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ABSTRACT

MORPHOLOGY AND DETERMINATION OF POTENTIAL ALERGENIC
PROTEINS OF KIZILCAM (PINUS BRUTIA TEN.), EASTERN CHINA
(PLATANUS ORIENTALIS L.) AND NINED OF (PLANTAGO MAJOR L))
POLENES IN GAZIANTEP

OZKESEN GUCEGLIOGLU, Hatice Bakiye
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Isik Didem KARAGOZ
June 2019
46 pages

Allergy is expressed as a hypersensitivity reaction that affects the body of some
individuals exposed to the same amount of foreign substances (antigens) In this
study, it was aimed to determine the allergen protein concentrations of Red Pine
(Pinus brutia L.), (Plantago major L.) (Platanus orientalis L.) pollen which are
common in Gaziantep.Pollen samples were collected during dissemination periods
and extraction procedures were performed. The concentrations of extracted pollen
proteins were determined. The concentrations of extracted pollen proteins were
determined.Pollen extracks were prepared by pollinating the pine trees of pinus
brutia L. Plantago major L. and Platanus orientalis L. To determine the morphology
of pollen preparation were preperad by wodehouse method and photographed under
light microscope. Total concentrations of potential allergen proteins were determined
by BCA method from prepared polen extracts The standard allergen Kits used in the
clinic were compared with the protein concentrations of the Kits, the results were

recorded for evaluation.

Key Words: Pinus brutia L., Plantago major L., Platanus orientalis L., Pollen,
Allergen



OZET

GAZIANTEP’TEKI KIZILCAM (PINUS BRUTIiA TEN.), DOGU CINARI
(PLATANUS ORIENTALIS L.) VE SINIRLI OT (PLANTAGO MAJOR L.)
POLENLERININ MORFOLOJISi VE POTANSIYEL ALERJENIK
PROTEINLERININ TESPIiTi

OZKESEN GUCEGLIOGLU, Hatice Bakiye
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Tez Yoneticisi: Doc. Dr. Isik Didem KARAGOZ
Haziran 2019
46 sayfa

Alerji aym1 orandaki yabanci maddelere (antijenlere) maruz kalan bireylerden
bazilarinin vuctidunda etki gosteren asir1 duyarlilik reaksiyonu olarak ifade
edilmektedir. Riizgar ile atmosferde yayilan polenler O6nemli aeroalerjenleri
olusturmaktadir. Polenlerin yayilis1 ve miktarlari bulunduklar1 cografi bolge ve
iklimden etkilenmektedir. Bu sebeple farkli cografik bolgelerde yasayan duyarl
kisilerin maruz kaldigr polen miktar1 ve sayis1 etkilenen bireylerde farkli alerjik
reaksiyonlar gelistirmektedir. Bu nedenle tiirlerin bolgelere 6zgii alerjenik etkilerinin
arastirilmasi 6nemlidir. Kizilgam (Pinus brutia L.), Sinir Otu (Plantago major L.) ve
Dogu ¢mart (Platanus orientalis L.) agaglarinin tozlagma donemlerinde polenleri
toplanarak polen ekstreleri hazirlanmigtir. Polenlerin morfolojisinin tespiti i¢in
Wodehouse  yontemi ile preparatlar  hazirlanarak 151k mikroskobunda
fotograflanmistir. Hazirlanan polen ekstrelerinden BCA yontemi ile potansiyel
alerjen proteinlerin total konsantrasyonlari tespit edilmistir. Bu ¢alismada, Gaziantep
ilinde yaygin olarak bulunan bu bitki tiirleri polenlerinin alerjen protein

konsantrasyonlariin belirlenmesi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Pinus brutia L., Plantago major L., Platanus orientalis L.,

Polen, Alerjen
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TESEKKUR

Bu calisma siiresince tiim bilgilerini benimle paylasmaktan kag¢inmayan, her tiirlii
konuda destegini benden esirgemeyen ve tezimde biiylik emegi olan, ayn1 zamanda
kisilik olarak da bana c¢ok sey katan Gaziantep Universitesi Ogretim Uyelerinden
damisman hocam, Saym Dog. Dr. Istk Didem KARAGOZ’e sonsuz minnet ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Orneklerin toplanmasinda, polen proteinlerinin ekstresinin hazirlanmasinda ve tiim
Ol¢iimlerin yapilmasinda desteklerini benden esirgemeyen degerli arkadaslarim,
Biyolog Asiye GOZUBUYUK, Biyolog Canan AFACAN, Hiba HUSSEIN, ve
Yiiksek Biyolog Basak SIMITCIOGLUna ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma siiresince, literatlir tarama hususunda yardimini esirgemeyen beni hep
destekleyen ve giivenen esim Reha GUCEGLIOGLUNA’a her konuda beni
destekleyen, yiireklendiren, yanimda olan lizerimde emegi sonsuz olan canim annem
Bakiye OZKESEN’ e, en biiyiik destek¢cim babam Hanifi OZKESEN’ e, manevi
olarak yanimda olan kiz kardesim Yagmur BAGRIYANIK ve erkek kardesim Resat

OZKESEN’ e, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

viii



ICINDEKILER

sayfa

ABSTRACT ettt bbbttt b e %
OZET ... Vi
TESEKKUR....ccuivuitniiiiiiiieteteeteereeteeteeseesteseeseeseesesseeseesesseessssessessnssne viii
ICINDEKILERL......cuiuituiiiiiiiieieieeeeteeneenerneeneesesnesnesneeiisessesnesnesnesnesnnens X
TABLOLARLISTESI....evuiiiiiitiiiiiieeteieteeeteerteeetneeeneeesieesennnesnsesnnssnnns xiiii
SEKILLER LISTESI....cuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiierieeieeierneeterneeneesesneeeeeniiens xii
KISALTMALAR LISTESI.....coooiiiiiiiiinniiiiiiiiiiiicccccncninnnna xiii
BOLUM 1 ..ottt 1
1.1 GIRIS oottt ettt ettt ettt n et en et tans 1
BOLUM 2 GENEL BILGILER .........cccoiiiiiiiiiiiississsnessesis s 3
A N LT | USSR 3
2.2 AIBTJEIN ...ttt e et e e e reenre e e naeere s 4
2.3 POIEN @IEIJISE ...t sttt nre e 5
2.3.1 Polen alerjisinin KINiK tanis1.......cccocviiiiiiiiiiiii i 9
2.3.2 Deri Testleri Prick TeSH ..o 10
2.3.3 Nazal Provokasyon Testi ( NPT)...c..coiiiciiiececceee e 10
2.4 Platanaceae familyast Ve @lerji ........ccccooieiiiiiniiiiieec e 10
2.5 Plantaginaceae familya 6zellikleri ve alerji........cocoovieriiriiiciniieeiseseeeee 14
2.5.1 Geleneksel tipta kKullanimi..........ccocoviiiiiiiiii 15
2.5.2 Plantago major’un gesitli galismalarda gézlemlenen etkileri...............cevvenene. 19
2.5.3 Plantago major ve alerji mekanizmasl..........cccevererenenininiienene e 16
2.6 Pinaceae familyasi ve alerji mekanizmasi.........c.ccooveiiiiiiienenieniese e 17
BOLUM 3 MATERYAL VE METOD ......cooiiiiieieeeeeeeeetee e, 20
S MaAtEryal. ... 20
3.2 Polenlerin temini ve tOPlanmMaSsT .........cocviviiiiiiieieiieieee e 23
3.3 Polen morfoloji ¢aliSMAlarts .........coiveeiiieiiiiiieie e e 24
3.3.1 WOdEhOUSE YONIEMI ...ccuvvieniieieiiiie sttt 24



3.3.2 Gliserin Jelatin HazZirlanmasT c...uveeeeoiieiiiiiieiiiiisieeeeeeeestiis e e e e e s eeerrbnsesessseesssnannns 24

3.4 Polenlerin OIGTUMITL ......cuvvrieiiiiiee e e e e e e e e e e e snre e e e 25
3.5 Polen fotograflarinin ¢ekilmesi ........cccevvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.6 Ekstraksiyon igin gerekli olan reaktifler ..........ccoovviierieriiiierieeie e 25
3.6.1 ‘Coca’ Cozeltisinin Hazirlanmasi..........c.cooueeiiiiiiiiiiiiic e 25
3.7 Polen ekstrelerinin hazirlanmast .........ccoceeiiiiiiniiiiiice e 26
3.8 Siizme (filtrasyon ) YONTEMI .....c.uveviiiiiiiiiiiiciie e 27
3.9 Polenin kuru agirliginin hesaplanmast .........cccocveviieiiiiiiiieiicecce e 27
3.10 Polen protein konsantrasyonunun belirlenmesi.........c.ccocvvviieiciencienisesee 28
310 DL 0L PR 29
4.1 Polenlerin mikrofotoZraflarti..........cccoveiiiiiiiiiiiiiseecee e 30
1570 D10 <O 34
SONUCLAR VE TARTISMAL. ..ciutiutiuiitiiiiiiiniieiieiiiiniietietnecntsasnan. 35
(SO N N I N SR 41



TABLOLAR LISTESI

Sayfa
Tablo 3.1 Coca COZEIISI. .....ve et e 23
Tablo 4.1 Polen ekstreleri ile ticari polen ekstrelerinin protein konsantrasyon
Karstlastirtlmasi.........oooii i e 29
Tablo 4.3 Polen BCA 6l¢timleri standart kitlerin hali ve saf polen
KarS1laStIrmmasI. ... .ottt 29
Tablo 4.4 Polen BCA 6l¢iim standart kitlerin diliie edilmis hali ve saf polen
KarSIaStIrmas. .. ...viet ettt 30

