger
sektorler arasinda yerini almaktadir. Saflagtirmada izlenecek kriterler incelenerek alerjenlerin
saflastirilmasinda yarar saglayacagi diisiiniilmektedir.

Molekiiler yontemlerin {ilkemizde farkli alanlarda kullanimi giderek yayginlagmakta
olup ancak alerjenler {iizerine yapilan ¢alismalar siirli sayidadir. Alerjen proteinlerin

saflastirilmasinda iilkemiz bilim insanlarina 6nemli gorevler diismektedir.
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