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Özet 

İnsanların % 10 unda rastlanan alerjenite yurtdışında birçok araştırıcı tarafından farklı yöntemler ile 

belirlenmektedir. Bu çalışmada, alerjen proteinlerinin saflaştırılması için kullanılan yöntemler 

incelenmiştir.   

Alerjenlerin belirlenmesinde kullanılan tamponlar ve işlemler birçok farklılıklar içermektedir. 

İncelenen kromatografik yöntemler; jel filtrasyon kromatografisi, iyon değişim kromatografisi, affinite 

kromatografisi, ters faz kromatografisi, hidrofobik etkileşim kromatografisi, membran kromatografisi, 

yüksek performans sıvı kromatografisi (HPLC) ve elektroforetik yöntemler ise; izoelektrik odaklama, 

sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve 2 boyutlu elektroforezdir. 

Kullanılacak olan yöntemler saflaştırılması arzu edilen proteinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 

özellikleri göz önüne alınarak seçilmektedir. Proteini, en saf halde elde edebilmek için bu yöntemlerin 

çoğu ardışık olarak uygulanmaktadır. En fazla miktarda protein, membran kromatografisiyle, en az 

miktarda protein, affinite kromatografisi ile elde edilmektedir. Bu sebeple birçok yöntemin kendine 

özgü özellikleri ve avantajları mevcuttur.  

Güncel bilgiler ile kullanılan kimyasal ve cihazların belirlenmesi ve uygun yöntemler ile ortak bir 

kullanım tespiti birçok avantajlar sağlayacaktır. Son yıllarda, elde edilen saf proteinler, birçok alanda 

kullanıma sunulmakta ve bu alan hızla gelişen bir sektör olarak diğer sektörler arasında yerini 

almaktadır.  Saflaştırmada izlenecek kriterler incelenerek alerjenlerin saflaştırılmasında yarar 

sağlayacağı düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Alerjen, saflaştırma, elektroforetik yöntemler, kromatografik yöntemler 
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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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GİRİŞ 

Medeniyetin gelişmesi, doğal çevrenin kirletilmesi gibi çevresel sorunlar yeni sağlık 

problemlerini de beraberinde getirmektedir. Dünyada alerjiden muzdarip olan insanların oranı 

% 15 ile % 30, mevsimsel rinitli insanların oranı ise % 10 ile % 15 civarındadır. 

Semptomların türü ne olursa olsun alerji, fiziksel durumu ve konsantrasyonu zayıflatan kronik 

bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (1-3).  

Alerjenin kaynağı farklılık göstermekle birlikte gıda ve aeroalerjenler ön plana 

çıkmaktadır. Aeroalerjenler, iç ve dış ortam alerjenleri olarak iki grupta incelenmektedir. İç 

ortam alerjenleri ev, ofis ve okul gibi kapalı alanlarda rastlanmaktadır. Dış ortam alerjenleri 

ise atmosferde yer alan ve rüzgâr akımları etkisi ile uzak mesafelere taşınabilen polen ve 

mantar sporlarını kapsamaktadır (4). 

Polenler, mantar sporları, ev tozu akarları, hayvan kılı, epiteli, tüyleri ve salgısı, 

hamamböceği, besinler, ilaçlar lateks ve arı venomu(zehiri) en sık karşılaşılan alerjenlerdir 

(4,5). 

1980’lerin sonu ile 1990’ların başlarında alerjenleri tanımlamak için moleküler 

tekniklerin gelişmesi ile belirlenen alerjenlerin sayısında artış olmuştur. Birçok alerjenin 

nüklotit sekansları, cDNA klonlama ve PCR tabanlı dizileme gibi moleküler yöntemler ile 

tanımlanması yapılmaya başlanmıştır (5-8).  