Xi



SEKILLER LISTESI

Sayfa
Sekil2.1 Tip I reaksiyonununda gergeklesen olaylar...................oooiiiiiiiiiiinn, 5
Sekil2.2 Tip I alerji reaksiyonunda salinim.................coocoiiiiiiii i 7
Sekil 2.3 Polenin temel kKisimlart........... ..o 9
Sekil 2.4 Cinar agact polen gOrintlileri..........c.ooviviiiiiiiiii e 12
Sekil 2.5 Platanus occidentalis (Bati Cinari) agaglandirma genel goriiniis................ 13
Sekil 2.6 Plantago major bitkisi genel gorinimii.............ccovvviiiiiiiniiniiennn.. 12
Sekil 2.7 Plantago polen gortntileri................ooiiiiiiii e 15
Sekil 2.8 Cam polen gorintlileri.........o.oviiiiiii e 16
Sekil 2.9 Kizilgam (PINUS Brutia )..........oooiiiiii e 20
Sekil 4.1 P.orientalis polenlerinin 151k mikroskobik incelemesi............................ 26
Sekil 4.2 P.brutia polenlerinin 151k mikroskobik incelemesi......................oooue.l. 27
Sekil 4.2 P.major polenlerinin 151k mikroskobik incelemesi..................ccoooviviinen. 27

xii



KISALTMALAR LiSTESI

kDa Kilodalton

M Molar

rpm Dakika basina devir sayisi
IgE Immiinoglobulin E

IgM Immiinoglobulin M

109G Immiinoglobulin G

SEM Scanning Electron Microscope (Taramali E. M.)
WHO Diinya Saglik Orgiitii

xiii



BOLUM 1

GIRIS

Alerjik hastaliklar toplumun biiyiik bir kesiminde énemli 6lgiide meydana gelen bir
saglik problemidir. Pek ¢ok insanda aerobiyolojik bozukluklar nedeniyle polenlere,
besinlere, ev tozu akarlarina, boceklere ve bitkilere karsi alerjik reaksiyonlar
gelismektedir. Alerjik hastaliklara sebebiyet veren bir¢ok alerjen kaynagi mevcuttur.
Alerjik duyarliligin artmasinda ve buna bagli olarak gelisen belirtilerin ortaya
cikmasindaki en yaygin etken ise polenlerdir [1].

Belirli mevsimlerde solunum sistemi rahatsizligina sebep olan polenler,belirli
cografik bolgede, ¢iceklenme zamanlarina bagli olarak, ¢evreye yayilmaktadirlar.
Polen alerjisinden sorumlu molekiiller genelde 5-150 kDa molekiil agirligindaki

proteinler veya glikoproteinlerdir [2].

Alerjen polenler ile olusturulan ekstreler, alerjenik hastaliklarin tanis1 ve tedavisi
i¢in bliyiik 6nem tagirlar ve biitiin bu ekstreler alerjenik hastaliklarin teshisi igin deri
testlerinde kullanilmakta olup alerjik reaksiyonlarin tedavisi iSe immiinoterapi ile
gergeklestirilmektedir. Yapilan bu tedavide, hastanin reaksiyon gosterdigi polen
tirtinden hazirlanan ekstreler, hastaya giderek artan dozlarda enjekte edilerek immiin

sisteminin kuvvetlendirilmesi amaglanmustir.

Sensivitesi daha yiiksek sonuglar elde etmek igin, tilkemizdeki var olan alerjik
hastaliklarin teshisi ve tedavisi amaciyla kullanilan ekstrelerin tilkemizde yetisen ve
yetistirilen bitkilerden elde edilmesi ve o bdlgeye ait alerjenik tedavilerde

uygulanmas1 gerekmektedir.

Bu tez calismasinda Gaziantep Universitesi kampiisii i¢indeki agaclandirilmis
alanlarda yaygin olarak bulunan Platanus orientalis (Dogu Cinari), Pinus brutia

(Kizilgam) ve Plantago major (Sinir Otu) agaglarmin tozlasma donemlerinde
1



toplanan polen 6rneklerinden elde edilen ekstrelerden, polenlerin morfolojilerinin ve
potansiyel alerjenik total protein konsantrasyonlarmin belirlenmesi, tanisal testlerde
kullanilmak i¢in {iretilen ticari polen ekstraktlari ile total protein konsantrasyonlari
yoniinden  karsilastirilmalart  amaglanmistir.  Son  birkag  yildir  yapilan
etnofarmakolojik ¢alismalarda, P. major 'un hemen hemen diinyanin her bolgesinde
(Asya, Avrupa ve Amerika kitasindaki bir ¢ok iilkede), enfeksiyon hastaliklari, cilt
hastaliklari, timdrler, sindirim sistemi hastaliklari, solunum, iirogenital ve dolasim
sistemler ile ilgili ¢esitli problemler i¢in ve ayrica ates diisiiriicii ve agr1 kesici olarak

geleneksel sekilde kullanilmakta olduguna dair bir takim bilgiler ortaya ¢ikmistir [3].

Calismamizdaki diger bir bitki olan, Gymnospermler agik tohumlular igerisinde en
genig yayilima sahip olan Pinus cinsi kapsaminda kizilgam (Pinus brutia),
iilkemizde en fazla bulunan cam tiiriidiir. Bu tiirlin diinyada en c¢ok yayilist
Tiirkiye’de goriilmekte olup, baslica Akdeniz ile Ege Bolgeleri dogal flora
bolgesidir [4]. Ulkemizde hos bir goriiniim saglamak amaciyla ve ayni zamanda
biiyiik bir kereste kaynagi olarak kullanilan kizilgam, ekonomik olarak 6nemli bir
orman agaci tiiriidiir. Ayrica kolay islenebilir olmasi 6zelligi ile mobilya, yap1
ambalaj ve yapi1 malzemesi sanayisinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte

recinesinden de ¢okca yararlanilan ilk ve tek ¢am tiirtidiir.

Dogu Cinari (Platanus orientalis) ise 5-6m ¢apinda, 25-30 m boylarinda ve yiizlerce
yil yasamini siirdiirebilen biiylik ve gelismis agaglardan biridir. Botanik yetenekleri
ise govde dis kabugu minik pulcuklar halinde catlar ve dokiiliir, yapraklar 5-7
lobludur ve bu loblar genellikle bitkinin orta damarina kadar ilerlemektedir ve uglari
biiyiik oranda sivridir.Uzun bir sapa sahip olmakla beraber bilesik meyveler uzunca
bir sap iizerinde 2-6 adettir. Yapraklar1 ise 10-20 cm uzunlugundadir. Ulkemizde
kendiliginden yetisen tek dogal ¢mar tliridiir ve biitiin ormanlik alanlarda, sulak

alanlarda ,genellikle dere iglerinde, kendiliginden yetigsmektedir [5].



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Alerji

Alerji, Yunancada normal seyrin disinda gelisen asir1 reaksiyonel tepki demektir.
Ancak benimsenen diisiincenin aksine, alerjik reaksiyonlarin nedeni immiin
bagisikligin zayif kalmasi degildir. Aslinda bakildigi zaman alerjik bir reaksiyonda
bagisiklik faktorlerimiz oldugundan daha fazla caligmakta olup ¢ok fazla oranda
antikor olusturmaktadir. Bu sebeple bilim insanlart ve doktorlar tarafindan alerji
terimi yerine asir1 duyarlilik tanimlamasini tercih edilmektedir [6].

Alerjik kigilerin immiin yapilari, bir molekiilii tehlike olarak tanimlayip oldugundan
¢ok daha fazla bir reaksiyon olusturmaktadir. Bu tepki bazi durumlarda oksiiriik,
hapsirma seklinde gelisirken bazen ¢ok daha ileri boyutlara taginip oldiirticii dahi
olabilmektedir [6].

Normal kisilerde lenfositler zararsiz ve zararli proteinleri birbirinden ayristiracak
onemli bilgileri tasimaktadirlar. Alerjik kisilerde ise lenfosit hiicreleri bu
yeteneklerini kaybetmektedir dolayisiyla tehlikeli olmayan yapilar1 dahi zararh
olarak algilamaktadirlar. Bu sekilde algilanmasinin nedeni ise bu kisilerin B lenfosit
hiicreleri genetik kod anlammda yanhs bilgilendirilmislerdir. Bu sebeple de
normalden daha fazla olarak IgE olusturmaktadirlar. IgEler ise normak sartlada
viicuttaki biitlin mast hiicreleri ve bazofillere baglanarak hiicreleri asir hassas hale
getirmektedirler. Fakat uyarim sonucu normalden fazla salgilanan histamin, tahrip
edici bir etkiye sahip olmaktadir [6].

Genelde alerji gelisen bireylerde Ig E antikor seviyesini dl¢en testler uygulanir ve bu
uygulanan testler negatif sonug veriyorsa viicutta herhangi bir alerjenik duyarliligin

olusmadigi anlasiimaktadir. Ama elde edilen bu sonuglar yiizde yiiz dogrulugu



yansitmamaktadir ¢iinkii IgE antikor seviyesinin Olclilemedigi alerjik baska

durumlarda var olabilmektedir.

2.2 Alerjen

Alerjenler, IgE antikoru olusumunu saglayan ayni zamanda da bu antikor ile
reaksiyon meydana getiren molekiiller olarak tanimlanabilmektedirler. Alerjenler
genel itibariyle glikoprotein yada protein yapida molekiiller olup, 5-50 kDa molekiil
agirhgina sahiptirler. Ornek olarak herhangi bir alerjen ekstraktinin icinde ¢ok
sayida antijenik yapilar bulunmaktadir. Bu antijenlerin hepsi alerjik aktivite
olusturmamaktadir ve alerjenik aktivite olusup olusmamasi da hastanin duyarliligina
bagl olarak degismektedir. Hastalarin bir ¢ogunda duyarliliga sebep olan alerjenler
major alerjenler olarak sayi olarak, az sayida hastada duyarliliga sebep olanlar
minor alerjenler olarak tanimlanmaktadir. [7]. Genel olarak bakildiginda ise, alerjen
ekstraktlariinin iginde 1-4 arasinda major alerjen yapilar bulunmaktadir. Alerjenin
icerisinde bagisiklik sisteminin duyarlanmasina neden olan, 6zel bir aminoasit
kodlanmasi1 gosteren bir bolgesi bulunmaktadir ve bu bolge “epitop” veya “antijenik
determinant” olarak adlandirilmaktadir. Duyarl bireylerde ayni alerjen molekiiliiniin
degisik epitoplarina cevap olusabilmektedir. Asiri duyarlilik reaksiyonlarina
bakildiginda ise, antikor ve etki mekanizmasina gore dort ayr1 gruba ayrilmaktadir.
Bunlar Tip I, Tip II, Tip III ve Tip IV alerjenik reaksiyonlardir.

Tip | alerjik reaksiyonlar, genel olarak saman nezlesinde go6zlenmektedir ve
alerjenler viicutta IgE olusumunu tetiklemektedir. Uretilen IgE, bazofil ve mast hiicre
yiizeyine baglanir ve alerjenlerle bir kez daha karsilasildiginda inflamatuvar
mediyatorlerin salgilanmast ile alerjenik reaksiyonlar gerceklestirmektedir [8].
Alerjene maruz kalma siiresinin ¢ok uzamasi ile ge¢ faz Tip I alerjik reaksiyon
gelisir ve kronik bir inflamasyon meydana gelir. Reaksiyonun bu asamasinda
inflamatuvar mediyatorlerin iiretimi sadece alerjenlerden degil, belirsiz uyaranlar
(formaldehit,zirai ilaglar, fenol vs.) ve fiziksel faktorler (sicaklik,efor, basing vs.)
tarafindan da tetiklenir. Tip | alerjik reaksiyonlarin etkisiyle ortaya ¢ikan bulgular
arasinda, aksirma,burun kasintisi, burun iginde yanma hissi, goz nezlesi ve mukozada
artma sayilabilir. Ayrica, Tip I alerjik reaksiyon iirtiker,anafilatktik sok IgE-bagimli

siskinlik ve baz1 brong astimlarina da yol agabilir [9].



Tip Il alerjik reaksiyon, IgM ve IgG simifi antikorlar ile gergeklesir. Bu antikorlar
hiicre (kan ve kemik iligi hiicreleri) membran: i¢inde alerjenle reaksiyona girerek
hiicre dekompozisyonuna sebep olur.

Tip 111 alerjik reaksiyonda, alerjenler IgM, IgG, IgA sinifi antikorlarla veya IgE’den
olusan immiin komplekslerle doku inflamasyonuna sebep olur. Bu tip reaksiyonlara
genellikle, yabanci tiirlerin serumlar1, ilag, organik ve inorganik tozlar bazi

yiyecekler sebep olur.

Tip IV alerjik reaksiyonlar ise gecikmis tip asir1 duyarlilik veya hiicre aracili asiri
duyarlilik olarak gozlenmektedir. Doku igindeki inflamatuvar reaksiyon, alerjenlerle
uyarilan T lenfositleri tarafindan iretilen sitokinler tarafindan meydana

getirilmektedir [10].

Alerjengssv®
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T2 hiicrelerinin antijen \

"
aktivasyonu ve B w S
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antikor iretimi <
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IgE-iireten B hitcresi :
&
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FceRI'e IgE baglanmasi

hiicrest |

Alerjenle tekrar karsilagsma
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Mast hiicresi aktivasyonu & g .
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Sekil 2.1. Tip I asir1 duyarlilik reaksiyonunun erken fazinda gergeklesen olaylar [10].



Alerjik hastaliklara ve parazit enfeksiyonlarina karsi verilen immiin yanitlarda
onemli bir yer tutan bu molekiil farklilagsmis B lenfosit hiicreleri tarafindan tretilir.
Iki agir ve iki hafif zincirden olusmakla birlikte, e-agir zincirindeki sabit bdlgesinin
dizisi ile diger siif antikorlardan farklilik gostermektedir. Ayrica IgG molekiilii
IgE’den farkli olarak; agir zincir sabit domeni (“constant domain”, Ce1-Ce4)
icermektedir. Alerjenlerin baglanma kismi, hafif ve agir zincirleri tizerindeki
degisken domenlerde bulunur. Bununla birlikte, IgE molekiilii diisiik ve yiiksek
afiniteli IgE reseptorlerine (sirasiyla, FceRI ve FceRII) FC fragmenti ile
baglanmaktadir. Fragment {izerindeki reseptor baglama bolgeleri ise Ce3 domeninin

farkli kistmlarinda bulunmaktadir .

Mast hiicreleri ile birlikte IgE antikorlar: da alerjik inflamasyonda 6nemli gorevler
tistlenmektedir. IgE’lerin mast hiicreleri i¢indeki yiiksek-afiniteli reseptorlere
(FceRI) byapismasi ve alerjenlerin de IgE’lere baglanarak IgE’ler arasinda ¢apraz
bag kurmasinin ardindan mast hiicreleri degraniile olmaya baglar. [12]. Boylece
inflamatuvar mediyatorler (triptaz,histamin), yeni tretilmis lipid mediyatorleri ve
sitokinler (TNF) salinmaya baslar [13] (Sekil 2.3). Bu mediyatérler aktif bir sekilde
bronsiyal mukozada 6dem olusumu, diiz kas kasilmalarma ve mukus salgilanmasina
neden olur. Bazofil hiicreleri tizerindeki IgE-FceRI baglantisinin ardindan alerjenle
baglanti da benzer oranda degraniilasyona sebep olur ve Onceden olusmus
inflamatuvar mediyatorlerin  (heparin, histamin, triptaz) salimmi ile lipid

mediyatorlerin ve sitokinlerin sentezine neden olur [14].
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Sekil 2.2. Tip | alerji reaksiyonunda inflamatuvar salinimi [14].

2.3 Polen Alerjisi

Polenler viicuda sindirim yolu, solunum yolu ve direkt temas yolu ile
girebilmektedir. Pratikte ise en fazla karsilagilan inhalasyon yoludur. Ancak
atmosferdeki polen miktart yildan yila farklilik gosterebilmektedir. Polenlerin
Olusumu Mikrosporogenez, anterin sporojen yapisi igerisinde gergeklesir. Polen
tanesinin ornamentasyonu ile polinizasyon (entemogam veya anemogam) tiplerinin
birbirleriyle arasinda yogun bir tepkime mevcuttur. Reks iginde glandular
kaplamanin aktivasyonu sonucu olusan renkli ve lipofil yapili kiiciilk damlalar
halinde olan sivi bir yapi birikmektedir. Bu yap1 hakkinda ¢ok sayida ifade One
strilmistir. Hidrofil taraf igin trifin hidrofob taraf igin pollenkit isimleri
kullanilmaktadir bu yapilar polen dis montunu olusturmaktadir. Polen montunun ve
eksin karakterlerinin anemogam (anemofil) veya entomogam (entomofil) ile
korelasyonlarinin kurulabildigi tespit edilmistir. Ornementasyondaki gesitlilikler zaman

zaman ¢ok farkliliklar gostererek belirsizlik igerir [15].



Mayoz boliinmeyi takiben, sporojen yapi iginde olusan bazi maddeler eksinin
birlesimine girmektedirler. Burada mikrosporun morfolojik yapisi haploid ¢ekirdegin
biyokimyasal ve genetiksel kontroliindedir. Mikrospor dis ¢eperinin farklilagsmasi bir
birini takip eden iki ayr1 asamada gergeklesmektedir. Birinci faz siiresince, tetrat
halinde bulunan mikrosporlarin geperleri biitiiniiyle polenin ana hiicresi ile sarilmistir.
Bu asama primeksin adi verilen ilk eksin ortiisii seklindedir. Ikinci fazda ise
baslangigtaki eksin degisiklige ugrar ve intin olusur. Eksinin hizla biyiidigi bu
periyotta ortii maddeleri ile mikrosporun yiizeyi arasinda bir siireklilik yoktur. Tiim bu
olaylar devam ederken mikrospor ana hiicresinin g¢eperi kalloz dokusu seklinde
polenin dis yiizeyinde varligini siirdiirmektedir. Bu yapi filtre gorevi goriir. Daha
sonraki agamalarda kallozun erimesiyle, filtre gérevini polen ¢eperi iistlenir.
Polenlerin morfolojik yapisal analizi sonucu orta boliimdeki canli kismin disinda
sporoderm olarak isimlendirilen karisik bir yap1 bulundurmaktadirlar. Sporoderm yapisi
i¢ ige girmis iki tabakadan meydana gelmistir. Bu yapilardan en icteki tabakaya intin
denir. Bahsedilen tabaka kisa siirede kaybolur ve 6lii bir tabaka kalir.En Distaki yapiya
ise eksin tabakasi denir [15].

Atmosferdeki polen miktar1 yagish giinlerde az iken sicak ve kuru giinlerde fazladir.
Bu sebeple polen dagilimi ilkbahari aylarinin son dénemlerinde ve biitiin yaz
sliresince yiliksek miktara ulagmaktadir. Duyarli bireylerde alerjik belirtilerin ortaya
¢ikmasi icin gerekli olan polen tanesi sayisi net olarak bilinmemekte birlikte 10 — 50

polen tanesi m®

esik deger olarak kabul edilmektedir Polenlerin atmosferde
bulunmalarini cografik ve mevsimsel iklim o6zellikleri belirler bu nedenle farklh
tilkelerde, hatta bu tilkelerin degisik bolgelerinde polenlerin birbirinden farkli klinik
degerleri mevcuttur. Belirli bir bolgede ise polen ¢esitliligi yildan yila diisiik oranda
degismektedir. Polen alerjenlerine karsi duyarlilik belirtileri ise burun, gozler ve

duyarh kisilerin bogaz mukoza yiizeyleri ile polenlerin temasi iizerine gelismektedir
[16].



Genellikle bogaz, gozler ve burunda konjunktivit, hapsirma, burun tikanikligi ve
buna bagli olarak tahris gelismesiyle sonu¢lanmaktadir.

Dis ortam alerjenlerinin en yaygin kaynagi oldugu diistiniilen polenler ayni1 zamanda
bitki yasam dongiisiiniin 6nemli birer parcasini olusturmaktadir.(Sekil 2.1) Dogada
farkli boyutlarda ve farkli sekillerde bulunan ve ¢igekli bitkilerin erkek gametofitleri
olan polen tanelerinin biyolojik yiikiimliiligi ise disi gametofiti dollemektir [17].

: Generatif o
Haploid ekirdek Vejetatif
cekirdek ¥ cekirdek
Mitoz Eksin
intin
Geng polen tanesi Olgun polen tanesi

Sekil 2.3. Polenin Temel Kisimlar1 (leavingbio.net)

2.3.1 Polen Alerjisinin Klinik Tanisi

Birgok hastalik, alerji ve atopide gozlenenlere benzer belirtiler gostermektedir. Bu
sebeple alerji adina kesin bir tan1 koymak biiyiik 6l¢iide zor olmaktadir. Kesin tani
ise antijene 6zgii IgE kullanan in vitro testlerin uygulanmasina, deri testlerine ve

ayrmtili bir klinik gegmise bagli olmaktadir [18].