Alerjenlerin Biyolojik Yapısı 

Alerjenlerin moleküler yapısı, biyolojik fonksiyonu, homolog protein dizileri ve 

bunların fonksiyonlarına yönelik çalışmaların verilerine GENBANK, EMBL ve diğer birçok 

veritabanından sağlanabilmektedir. 

500’den fazla protein dizisi protein veritabanlarında (Gen Bank,PDB)  depolanmış ve 

yaklaşık 50 tanesinin üç boyutlu yapısı aydınlatılmıştır. 
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Alerjenlerin çeşitli biyolojik fonksiyonları vardır. Alerjenler enzim, enzim inhibitör, 

lipit bağlayıcı protein, lipokalin, düzenleyici veya yapısal protein olabilirler. Alerjenler 10-70 

kDa molekül ağırlığında olup çözünür proteinler veya glikoprotein yapısındadırlar. Birçok 

alerjen protein geniş pH değişim aralıklarına ve 100 °C sıcaklıklara kadar dayanma özelliğine 

sahiptir. 

Alerjenler T hücrelerini desteklemek için Th2 yolu boyunca IL-4, IL-13 üretir ve IgE 

izotip geçişini başlatırlar. Proteolitik enzim aktivitesi gibi alerjenlerin biyolojik fonksiyonları 

veya diğer yabancı madde etkileri IgE yanıtlarını arttırarak, akciğer epitelinde tahribata 

uğratabilir ve alerjik iltihaba neden olabilir (9). 

Polen Alerjenleri 

Polenler atmosfere çok fazla miktarda dağıldıklarından ve hemen her mevsim havada 

gözlendiklerinden dolayı, polen alerjisi alerjenden kaçınma bakımından tedavisi güç 

alerjilerden bir tanesidir. Büyük şehirlerde devamlı değişen ve artan peyzajın yanı sıra, 

küresel ısınma gibi çevresel faktörlerin de etkisiyle atmosferde yer alan polenlerin çeşit ve 

sıklığında artış meydana gelmektedir (10-12) 

Polende yer alan antijenler aynı zamanda bitkinin kök, gövde, yaprak, tohum ve 

meyve gibi diğer kısımlarında da yer alabilmektedir. Bu nedenle solunum yolu ile alınan 

alerjenler ile gıda alerjenleri arasında birçok çapraz reaktivite saptanmıştır.    

Pfam (protein aileleri) veritabanı (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) içerisinden 

157 polen alerjeninin karşılaştırılması yapılmaktadır. Polen alerjenleri içerisinden 29 protein 

ailesinde toplam 2615 bitki türü yer almaktadır (13). 

Mantar Alerjenleri 

Mantar alerjisi yılın birkaç ayı meydana gelen tipik mevsimsel bir alerji olarak kabul 

edilmez. Ilıman bölgelerde genellikle yaz ve sonbahar boyunca yüksek sayıda sporlar 

gözlenirken, soğuk havalarda azalır ve kar varlığında yok olurlar. Mantar sporlarının asıl 

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam


 
 

17 

 

kaynağını halılar, duvar kağıtları, ısıtma sistemleri ve klimalar oluşturmaktadır. Yapılan 

çalışmalar ile türlerin (Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 

Cladosporium herbarum ve Epicoccum nigrum vs.) biyokimyasal kompozisyonlarında önemli 

farklılıklar olduğu gösterilmektir (14-15) (Çizelge 1). 

Alerjen kaynağı ve diğer hastalıklara neden olan Aspergillus sp. sporları ilk olarak 

tespit edilmiştir. A. alternata major alerjenleri arasında Alt a 1 (50 kDa), glikoprotein ile en az 

5 izoformu ve Alt a 2’nin %80’den fazlasının alerjenik hastalıklara neden olduğu belirtilmiştir 

(16,17).  

Diğer Alerjen Grupları 

En önemli hayvansal besin alerjenleri süt, yumurta ve deniz ürünlerinde mevcuttur. 

Besin alerjenlerinin en büyük kısmını Prolamin oluşturur. Memeliler de süt alerjenleri 

dominant olarak 3 protein ailesinde bulunur; a-Laktalbumin, b-Laktogobulin, Kazal tip serin 

proteaz proteinleridir. Ayrıca gıda alerjenleri içerisinde kuruyemişlerde (fındık, fıstık, ceviz 

vs.) önemli bir kaynak durumundadır. İç ve dış ortamda bulunan kedi, köpek, akarlar ve bazı 

böcek türleri de alerjen kaynağı olarak belirlenmiştir (9,13,18) (Çizelge 1). 

 

Çizelge 1. Ülkemizde yaygın olarak bulunan aeroalerjenler 

Polenler Funguslar Diğerleri 

Poaceae Aspergillus spp. Dermatophagoides spp. 

Oleaceae, Penicillium spp. Canis spp. 

Betulaceae Alternaria spp. Felis spp. 

Pinaceae Cladosporium spp. Blatella spp. 

 

Ülkemizde yapılan çalışmalarda yaygın olarak bulunan aeroalerjenlerin Çizelge 1’de 

bulunan polen, fungus ve diğerlerine ait gruplar olduğu belirlenmiştir (12,14,15). 
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Alerjen proteinlerin önemli bir parçası olarak sistematik adlandırmada moleküler 

yapısının tanımlanması, biyokimyasal ve immünolojik kriterlerin belirlenmesi önemlidir. 

Başlangıçta biyokimyasal kriterler olarak SDS-PAGE, IEF, HPLC, ELISA ve ayrıca 

fizikokimyasal özellikleri molekül ağırlığı, izoelektrik noktası protein saflığını ve türünü 

belirlemek için kullanılmaktadır. Günümüzde ise tanımlamada nükleotit ve amioasit dizilimi 

gerekli görülmektedir (5,19-21). 

 

Elektroforetik Yöntemler 

Elektroforetik yöntemler içerisinde proteinlerin izlenmesi ve saflaştırılmasında SDS-

PAGE yöntemi kullanılmaktadır. SDS-PAGE yönteminde proteinlerin moleküler ağırlıklarına 

göre ayrımına olanak sağlamaktadır. Bu yönteme ilave olarak geliştirilen diğer bir metot ise 

farklı pH gradientinde proteinlerin ayrılması metodu, yine farklı izolektrik noktalarına göre 

ayrım sağlayan 2D-PAGE metodu saflaştırmada sıklıkla tercih edilmektedir. SDS-PAGE ile 

elde edilen saf ürün sınırlı olmakla birlikte 2D-PAGE ile saflaştırma yüzdesi daha da 

artmaktadır (22). 

Western Blotlama elektroforez işlemiyle poliakrilamid jelde göç ettirilen proteinlerin 

destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik metotlarla gösterilmesi 

temeline dayanmaktadır. Proteinler, membran, sitoplazmik ve nükleus kaynaklı 

olabilmektedirler (22, 23). 
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Çizelge 2. Alerjenlerin saflaştırılmasında kullanılan elektroforetik yöntemler 

Alerjen Kaynağı Protein Adı Saflaştırma Yöntemi Literatür 

Cynodon dactylon Cyn d 1 
2 D PAGE  

Raftery ve ark. (2003) [24] 
Kapiler likit  

Cynodon dactylon 
Enolase 

2D PAGE Kao ve ark. (2005) [25] 
12 alerjenik protein 

Phleum pratense  Phl p 3 

2D-PAGE  

Petersen, (2006) [26]  Hidrofobik etkileşim 

Katyon değişim  

Betula verrucosa Bet v 1 2 D PAGE Erler ve ark. (2011)[27] 