Alerjenik proteinlerin izolasyonu ve tanimlanmasi, alerjik hastaliklarin tani ve
tedavisi i¢in onem teskil etmektedir. Ayrica protein yapisi, alerjenik aktivite ve
biyolojik fonksiyon arasindaki iliskinin aydinlatilmasi alerjik hastaliklarin tedavisine

biiyiik katk: saglayacag: diigiiniilmektedir [19].

Ayrica insanlarda alerjik etkilere sebep olan polenlerin biiyiikk bir boliimiiniin
histokimyasal biyolojik yapilar1 belirlenmis, alerjenik protein yapilar1 tanimlanarak
isimlendirilmis ve gruplandirilmistir. Polenlerden bir araya gelen ve alerjen igerikleri
bilinen ekstreler, alerjik duyarliligi saptamak amaciyla, hastalara nazal provokasyon

ve deri testleri uygulanmaktadir.



2.3.2 Deri Testleri Prick Testi

100 yildan beri deri testleri, alerjik hastaliklar ve astim hastaligi tanisinda
kullanilmaktadir. Deri testlerinin tarihgesi 1865'de Charles H. Blackley ile
baslamaktadir. Bu tarihten sonra siire gelen yillar i¢cinde gesitli bir¢ok degisikliklere
ugramistir. 1908 yilinda Mantoux tarafindan intrakutan testler uygulanmistir. 1970'li
yillarda, prik testi, Pepy tarafindan tekrar diizenlenerek bugiinkii kullanilan seklini
almis ve alerjik hastaliklarin tan1 ve tedavisinde temel yontem olarak tercih
edilmistir. IgE, gastrointestinal sistem, burun ve akciger gibi organlarin yani sira
derideki mast hiicrelerinede tutunmaktadir. Kiside belli alerjenlere duyarlilik varsa, 0
alerjenin deriye uygulanmasi erken tip (Tip I) immiin reaksiyona sebep olmaktadir

[20].

2.3.3. Nazal Provokasyon Testi ( NPT)

Klinik taninin dogrulugunu artirmak i¢in kullanilan bir baska ydntem ise nazal
provokasyon testidir. Nazal provakasyon testi insan viicuduna verilen alerjenlere
kars1 nazal mukozada olusacak yanitin belirlenmesini saglamaktadir. Olusan bu
yanit; kasinma , aksirma, nazal mukozada 6dem olusumu, burun akintisi (rinore) ile
tanimlanmaktadir. Bu yontem, alerjik rinit hastaliginda, hastanin klinik ge¢misi ve
deri prik test sonuglarmin degerlendirilmesinde olusabilecek karisikliklarin
giderilmesinde yardimci bir tan1 yontemi olarak biiyiik 6lciide tercih edilmektedir
[20].

2.4 Platanacea Ozellikleri ve Alerji

Platanus orientalis (Dogu Ciari’nin) yaylim gosterdigi bolgeler Giineydogu
Avrupa’dan bagslayarak, Tirkiye ile Balkanlar {izerinden Bati Asya’dan Himalaya
boyunca uzanmaktadir [21]. Tirkiyede hemen hemen biitiin dere kenarlarinda
ormanlik alanlarda dogal olarak bulundugu gibi yerlesim yerlerinde gdlge agaci ve
stis agaci olarak da dikilmektedir. Bu sebeple biiyiik ve eski sehirlerde dogal anit
agaclar1 olarak korumaya almmistir. Dogal alani Kuzey Amerika’nin giliney
taraflarinda olan P. occidentalis tiiriine iilkemizde Dogu Cinari ile birlikte siis agact

olarak parklarda ve yol kenarlarinda bulunmaktadir. P. acerifolia ise (Platanus
10



hybrida, Platanus hispanica, Platanus cuneata, P. occidentalis P. orientalis) Dogu
Cmar ile Bat1 Cinar’nin bir hibridi olarak kabul edilmekte ve Ingiltere gibi Bati
Avrupa llkelerinde c¢ok vyaygin oldugu i¢in Londra Cinar1 olarak da
adlandirilmaktadir [17].

Taksonomik Smiflandirma

ALEM: PLANTAE

SUBE: MAGNOLIOPHYTA
SINIF: MAGNOLIOPSIDA
TAKIM: HAMAMELIDALES
SINIF: PLATANACEAE

CINS: PLATANUS

TUR: PLATANUS ORIENTALIS

Cinar agacinin yuvarlak baslarinda disi ile erkek gigek topluluklari degisik bolgeler
tizerinde bulunmaktadir. Doéllenme ile tozlagsma Sonrasinda ayni eksende tiiylii
yapilardan olusan kiire seklinde 3-6 adet birlesik meyveler bulunmaktadir. Cinar
bitkisi riizgar yardimiyla tozlasarak yuvarlak baslardaki erkek ¢igeklerinde fazla
miktarda polen iretilir. Yapilan arastirmada bir ¢mar agacinda iiretilen polen
miktarinin 67 milyar, bagka bir arastirmada ise 100 milyar civarinda oldugu tespit
edilmistir [18].

Atmosferik polen c¢alismalarinda teshisler genellikle Platanus cinsi bazinda
yapilmaktadir. Platanus polenleri genelde 16-22 um biyiikliiginde ve 3 aperturlu
(trikolporat) olup, yuzeyleri ise ince retikulattir (Sekil 2.2).
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Cinar agaci polenleri

Sekil 2.4. Degisik bolgelerdeki hava drneklerinin mikroskopta analizi ve sayimi
esnasinda preparatlarda tespit edilen bazi ¢inar agaci polenleri [19].

Cmar agaci polenlerindeki alerjenlerin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada
P. acerifolia tiirinde 5-66 kDa arasinda alerjenler (Pla a 1-18 kDa; Pla a 2-43 kDa;
Pla a 3-10 kDa ve Pla a 8-14 kDa) saptanmistir [20]. Ancak yalnizca iki adet major
alerjen (Pla a 1 ve Pla a 2) seklinde tanimlanmustir [21]. Ayrica Pla a 1 benzeri
proteinler diger ¢inar tiirlerinde de (P. occidentalis P. orientalis, Platanus racemosa)
tanimlanmastir .

Plaal, c¢mar agact polenlerinin polisensitizasyonlu hastalara %83’{inde,
monosensitizasyonlu hastalarin ise %92’sinde rastlanmistir [18]. Plaa2, P. acerifolia
polenlerine hassasiyeti olan hastalarin %84’iinde var olup polen ekstraktinda total

IgE baglanma kapasitesi %52 oraninda belirtilmistir [22].

Ayrica besin alerjileriyle iligkisine de bakilirsa Akdeniz bolgesinde Plaa3, besin
alerjisi olmayan ¢imar polenine reaksiyon gosteren hastalarda minor alerjen, seftali
alerjisi bulunan, ¢inar polenine reaksiyon gosteren hastalarda da bir major alerjendir.
Benzer alerjenler P. orientalis polenlerinde (Pla 1-18 kDa; Pla 2-42 kDa; Pla 3-12
kDa) gozlenmistir [7].

Ote yandan ¢inar agac1 polenlerinde Plaa 1 ve Plaa 2 gibi alerjen proteinlerin yayilis1
dizel egzoz partikiilleri ile Kkirletici gazlar olarak hava Kirleticilerinden
duyarlanabilirler. Kiitle spektrometresi ve iki boyutlu jel elektroforez ile olusturulan

analizler, dizel egzoz partikiilleri ile kirletici gazlara maruz birakilmsiyla gevre

12



kirliligi sonucu Platanus polenlerinde Plaa 1 saliniminin yiikseldigi durumlarda ¢inar

agaci polenlerinin alerjenik aktivitesini arttirdigi gézlenmistir [23].

Sekil 2.5. Platanus occidentalis (Bat1 Cinar1 (a) Yol kenar1 agaglandirmasi, (b)genel

goriinti, (c,d) meyveler, (e) yapraklar.
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2.5. Plantaginaceae Ozellikleri ve Alerji

Plantago major, bilimsel smiflandirmada plantae aleminde, lamiales sinifinda,
plantaginaceae ailesinde, plantago cinsi igerisinde yer alan bir bitki tiirtidir (Sekil
2.4). Bitkinin normal biiylime siiresi, ¢i¢eklenebilmesi agisindan yaklasik 13 hafta
olarak gozlenmistir [24].Ve ¢iceklenmesi de bir basak seklinde olmaktadir [25].
Ayrica bitki yilda ortalama olarak 1-30 cm arasinda biiytimektedir [25].

Sekil 2.6. Plantago major Bitkisi Genel Goriintimii [29].

Kizilderililer P. major’a Avrupalilarin gittikleri her yerde bulunmalarindan otiirii
‘beyaz adamin ayak izi’ adin1 vermislerdir. Bu adlandirma, bitkinin genus adi olan
Plantago’ya da uyan bir sekilde verilmistir; ‘planta’ Latincede ayak alt yiizeyi
anlamina gelmektedir. P. major eskiden de bilinen tibbi bir bitkidir. Ayrica

Iskandinavya’da yaralari tedavi edici 6zelligiyle taninmaktadir.

Ancak bu geleneksel olarak yara tedavisinde kullanilmasi oldukga eski tarihlere
dayanmaktadir. Bitkinin yapraklar1 kdpek 1siri@inin yara tedavisi i¢in ilag olarak 6ne
stirilmiistiir [26]. Ayn1 zamanda On igiincii yiizyila ait bir eser olan Volsung’larin
destan1 (Volsunga saga)’da Vikinglerin plantago major bitkisinin yapraklarini

yaralar1 iyilestirmek adina tedavilerde kullandiklarindan bahsedilmektedir [27].
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Endiiliislii bir farmakolog ve botanikgi olan Ibn El Baytar 12-13. yiizyilda Plantago
major’u tarif etmistir (Fleurentin vd., 1983). Danimarkali Henrik Harpestreng
tarafindan 13. ylizyilda yazilan ‘Liber Harbarum’ adli tip kitabinda da Plantago
major’un balla birlestirilerek yara iyilesmesinde kullanilabilecegi, tereyagi ile
kaynatilip yenilerek ise insan viicudunda yer alan herhangi bir orgam

iyilestirebilecegi One siiriilmektedir. [28].