Süt 

serum albumin İmmünoaffinite  
Gasilova ve Girault, 

(2014)[18] 
α-casein Kapiler elektroforez 

lactoferrin   

Alnus orientalis 

PR-10 SDS-PAGE 

Koçer, (2015) [28] 
Aln o 1 Western Blot 

  Hidrofobik etkileşim 

  Moleküler boyutlama 

Helianthus annuus 

Pectate lyase  SDS-PAGE 

Ghosh ve ark. (2015) [29] Cysteine protease Western Blot 

 2D PAGE 

Ailanthus altissima 

Amb a 11 2D PAGE 

Bouley ve ark. (2015) [30]   SDS-PAGE 

 HPLC 

 

Kromatografik Yöntemler 

HPLC, kompleks karışımları yüksek bir duyarlılıkla bileşenlerine ayıran her bir 

bileşiğin kalitatif ve kantitatif analizini sağlayan bir tekniktir. Elde edilen sonuçların kesin ve 

tekrarlanabilir olması bu yöntemi üstün kılmaktadır. Kromatografik teknikler içerisinde 

HPLC, bütün ayırma teknikleri arasında günümüzde sıklıkla kullanılanıdır. Yöntemin bu 

kadar yaygın olmasının sebepleri duyarlığı, doğruluğu, kantitatif tayinlere kolaylıkla 

uygulanabilir olması, uçucu olmayan türlerin veya çevre şartlarından etkilenen türlerin 

ayrılmasına uygun olması ve hepsinden de önemlisi, birçok bilimsel araştırmalarda ve sanayi 

alanında kullanılan maddelere geniş bir şekilde uygulanabilirliğidir. Makro ve mikro 

moleküler yapılar başta olmak üzere proteinler, aminoasitler, nükleik asitler, hidrokarbonlar, 

karbonhidratlar, terpenoidler, pestisitler, çeşitli organik ve inorganik bileşikler, antibiyotikler, 
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steroidler ve diğer ilaçlar örnek verilebilir. Sıvı kromatografi çalışmalarının % 90 kadarı ters 

faz sıvı kromatografi modunda gerçekleştirilir (28,31,34). 

Alerjen proteinlerin özelliklerine göre birçok kromatografik yöntem tek başına veya 

kombine bir şekilde kullanılabilmekedir. Proteinlerin moleküler yüklerine göre iyon değişim 

ve izoelektrik fokuslama yöntemi sıklıkla kullanılmaktadır (5,35) (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Proteinlerin özelliklerine göre kromatografik yöntemler  

Hidrofobik etkileşim kromatografisi (HIC) protein moleküllerinin hidrofobik grupları 

ile durgun faz arasındaki hidrofobik etkileşime dayanır. Durgun faz hidrofilik bir polimere 

(dekstran veya agaroz) bağlı küçük non-polar grupları (butil, oktil veya fenil) içermektedir. 

Hidrofobik etkileşim kromatografisinde ilgili proteinin bulunduğu fraksiyon yüksek tuz 

derişimi içeren tampon içerisinde (genellikle amonyum sülfat) kolona yüklenir. Bağlı 

proteinlerin kolondan uzaklaştırılması ise tampondaki tuz derişimi azaltılarak yapılır. Yani 

negatif tuz gradienti oluşturularak yıkama yapılır. Bu yöntem özellikle amonyum sülfat gibi 

tuzlarla yapılan çöktürmeden sonra proteinlerin daha ileri saflaştırılması için idealdir [36, 37]. 

Moleküler dışlama kromatografisi (size exclusion chromatography; SEC), polimerleri 

boyutlarına göre ayırmak için kullanılan bir HPLC yöntemidir. Moleküler dışlama 

•RF (Ters faz)

•Hidrofobik etkileşim

•Membran kromatografi

•İyon değişim 
kromatografisi

•İzoelektrik fokuslama,

•Affinite kromatografisi•Jel filtrasyon 
kromatografisi

Büyüklük ve 
kütle

Biyolojik 
aktivitelerine 

göre 

Polaritelerine 
göre  

Taşıdıkları net 
yüklere
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kromatografisiyle ayrılmış molekülleri genelde kırılma indisi detektörü, spektrofotometrik 

detektörler ya da diğer derişim ölçen detektörlerce saptanmaktadır. Molekül kütlesi 

detektörlerine sahip SEC sistemi kullanılarak protein-protein ve protein-ligand etkileşimleri, 

protein-polisakkarit kompleksleri, polimer-protein konjugatları ve derecesinin belirlenmesine 

olanak sunmaktadır (28, 38) (Çizelge 3). 