Taksonomik Simiflandirma

ALEM: PLATAE

SUBE: MAGNOLIOPHYTA
SINIF: DICOTYLEDONAE
TAKIM: PLANTAGINALES
AILE: PLANTAGINACEAE
CINS: PLATANGO

TUR: PLANTAGO MAJOR
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2.5.3 Plantaginacea Ozellikleri ve Alerji

Ulkemiz de atmosferdeki polen arastirmalarinin yapildigi 62 ayri bdlgenin tiimiinde
bir veya cok miktarda Plantago polenleri gozlenmistir[30]. Ulkemiz genelinde
yuriitiilen bilimsel c¢aligmalarda Plantago polenlerinin yaygin olma sikligi tiim
polenlerin toplam miktarina gore %0.08-11.45 arasinda degismektedir. Tirkiye’deki
atmosferik polen arastirmalarinda ise teshisleri Plantago tiiri olarak

gerceklesmektedir. Polenler 16-35 um ¢apinda, yuvarlak sekilli, 6-14 apertiirliidiir .

Sekil 2.7. Degisik Bolgelerdeki Atmosfer Orneklerinin Mikroskop Altinda Sayimi ve
Analizi Sonucu Plantago Polenleri [30].

Plantago polenleri atmosferde tespit edilmistir. Alerjik reaksiyonlar1 agisindan
onemli olan Plantago polenleri, Mayis ve Haziran aylar arasi baglica diger bahar
aylarinda duyarl olan kisilerde reaksiyonlar olusturabilecegi bilinmektedir. Plantago
polenlerinin alerjik tepkiye yol agmalariylala ilgili ilk bulgular, Avustralya ve
Amerika’dan gelmistir. Amerika’nin Philadelphia sehrinde 1930°’lu yillarda 180
mevsimsel alerjik rinitli hastanin 51’inde Plantago lanceolata polenlerine deri testi
pozitif sonug vermistir [31].

Avustralya Sidney’de ise alerji klinigine basvuran 341 hastada Plantago lanceolata
polenlerine karsi olugsan duyarlilik, deri prik testi sonucu %19 olarak tespit edilmistir
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[32]. Plantago lanceolata polenlerine deri prik testi pozitif olan hastalarda yapilan
RAST testinin pozitifligi ise %68 oranindadir [32]. Sidney’de yine Plantago
polenleri olusum sezonunda astimi olan 82 hastanin 69’u bronsiyal provokasyon testi
sonucu pozitif olarak tespit edilmistir. [33].

Yine ayni bolgede gergeklestirilen baska bir caligmada ise, bir veya birden fazla
polen duyarliligi bulunan 84 ayr1 hastada yapilan deri prik testi sonuglari pozitif
gozlenmistir. Plantago cinsi Amerika, Avrupa ve Avustralya’da fazlaca yayilis
gosteren Plantago major ve lanceolata tiirlerini kapsamaktadir.

Plantago tiiriiniin polenleri ayni bolgede reaksiyon gosteren kisilerde alerjik
konjunktivit, alerjik astim ve alerjik rinit gibi rahatsizliklara sebep olmaktadir.
Plantago lanceolata tiiriinden izole edilen 16-20 kDa agirligindaki major alerjen Pla
I.1 olarak adlandirilmustir. Plal.1 alerjeni, Plantago polenlerine alerjisi olan bireylerin

%80’inden fazlasinda spesifik IgE {iretimine sebep olan bir glikoproteindir.

2.6. Pinaceae Ozellikleri ve Alerji

Pinus(cam agaci) cinsinin Giliney ile Kuzey Yarimkiirede Avrupa ve Kutup
Bolgesinde, Kuzey Amerika, Guatemala, Bati Hindistan, Endonezya ve Kuzey
Afrika da dogal yayilig gosteren 100°den fazla tiirii bulunmaktadir [34].

Ulkemizde Pinus cinsine ait bes ayri tiir (Pinus brutia-kizilgam, Pinus nigra-
karagcam, Pinus pinea- fistik Pinus halepensis-Halepgami, Pinus sylvestris- sar1 gam)
dogal yayilis gostermektedir [35].

Dogal yayilist olan iiyeler ve Tiirkiye’de dogal yayilisi olmayan; Pinus coulteri-
biiyiik kozalakli gam, Pinus palustris-giiney sarigami, Pinus mugo-dag ¢ami, Pinus
pinaster-sahil ¢ami, Pinus radiata- Monteri ¢ami, Pinus ponderosa-Arizona akg¢ami
Pinus sabiniana-sabin ¢ami, Pinus cembra-Isvicre fistik ¢ami, Pinus aristata-
Hickory ¢cami, Pinus griffithii-aglayan ¢am, Pinus peuce-Rumeli veymut ¢ami, Pinus
strobus-veymut cami gibi Pinus cinsine ait tiyelerin siis bitkisi olarak yaygin bir

sekilde parklarda ve bahgelerde dikimi yapilmaktadir [34].
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Sekil 2.8. Degisik Bolgelerdeki Hava Orneklerinin Mikroskop Uzerinde Sayimi ve
Analizi Sonucu Tespit Edilen Cam Polenleri. [35]

Taksonomik Simiflandirma

ALEM: PLANTAE
SUBE: PINOPHYTA
SINIF: PINOPSIDA
TAKIM: PINALES
AILE: PINACEAE
CINS: PINUS

TUR: PINUS BRUTIA

Alerjik etkilerin disinda olumlu acidan kizilgam artim ve biiyiime o6zellikleri, yayilis
alani, yarattifi ekonomik deger sebebiyle iilkemizin en O6nemli asli orman agaci
tiirlerinden bir tanesidir. Bu 6nem, iilkemizde yayilis alan1 bakimindan ilk sirada,
hacim ve say1 olarak da Anadolu karagamindan sonra ikinci sirada yer almasi,
odunun cesitli ve fazla kullanim alanina sahip olmasindan ileri gelmektedir. Bu

yiizden kizilgam agag tiiriinii ¢ok yonlii ele alinip tanimlanabilmektedir.
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Pinus polenlerinin alerjenik reaksiyonlart ile ilgili ise farkli fikirler mevcuttur. Cam
polenlerinin alerjik reaksiyonlarinin bir miktar az oldugunu gosteren g¢alismalarin
yanisira, alerjenik reaksiyonlarinin olduk¢a yiiksek oldugunu ortaya koyan

calismalarda mevcuttur [36-40].

Pinus sp. polenlerinin alerjik etkilerinin ise fazla olmadig ileri siiriilmektedir [40].
1311 astim hastaligi olan bireylerle ile yapilan deri prick testi calismalari
sonuglarinda, hastalarin 122 (% 9. 3)” sinin Pinus sp. polenine duyarli oldugu tespit

edilmistir.

Sekil 2.9. Kizilgam (Pinus brutia Ten.) [41].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

* Gliserin (%99.5, Tekkim, Tiirkiye)

* Asetik fenil (Tekkim, Tiirkiye)

* Bazik fuksin (Tekkim, Tiirkiye)

« Silika jel 60 (Merck, Almanya)

* Aseton (Merck, Almanya)

* Etanol (%96, Merck, Almanya)

* Bakur II siilfat (Tekkim, Tiirkiye)

* Bisinkoninik Asit (BCA, Serva, Almanya)
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

* Buzdolab1 (+ 4°C, Vestel, Tiirkiye)

» Hassas Terazi (Denver instrument, Precissa, Isvicre)

* Otoklav (HMC Hiroyama, Japonya)

» Etiiv (Selekta, Ispanya)

* Saf Su Cihaz1 (Merck, ABD)

* Otomatik Pipet (Eppendorf, Research Plus, Almanya )

* Elek (Test elegi, Aslan,Tiirkiye)

* Vakumlu Desikator

» Invert Mikroskop (Nicon Eclips, ABD)

* Pipet Tabancas1 (Capp Aid, Danimarka)

* Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)
» Vorteks (Velp Scientifica, italya)

« Santrifiij (Hettich, Almanya)
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3.1.3. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

* Lam — Lamel (ISO Lab, Almanya)
* Enjektor filtresi (ISO Lab, PVDF 0,45 um, Almanya)
* Enjektor (ISO Lab, Almanya)

* Falkon Tiip (ISO Lab, Almanya)
* Eppendorf Tiip (ISO Lab, Almanya)
* 96 Kuyucuklu Plate (SPL, Life Sciences, Kore)

22



3.2. Polenlerin Temini ve Toplanmasi

Bu tez kapsaminda incelenen Platanus oriantalis (Dogu ¢mari1), Pinus brutia
(Kizilgam), Plantago major (Sinirli Ot) tiirlerine ait polen ornekleri Gaziantep
sehrinde bulunan Gaziantep Universitesi kampiisii icindeki agaglandirilmis alanlarda,
tozlasma donemindeki agaclardan temin edilmistir. Tir teshisleri Botanik ABD
Ogretim Uyesi Dr. Hiiseyin TEKIN tarafindan yapilmistir. Incelenen polenlerin
toplanma zamanlar1 6nem tasimaktadir.

Polen ¢alismasi igin ekstraksiyon yapmak amaci ile toplanan polenler ise taze
polenler olmalidir. Polen toplamak icin en dogru zaman polen keselerini igeren
stamenlerin agilmasindan hemen sonraki evredir. Bu tez ¢alismasi i¢in belirlenen ¢
farkli bitki tiiriiniin ¢igeklenme zamanlar1 dikkate alinarak Gaziantep Universitesi
kampiisii arazisinde bulunan agaglandirilmis olan alanlardan, steril eldiven
kullanilarak toplanmistir. Toplanan bitkiler, kontaminasyona engel olmak igin farkli
odalarda 1 giin siireyle kurutma kagitlarina serilerek kurumaya birakilmistir. Daha
sonra kuruyan erkek ¢igeklerin iizerine steril bir spatiil yardimiyla vurma hareketiyle
polenlerin kagit tlizerine diismesi gergeklestirilmistir. Diisen polenler bir spatiil
yardimiyla toplanarak renkli cam siselere yerlestirilmistir. Polenlerin kuruyabilmesi
icin 24 saat boyunca desikatorde bekletilmistir. Kuruma isleminin en iyi sekilde
saglanmasi igin desikator igerisine nem emici (desikant) olarak silika jel
konulmustur. Kurutma isleminden sonra, kuruyan polenler, farkli por ¢aplarina (250,
180, 90, 63 nm ) sahip steril eleklerden siiziilerek diger partikiillerden
arindirrilmigtir. Eleme islemine 250 nm por ¢apinda elek kullanilarak baslanilmistir.
En son ise 63 nm elekten gegirildikten sonra altta kalan partikiillerden arinmis toz
halindeki polenler toplama kabinda biriktirilmistir. Eleme isleminden sonra
polenlerin icerisinde bulunan yabanci partikiillerden ayirmak icin asetonla yikama
metodu kullanilmustir.

Bu yonteme gore hassas terazide tartilan polenler aseton eklenerek karistirilarak,
polenler yabanci partikiillerden arindirilmistir. Polen aseton mix’i mikroependorflara
boliinerek 1 saat santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 200, + 4 °C’ de 11.000 rpm’de)
edildikten sonra santrifiijden alinan drneklerin siipernatant kisimlari ayrilarak + 4 °C’

de muhafaza edilmistir.
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Kalan pellet kism1 ise 37 °C ayarlanmus etiivde 1 giin siireyle kurumaya birakilmistir.
Daha sonra kiiflenmemesi i¢in etiivden alinan polenler, desikant silika jel eklenen
vakumlu desikatorde 48 saat boyunca kurumaya birakilmistir.

Daha sonra elde edilen polenler steril cam kaplara konulup, agizlar1 parafilmlenerek
kapag kapatilmistir. Cam kaplarin dis kismi 151k gérmeyecek sekilde alimiinyum
folyo ile sarildiktan sonra polenler ¢alismada kullanilmaya hazir halde + 4 °C’ de

muhafaza edilmistir.

3.3. Polen Morfoloji Calismalar:

Bu calismada kullanilan {i¢ farkli tiire ait polen Orneklerinden ayni zamanda
Wodehouse yontemine gére mikroskopta incelemek ve fotograflama yapmak tizere

preparatlar olusturulmustur.

3.3.1. Wodehouse Yontemi

Cigek anterlerinden alinmis ve saflastirilmis olan polenleri, steril bir lama aktararak,
igerisine yaglar ile reginelerin erimesi i¢in %96’ lik alkolden 1-2 damlacik
damlatilmistir. Preparat alkoliin u¢masi igin 1siticida bekletilmistir. Daha Once
hazirlanan bazik fuksin eklenen gliserin jelatinden 2 mm? kadar alinarak lam iizerine
eklenmis ve bir siire 1siticida erimesi saglanmistir. Gliserin jelatin ve polenlerin iyice
karigmasini saglamak amaciyla, steril igne ucu kullanilarak bir miktar karistirilmistir.
Lam tizerine 45 °C’ lik a¢1 ile lamel kapatilarak ve etrafina entellan (kanada balsami)
stiriilerek 6rnekler bir siire kurumaya birakilmistir. Ve yapilan islemler sonucunda bu
preparatlar daimi kullanilabilecek preparatlar haline getirilmis oldular. Hazirlanan
preparat iizerine polenlerin hangi tarithte yapildigim1i ve hangi bitki tiirline ait

oldugunu gosteren etiketleme islemi yapilmistir [42].
3.3.2 Gliserin Jelatin Hazirlanmasi

7 g toz seklindeki jelatin hassas terazide tartilarak steril edilmis erlen i¢ine alinmistir.
Daha sonra tizerine 42 mL distile su ilave edilerek ve 120 dk sismesini saglamak igin
bekletilmistir. Jelatin 80 °C su banyosunda 15 dk cam baget yardimiyla karisim
homojen bir yap1 alan dek eritilmistir. Daha sonra karisima 50 mL gliserin eklenip

homojen bir yap1 olusuncaya dek 15 dk daha su banyosunda bekletilmistir.
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Olusabilecek kontaminasyonlart 6nlemek amaciyla karisima %2’ lik asetik fenil' den
1 mL ilave edilmistir .

Polenlerin goriiniirliigiinii artirmak igin ise Gliserin-jelatin karisimina boyar bir
madde olan bazik fuksin eklenmistir. Daha sonra karisim Steril cam petri kaplarina
ayn1 miktarlarda dokiilerek sogumaya birakilmistir.

Petri kaplarina, etiketleme iglemi yapildiktan sonra, kullanilmak tizere + 4 °C’ de
muhafaza edilmistir. Katilasip donan karisim kullanilmak istendigi zaman ise temiz
spatiil yardimiyla bir miktar alinarak lam {izerine stiriilmiistiir. Daha sonra homojen
bir hal almasi ve karigimdaki polenlerin daha net gézlemlenebilmesi igin lam 1sitici

tizerine konarak 5 dk kadar bekletilmistir [6].

3.4. Polenlerin Ol¢iimii

Wodehouse yontemine gore hazirlanmis daimi preparatlarda, ¢alisma icin kullanilan
her bir bitki tiiriine ait polenlerin dlgtimleri yapilmistir. Apertiir ¢ap1, ekzin kalinlig:
ve polen cap1 Olgiilerek kaydedilmistir. Isik mikroskobunda polenlerin morfolojik
analizleri Nikon ECLIPSE TS 100 marka mikroskop ile ¢alisiimis olup, dl¢iimler
icin 40x’ lik objektif kullanilmistir.

3.4. Polen Fotograflarinin Cekilmesi

Bu c¢alisma kapsaminda incelenen bitki tiirlerine ait polenlerin mikro fotograflar
Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiindeki Nikon
ECLIPSE TS 100 marka mikroskoba bagli tam otomatik mikrofotografi cihazi ile
¢ekilmistir. Elde edilen polen mikro fotograflarinin mikroskop altindaki biiyiitmesi
40X ‘tir.

3.5. Ekstraksiyon i¢in Gerekli Olan Reaktifler

3.5.1. “Coca’ Cozeltisinin Hazirlanmasi

Polen igerisindeki etkin maddenin ekstraksiyon materyali icerisine isleyebilmesi i¢in
‘Coca’ ¢ozeltisi kullanilmistir. ‘Coca’ ¢ozeltisi Pasteur Enstitlisiinde uygulanan

yonteme gore, asagida gosterildigi gibi hazirlanmistir [43].
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Tablo 3.1. Coca Cozeltisi

NaCl 99
NaHCO3 39
CsHsOH 59
+ Distile su

Toplam

1000ml

Distile su igerisinde sirasiyla NaCl, NaHCOj3; ve CgHsOH eritilmistir. Hazirladigimiz
‘Coca’ ¢ozeltisinin pH’ s1 % 10’ luk NaOH den birkag damla ilave edilerek 8.2” ye
ayarlanmistir [44].

3.6. Polen Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Gaziantep Universitesi kampiisiine ait araziden temin edilen polenlerin igerisinde
bulunan etken maddelerin ekstraksiyonu i¢in[36]. tarafindan kullanilan ekstraksiyon
yontemiyle yapilmistir. Her bir tiire ait polenden hassas terazi ile 500 mg tartilarak
steril tiiplere konulmustur. Uzerine dnceden hazirlanmis olan ‘Coca’ ¢dzeltisinden
4,5 mL eklenmistir. Yapilan karisim + 4 °C’ de manyetik karistiricida 1 giin siireyle
karistirilmistir. Bu siirenin sonunda karisim 10 mL’lik kapasiteli santrifiij tiiplerine
alinarak Hettich Universal 320R markali santrifiij cihazinda 2750 devir/dakika (rpm)
ayarlanarak 10’ ar dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminin sonunda ¢dkelen polenlerin iist kisminda kalan sivi serum kismi
tekrar santrifiij edilmek iizere ayrilmistir. Bu yapilan uygulama, sivi kisminda

¢okelen polen kalmayincaya kadar bircok defa bu islem tekrar edilmistir.

Ekstraksiyon isleminin amaci, polenin igerisinde bulunan etken maddenin agiga
cikarilmasidir. Uygulama sonunda, ¢oken polen artifi gdzlenmemesine ragmen,

diger tortulardan da arindirilabilmesi i¢in siizme (filtrasyon) islemi uygulanmstir.
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3.7. Siizme (Filtrasyon ) Yontemi

Ekstraksiyon islemi sonucu ulasilan polen ekstrelerine Aytug vd. (1991)’ nin
belirttigi sekilde filtrasyon islemi uygulanmistir. Bu islemde polen ekstrakti {izerine 5
mL’> ye tamamlanacak sekilde ‘Coca’ ¢ozeltisi ilave edilmistir. Enjektor filtresi
(Isolab PVDF 0.45 um) yardimiyla her polen ekstrakti igin siizme islemi yapilmistir
ve 15 mL Kkapasiteli steril flakonlara konulmustur. Daha sonra ekstrelere %50
oraninda gliserin karistirilarak agizlar1 sikica kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanmis
olan gliserinli ekstreler buzdolabinda + 4 °C’ de 3 yil kadar saklanabilecek duruma

getirilmistir[45].
3.8. Polenin Kuru Agirhgimin Hesaplanmasi

Polenlerin kuru agirligimi tespit etmek igin kullanilan dara kaplarinin agirliklari,
hassas terazi ile tartilmistir. Desikatdr igerisinde konulan dara kaplari 110°C’lik
etlivde 2 saat bekletildikten sonra sogumaya birakilmis olup daha sonra tekrar
tartilmistir. 10 mg tartilan polen 6rneginin iizerine 3 mL saf su ilave edilmistir. Bu
karisimdan 1’er mL dara kaplarina alinmistir. Karisimdaki suyun buharlagmasinin
kolaylastirmak i¢in etlive nem ¢ekici 6zelligi olan kuru bakir (II) siilfat (CuSO,)
eklenmistir. Daha sonra karisima desikant eklenerek 110 °C olan ve igerisinde kuru
bakir bulunan etiive konularak suyu buharlastirilmigtir. Bu siirenin sonunda kaplar

sogutulup tekrar tartim iglemi yapilmistir.
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3.9. Polen Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada, sensitif protein tayin yontemlerinden birisi olan ‘bisinkoninik asit
(BCA)’ temelli protein analizi yapilmigtir. Total protein kantitatif tayininde ve
kolorimetrik tespitinde sensitif ve deterjan uyumlu olan bu yontem, iyi bilinen Biuret
reaksiyonunun bir kombinasyonudur ve alkali ortamda proteinlerin Cu*® nin Cu™’ e
indirgemesi, kuprdz (Cu*) katyonun bisinkoninik asit igeren reagent ile birlikte

sensitif ve selektif olarak kolorimetrik tespitini igermektedir.