Kromatografik yöntemler içerisinde jel filtrasyon, iyon değişim, ters faz, membran ve 

affinite kromatografisi saflaştırma metodunun yolağının belirlenmesinde kullanılan diğer 

yöntemlerdir. Elde edilecek ürünün özelliklerine göre tercih edilmektedirler. 

 

Çizelge 3. Alerjenlerin saflaştırılmasında kullanılan kromatografik yöntemler 

Alerjen Kaynağı 
Proteinin 

Adı 
Saflaştırma Yöntemi Literatür 

Chamaecyparıs obtusa Cha o 1  
İyon Değişim Kromotografisi 

Suzuki ve ark., (1996) [39] 
SDS-PAGE 

Olea europaea Ole e 7  
Jel filtrasyon Kromatografisi 

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

Betula verrucosa Bet v 7 Ters Faz HPLC  Cadot ve ark., (2000) [41]  

Olea europaea Ole e 9 
Hidrofobik Etkileşim  

Huecas ve ark., (2001) [42]  
Ters Faz Kromatografisi 

Cynodon dactylon Cyn d 1 
Affinite Kromografisi 

Wu ve ark., (2001) [43] 
2D PAGE 

Plantago lanceolata Pla l 1 
Ters Faz Kromatografisi Calabozo ve ark., (2001) 

[44]  Boyut Dışlama 

Platanus acerifolia Pla a 2 
İyon Değişim Kromatografisi  Ibarrola ve ark., (2004) 

[45] Jel Permasyon Kromotografi 

Chenopodium album 
Che a 2  

Che a 3  
Ters Faz Kromatografisi 

Barderas ve ark., (2004) 

[46] 

Quercus alba Que a 1 Afinite Kromotografisi 
Movérare ve ark., (2008) 

[47] 

Soya Fasülyesi Glycinin 

UHPLC Planque ve ark. (2016) [48] 
Süt Casein 

Yumurta Ovalbumin 

Fıstık Cupin 

 

SONUÇLAR 

Alerjen proteinlerin saflaştırılmasında elektroforetik ve kromatografik teknikler 

kullanıldığı belirlenmiştir. Bu iki tekniğinde kullanım amacına uygun olması gereklidir. 
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Çalışmada elde edilecek ürünün özelliklerinin belirlenmesi için ileri düzey moleküler 

yöntemler (Kristallografi, DNA ve RNA tabanlı tanımlamalar, MALDİ-TOF vs.) ile devam 

edilmesi gerekmektedir. 

Güncel bilgiler ile kullanılan kimyasal ve cihazların belirlenmesi ve uygun yöntemler 

ile ortak bir kullanım tespiti birçok avantajlar sağlayacaktır. Son yıllarda, elde edilen saf 

proteinler, birçok alanda kullanıma sunulmakta ve bu alan hızla gelişen bir sektör olarak diğer 

sektörler arasında yerini almaktadır.  Saflaştırmada izlenecek kriterler incelenerek alerjenlerin 

saflaştırılmasında yarar sağlayacağı düşünülmektedir. 

Moleküler yöntemlerin ülkemizde farklı alanlarda kullanımı giderek yaygınlaşmakta 

olup ancak alerjenler üzerine yapılan çalışmalar sınırlı sayıdadır. Alerjen proteinlerin 

saflaştırılmasında ülkemiz bilim insanlarına önemli görevler düşmektedir.  
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