Bu analizin mor renkli reaksiyon iiriinii, iki molekiil BCA nin bir Cu+1 iyonu ile
selasyonu yoluyla meydana gelmistir. Suda ¢oziinebilen bu komplex 562 nm’ de ¢ok
giicli  bir  absorbans  degeri  gostermektedir (BCA kit  kullanim
klavuzu)standardizasyonu yiiksek olan bu reagentler, reaksiyon iiriinlerinde 562 nm’
de, 25-1000 pg/mL kadar genis bir aralikta, artan protein konsantrasyonlari ile lineer

bir artig saglamaktadirlar.

Makromolekiiler protein yapisi, peptid baglarinin sayist ve aminoasidin varliginin
(sistin, sistein triptofan ve tirozin) BCA ile renk olusumundan sorumlu oldugu

bildirilmistir (BCA kit kullanim klavuzu)

Bu calisma kapsaminda Gaziantep Universitesi kampiisiiniin arazisinden elde edilen
farkli tiir bitkilerin polen orneklerinin ekstraksiyonu isleminden sonra, total protein
konsantrasyonunu saptamak i¢in bisinkoninik asit (BCA) yontemine (Walker, 2002)
gore calisan BCA Protein Macro Assay Kit (Serva Electrophoresis GmbH)
kullanilmistir. BCA yonteminin ilkesi, proteinlerin, alkali bir c¢ozeltide (biiire
reaksiyonunda) Cu™ yi Cu™" e indirgeyebilmesi ve bisinkoninik asit ile mor renge
dontismesini icermektedir. Polen Ornekleri saf su igerisinde 5:1 (agirlik:hacim)
oraninda ¢oziindiiriildiikten sonra 96 kuyucuklu plakalara 3 tekrarli ve her bir

kuyucukta 20 pL olacak sekilde eklenmistir.

Uzerine 200 pL, kit icerigindeki A reaktifi (BCA Soliisyonu) ile B reaktifinin (Bakir
Siilfat Soliisyonu) 50:1 oraninda karigtirtlmasiyla (100 mL reaktif A’ ya 2 mL reaktif
B eklenmistir) hazirlanan ¢aligsma soliisyonu kuyucuklara eklenerek plaka 37 °C’ de
30 dk bekletilmistir. Ardindan 562 nm’ de kor Ornege (saf su) karsi absorbans
Olctimii alinmistir (Thermo Scientific Multiskan Go). Bu islemlerin 6ncesinde

standart grafigin olusturulmasinda ise kit igerisindeki sigir serum albumini (“Bovine
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Serum Albumin”, BSA) standardi ve kor ornek olarak saf su kullanilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (1, 0.75, 0.50, 0.25, 0.10, 0.05, 0.025 mg/mL) hazirlanan standart
protein Orneklerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak standart
grafik olusturulmus olup, olusturulan standart grafigin matematiksel ifadesi, lineer

regresyon dogrusunun denklemi seklindedir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Polenlerin mikrofotograflar:
4.2 Bitki Polenlerinin Mikro fotograflar:

Pinaceae ailesine ait P. brutia, Platanaceae ailesine ait P. orientalis , Plataginaceae
ailesine ait P. major tiirlerinin polinizasyon donemlerinde toplanan gigeklerinden
polenler saflagtirilmistir. Daha sonra Wodehouse metodu kullanilarak polen
preparatlar1 hazirlanmistir. Nikon ECLIPSE TS100 marka 151k mikroskobuyla polen
mikro fotograflar1 ¢ekilmistir. Polenlerin, por c¢ap1 ekzin ve polen c¢aplar

Olcllmiistiir.

Length = 133,57 ym
Length = 136,54 pm

Length = 147,95 ym

Length = 148,22 pm

Sekil 4.1: P.orientalis polen morfolojisi Nikon ECLIPSE TS100 marka mikroskop
ile yapilmigtir. (X40’lik objektif')
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Length = 631,51 pm
Length = 411,44 um -

-

Skil 4.2: P.brutia polen morfolojisi 6l¢timleri. (X40’lik objektif’)

.
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Length = 161,27 pm
Length = 202,91 pm

Length = 180,65 pm
Length = 188,43 pm

Length = 165,44 pm

Sekil 4.3:  P.major polen morfolojisi ve 6lgiim sonuglari. ( X40lik objektif)

12
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S y=0,000991136x+0,128787
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Sekil 4.4: Protein konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilan stadart grafik (R2=
0.998). S1g1r serum alblimin (BSA) standartlarinin (0.0313, 0.0625, 0.125,

0.250, 0.5, Img/mL) 562 nm absorbans degerleri kullanilarak ¢izilmistir.
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Tablo 4.1. Polen ekstreleri ile ticari polen ekstrelerinin protein konsantrasyonlarinin

karsilastirilmasi.
OLCUMLER | ORTALAMA | STANDART | SONUCLAR
SAPMA
ug/Ml

P.major Ticari | 0,860/0,877/0,8 | 0,873 0,009104 1010,4099

81
P.major Saf 0,835/0,933/0,9 | 0,899 0,045507 1037,3151

30

Tablo 4.2. Polen BCA 6l¢iim sonuglari.Standart kitlerin diliie edilmis hali ve saf

polen karsilastirmasi.

OLCUMLER | ORTALAMA | STANDART | SONUCLAR
SAPMA
P.orientalis Saf | 1,408/1,451/0,6 | 0,873 0,009104 1010,4099
38
P.orientalis 0,210/0,208/0,2 | 0,209 0,000943 340,471607
e 1| O
P.orientalis 0,207/0,210/0,2 | 0,208 0,001414 339,1263493
diliisyon 0.1 07
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Tablo 4.3. Polen BCA 6lglim sonuglari.Standart kitlerin diliie edilmis hali ve saf

polen karsilagtirilmasi

OLCUMLER | ORTALAMA | STANDART | SONUCLAR
SAPMA
P.brutia Saf 1,178/1,216/1,2 | 1,199 0,015769 1339,661762
03
P.brutia 0,210/0,209/0,2 | 0,207 0,003559 338,7900349
oo 1|
P.brutia 0,206/0,209/0,2 | 0,208 0,001414 339,7989781
diliisyon 0.1 09
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BOLUM 5

SONUCLAR VE TARTISMA

Ingiltere’de Charles Blackey 1966 yilinda yakalandii saman nezlesinin Lolium
italicum tiirii bitkinin polenlerinden kaynaklandigini deri testleri ile géstermis ve
polenin havadan geldigini diisiinerek 24 saat acik havada biraktig1r vazelinli lam
tizerinde tutulan polenleri mikroskopta incelemek suretiyle ilk aeropalinolojik

calismay1 gergeklestirmistir [46].

Polenler tasimis olduklar1 proteinler veya glikoproteinler nedeniyle, alerjik etki
gostermektedir. Alerjik hastaliklara sebebiyet veren bir¢ok alerjen kaynaklari
mevcuttur. Alerjik duyarliligin artmasina ve buna bagl belirtilerin ortaya ¢ikmasinda

en yaygin etken ise polenlerdir [1].

Bu bilgiler 1s18inda bu tez c¢alismasinda, Pinaceae ailesinden P. brutia
Plantaginaceae ailesinden P. major, Plantacaeae ailesinden P. orientalis polenlerinin

alerjenitesi ve alerjenik proteinleri arastirilmigtir.

Bir baska ¢aligmada Balikesir ili Ak¢ay Beldesi’nde yapilmis atmosferde polenlerine
en ¢ok rastlanan odunsu bitkilere ait taksonlar sirasiyla; Pinus sp., Cupressaceae/
Taxaceae, Alnus sp., Platanus sp., Quercus sp., Salix sp., Olea sp., Morus sp., ve
Fraxinus sp., otsu bitkilere ait taksonlar ise Gramineae, Plantago sp. ve Urticaceae
olarak saptanmistir. Bu bolgede yapilan ¢alismalar sonucu aylara gore atmosferde
bulunan polen sayilarindaki degisiklikler gézlemlenmistir. Platanus orientalis i¢in,
mart aymnda 180 polen/cm?® iken nisan ayinda 500 polen/cm? bulundugu tespit
edilmistir. Ayn1 sekilde mart ayinda 177 polen/cm? olan pinus cinsi nisan ayinda
1633 adet gozlemlenmektedir. Haziran ayinda ise yapilan dl¢iimlerde Plantago sp.
122 polen/cm®lgiilmiistiir [48].
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2012 yihinda Akgay atmosferinde en c¢ok rastlanan polenler, cm®de yillik 2.145
polen ile Pinus sp. polenleridir ve bu say1 yillik toplam polen miktarmnin % 26,45’ini
olusturmaktadir. Akgay atmosferinde Pinus sp. polenlerinin bu kadar yaygin
bulunmasinin sebepleri; Pinus brutia nin bu bélge de 800-1000 metre arasi1 ¢ok
sayida yayilis gostermesi ve ¢ok miktarda polen iiretmesidir. Yurtdisinda ve
Tiirkiye’de bu taksonun dominant oldugu 6rnekler soyledir; Washington’da % 11,01
[49] oraninda rastlanmigken, Ispanya Almeria’da % 3,04 [48]. Cordoba
Hornachuelos Dogal Parki’nda % 1,85 [39]. Cin Yunan’da % 38,7 [30]. oranlarinda
kaydedilmistir. Pinus sp. polenlerinin alerjik etkilerinin ise fazla olmadig: ileri
stirilmektedir [41]. ancak Gioulekas ve ark. (2004)’nin 1311 astim hastaligi olan
bireylerde yaptiklar: deri prick testi ¢alismalarinda, bu hastalarin 122 ( % 9.3)’ sinin

Pinus sp. polenine duyarli oldugu tespit edilmistir.

Platanus sp.; bu taksona ait polenler 867 polen/ cm2 ile Akgay atmosferindeki yillik
toplam polen miktarinin % 10,69’unu olusturmaktadir. il ve ilgenin merkezinin park

ve yol kenarlarinda bu cinsin agaglarina rastlamak miimkiindiir.

Plantago polenlerinin alerjiye sebebiyet vermesiyle ilgili oncelik bulgular,
Avusturalya ile Amerika’dan gelmistir. Amerika’nin Philadelphia sehrinde 1930°1u
yillarda 180 mevsimsel alerjik rinitli hastanin 51’inde Plantago lanceolata
polenlerine uygulanan

deri testi sonucu pozitif ¢ikmistir[37]. Avustralya Sidney’de ise alerji klinigine
bagvuran 341 hastada Plantago lanceolata polenlerine duyarli hastalarda deri testi
pozitifligi %19 olarak saptanmistir. Plantago lanceolata polenlerine deri prik testi
pozitif olan hastalarda yapilan RAST testi pozitifligi ise %68 oraninda gozlenmistir
[38]. Yine Sidney’de Plantago polen sezonunda astimli 82 hastanin 69’u bronsiyal
provokasyon testi sonucu pozitif gézlenmistir[39].

Bu cinse ait polenler, 2012 yili igerisinde toplam polen miktarinin %2,06’sin1
olusturmaktadir ve atmosferdeki toplam polen miktar1 ise cm®de 167 olarak tespit
edilmistir. Tirkiye’de yapilan c¢alismalarda Balikesir’de 9%1,69 [42]. Eskisehir-
Sivrihisar’da % 0,08 (Potoglu, 2008), Balikesir-Savastepe’de % 0,36 (Bilisik vd.,
2008), Bursa-Mudanya’da %1,72 [43], Canakkale’de %1,89 [44], Eskisehir’de %
0,51, Izmir’de % 1,20 [44]., Gemlik (Bursa)’de % 0,84 [45]. Plantago sp. cinsine
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ait bitkilerden birgok tiir ruderal bitkiler olup ozellikle iilkemizde sehirlesmis
alanlarda bile genis bir yayilim gostermektedirler. Bu takson igerisinde yer alan

polenler giiclii bir alerjik duyarliliga sebep olmaktadirlar[45].

Tirkiyede de astimli veya alerjik rinitli bireylerde Plantago polenlerine karsi
reaksiyonlarin goriildiigii ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, Plantago
polenlerine karst olusan reaksiyonlar %2.85 ile %63 arasinda goézlenmistir.
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dalina bagl Pediatri Gogiis Hastaliklar1 ve Allerji Unitesine alerjik hastalik dykiisii
veya tanisiyla basvuran ve en az bir alerjene karsi duyarlihi@i tespit edilen 421
cocukta deri testi sonuglarina gore sinir otu polenlerine %2.85 oraninda duyarlilik

gozlenmistir[46].

Belirli mevsimlerde solunum sistemi rahatsizligina sebep olan polenler, farkli
cografik  bolgelerde, ¢iceklenme  dongiilerine  bagli  olarak, atmosfere
dagilmaktadirlar. Polen alerjisinin tanisinin ilk basamagini; yasanilan bolgede maruz
kalinan polen kaynaginin tespit edilmesi olusturmaktadir. Polenlerin yapilari,
havadaki miktarlari, histokimyasal Ozellikleri ve alerjenitelerinin bulunduklari
cografi bolgeye, iklime ve ¢evre kosullarina gore degistigi bilindigi i¢in [47]. alerji
tan1 ve tedavi yontemlerinin gii¢lendirilmesi i¢in, gerek klinik testlerde gerekse
molekiiler analizlerde hastalarin yasadigi bolgelerde bulunan polenlerle ¢alismak
gerekmektedir.

[zmir iiniversitesinde yapilan ¢aligmalar sonucu polen sayilarinda artma ve azalma
diizenli bir korelasyona sahip olmamakla birlikte, bitkilerin tozlasma, gi¢ceklenme
doénemlerine ve hava durumuna gore degisiklik izlenmektedir. Bu ¢aligmalarda tiir ve
cins diizeyinde toplanan bitki  polenlerinin 6zellikleri ve sayisal mevsimsel

degisimleri asagida incelenmektedir [11].

Calismanin igerisinde odunsu bitkilere ait pinaceae familyasi agaglart 4 cm2’ye
diisen 13856 adet polen ile en baskin yayilisi gdstermislerdir. pinaceae familyasina
ait polenler toplam polen sayisinin % 59,56 sini olusturmaktadir. Otsu bitkilerde ise
graminae polenleri 4 cm2’ye diisen 1300 adet polen ile toplam polen miktarinin %
5,59 unu olusturarak otsu bitkiler arasindaki en ¢ok polen yayilis1 gosteren ailedir.

Tanimamayan 4 cm2’ye diisen polen sayisi 509 dur ve tiim polenlerin % 2,19 unu
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olusturmaktadir. Otsu tiirler siklikla odunsulara kiyasla c¢ok daha az polen
miktarlainda bulunmaktadirlar. Bunun sebepleri ise odunsu bitkilerin daha fazla
polen sagma kapasitesine sahip olmasidir. Ornegin pinaceae familyasina ait agaglar
milyarlarca polen sagabilmektedir. Ayrica tozlasma mevsimleri disinda dahi bazi
polenler gozlenmistir bunun sebebi ise sacilmis olan polenlerin dogada ¢ok uzun
stireler durabiliyor olmasidir duruyor. Cam polenleri buna en biiyiik 6rnektir, polen
takvimini inceledigimizde tozlasma doneminde c¢ok yiiksek sayilarda ¢am poleni
gormekteyiz fakat bunun disindaki aylarda da daha az sayida polenlerine
rastlanmaktadir. Bunun sebebi ise dogada var olan polenlerdir. Ozellikle odunsu

bitkilerin polenleri tozlasma donemlerinden [11].

Palinolojik caligsmalarda tlirlerin mevsimsel sartlara bagli olarak ve tozlasma
stireclerindeki degisiklikler ile yillar icerisinde bazi farkliliklar g6zlenebilmektedir.
Omek c¢alismada polenler yilin her ay1 gozlenmistir kis aylarmn havada ¢ok az
miktarda polen bulunmaktadir. Genellikle kis mevsiminde tozlasma sonucunda
olusan polenlerden daha ¢ok dogada onceki mevsimlerden kalmis olan polenler
yakalanmigtir. Subat ayinda ise Cupressaceae tozlasma sonucu gozlenmeye
baslamigtir. Yaz aylarinda ¢oklukla Castanea sativa, Graminae ,Plantago spp., Pinus
spp. polenlerine rastlanmistir. Havada polen yogunlugunun en fazla oldugu aylar
Mart, Nisan, Mayis gibi bahar aylaridir. Bu 6rnek ¢alismada en az gozlenen tiir
Eucalyptus camaldensis dir ve 4 cm2’ye diisen toplam polen sayisi 3 tiir. Calisma
alaninda bulunuyor olmasina karsin ¢ok az polen toplanan bu tiiriin ¢ok uzaklara ve

cok fazla polen yayamadigini gozlenmistir [11].

Alerjenik polenler ile hazirlanan ekstreler alerjinin tani ve tedavisi igin fazlaca 6nem
teskil etmekte olup bu ekstreler, alerjinin teshisi amaciyla deri prik testlerinde, tedavi
icin subkutan enjeksiyon olarak kullanilmaktadirlar. Alerjenik duyarlihgin tedavisi
immiinoterapik yontemlerle yapilmaktadir. Hasta bireyin hangi tir polene karsi
duyarliligi var ise o polen tiiriinden olusturulan ekstreler, duyarli reyeb giderek
artirllan dozlarda deri altina enjekte edilerek immiin sisteminin gii¢lendirilmesi

yoluyla tedavi saglanmaktadir.
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Ulkemizde alerjik rahatsizliklarin teshis ve tedavisi amaciyla uygulanan ekstrelerin
Ulkemiz topraklarinda yetisen ve yetistirilen bitki tiirlerinden olusturulmas: ve 0
bolgeye ait alerjik reaksiyonlarin tedavilerinde kullanilmas: gerekmektedir. Ciinkii
bu tiir alerjik hastaliklara sebebiyet veren  etmenler tilkemizdeki alerjenik
proteinlerdir. Ulkemizde alerjenik hastalarin teshislerinde ve tedavide kullanilan
ekstrelerin yabanci bir¢cok {ilkede olusturulmus ekstreler olmasi giiniimiiz
kosullarinda uygun olmayabilecegi yorumundan yola ¢ikarak ¢alismamizda daha
once ekstreleri elde edilmemis olan bolgemizde genis Olgiide bulunan Pinaceae
ailesinden Pinus brutia, Plantaginaceae ailesinden Plantago major, Plantacaea

ailesinden Plantanus orientalis bitkilerinin polen ekstrelerini hazirlanmustir.

Yerli ekstrelerin yapilmasi ve kullanilmasi, bolgemizde yasayan bireylerin saglhigi
acisindan onemli olmasinin yan sira tiirkiye ekonomisi yoniinden de biiyiik bir dnem
teskil etmektedir. Ulkemizde bir¢ok alerjenik hastaligin teshisi ile tedavisi siirecinde
uygulanan polen ekstraktlarinin yiiksek bir miktari1 yurt disindan getirtilmektedir..

Lakin yerli polen ekstraktlarinin tiretimine ve kullanimina gereken yardim ve destek
verilirse, yurt disindan almak zorunda kaldigimiz polen ekstrelerini sahsi olarak
olusturabilecegimiz inancindayiz boylelikle tilkemizin mevcut ekonomiye biiyiik bir
katki saglayabiliriz. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bir¢ok tanisal testte ve bir¢ok
alerjenik hastanin alerjen immunoterapisi i¢in yapilan ar-ge ¢alismalarina 1s1k tutacak

niteliktedir.
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Alerjenik rahatsizliklarin tiimiiniin teshisi ve tedavisi i¢in kullanilan ekstreler fazlaca
spesifik 6zellik icermeyen proteinler barindirirlar. Bu sebeple alerjenik hastaliklarin
teshisi ve tedavisi i¢in polen temelli alerjenlerin varligi yiiksek o6l¢iide 6nem tasirlar.
Coca soliisyonu yardimiyla yapilan ekstraktlar ise polenlerin igerisinde bulunan tim
proteinleri tasimaktadir.

Boylelikle hazirlamis oldugumuz ham ekstreler sonraki zamanlarda major
alerjenlerin izolasyonu ve tayini ¢alismalarinda tarafimizdan faydalanilmak tizere
temel materyal olarak kullanilabilir. Ayrica ¢alismada kullanilan 151k mikroskobuyla
incelenen farkli ti¢ bitki tiiriiniin elde edilmis olan morfolojik goriintiileri ve bulgular

sistematik agidan yardimci olacak niteliktedir.
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