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OZET

Giris: Genellikle Fagales ordosuna dahil agaclarin
polenlerinin bircok allerjik reaksiyona yol actig1 bi-
linmektedir. Bununla birlikte allerjinin gelisiminde
capraz reaktivite kaynakli olgularin rol oynadigi go-
rilmektedir. Capraz reaktivite, farkli allerjen kay-
naklar1 arasinda goriilebildigi gibi, polen ve tohum
gibi ayn1 kaynagin farkli biyolojik yapilar1 arasinda
da gorilebilmektedir. Findik bitkisi polenleri ve to-
humlan allerjik reaksiyonlara neden olabilmekte-
dir. Aynm1 zamanda kavrularak tiiketilen findik to-
humlar ticari 6neme sahiptir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, findik bitkisi to-
humlar ile polenlerinin protein profilleri, SDS-PA-
GE yOntemiyle cikartilip karsilastirilmistir. Ayrica,
1s1l islemlerin tohum protein profili izerine olan et-
kileri de arastirilmistir.

Bulgular: Polen ve tohum 6rneklerinden elde edi-
len jel elektroforezi analizi sonuglarinda tohum ve
polen arasinda sekiz tane ortak bant bulunmustur.
Kavrulan findik tohumunda, bantlarin yaklasik
%22'sinin kayboldugu gortilmistir. Bununla birlik-
te, 9 ve 17 kDa molekil agirligina sahip bantlarin
1stya dayanikli, 14 kDa'lik bantin ise 1s1iya dayanik-
s1z oldugu bulunmustur.

ABSTRACT

Objective: It is known that pollens from trees of
the order Fagales usually cause allergic reactions. It
is also known that cross reactivity takes part as a
trigger in the development of allergies. Cross reac-
tivity may occur between different allergen sources.
Moreover, it can be found between different biolo-
gical structures of same source such as pollen and
seed. Pollen and seed of hazelnut can cause allergic
reactions. Hazelnut seeds which are consumed as
roasted have a commercial prominence.

Materials and Methods: In this study, protein
profiles of hazelnut seeds and pollens have been
taken out with SDS-PAGE method and compared
with each other. In addition, effects of heating
process on seed protein profile have been investi-
gated.

Results: When the results have taken, it is seen
that 8 same bands were found between pollen and
seed at the end of SDS-PAGE analysis. After the SDS-
PAGE analysis process, 22% of bands have disappe-
ared in roasted seed and 9 and 17 kDa bands were
heat resistant while 14 kDa was heat sensitive.
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Sonuc: Findik allerji testlerinin bolgesel olarak el-
de edilen kaynaklar ile yapilmasinin gida allerjileri-
nin tedavisine katkida bulunabilecegini diisinmek-
teyiz.

(Asthma Allergy Immunol 2011;9:37-43)

Anahtar Kelimeler: Allerjen, Corylus avellana,
capraz reaktivite, findik, SDS-PAGE, tohum
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GiRiS

Agac polenleri ile sensitizasyonun, kis mev-
siminden yaz mevsimine gecislerde goriilen
saman nezlesi ve allerjik astimi tetikleyen bir
faktor oldugu bilinmektedirl'. Bununla birlik-
te, polene duyarh bireylerde IgE antikorlarinin
capraz reaktiflerle indiiklenmesi, gida allerjile-
rinin mevsimsel olmaktan ziyade tim yil bo-
yunca gorilme olasihigimi artirmaktadir(?-4],
Farkli gida ya da polenler arasinda gorilen
capraz reaktivite reaksiyonlari, canhlarin bir-
birleriyle olan sistematik akrabaliklar ile ya-
kindan ili§kilidir[5]. Capraz reaktivite, farkli
canlilar arasinda olabildigi gibi, solunum ya
da beslenme gibi ayn yollarla viicuda alinan,
ayni canliya ait farkli kistmlarin etkilesimi so-
nucu da ortaya ¢ikabilmektedir. Daha 6nce ya-
pilan calismalarda, findik ile yakin akraba
olan hus agac1 (Betula) polenleri ile, kereviz ve
soya fasulyesi gibi gidalar arasinda capraz re-
aktivite bildirilmi§tir[6/7]. Corylus avellana (fin-
dik), hem polenleri hem de tohumlari ile aller-
jik reaksiyonlara neden olan bir bitkidir!®°l.
Findik tohumlari, ¢ig sekilde tiiketilebildigi gi-
bi, sekerleme ya da cikolata gibi allerjik 6zel-
liklere sahip gidalar icerisinde de kavrulmus
olarak yer almaktadir. Corylus polenleri, Betu-
laceae familyasinda yer alan Betula cinsi gibi
oldukca allerjik bir polendir. Baz: tiirleri siis
amacli olarak kullanilmakta olan Corylus’lar,
basta Tirkiye ve Ispanya olmak tizere, Akdeniz
havzasinda yetistirilmektedir. Diinyadaki fin-
dik tretiminin en fazla gerceklestigi tilkeler
arasinda bagi ceken tlkemizde yapilan atmos-
ferik calismalar, findik polenlerine ytiksek
miktarda rastlanildigini gostermektedir!10-12],
Findik allerji prevalansinin Avrupa’da yaklasik

Conclusion: As a result, we thought that hazel al-
lergy tests obtained from the regional resources
may contribute the treatment of food allergies.

(Asthma Allergy Immunol 2011;9:37-43)
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%0.1-0.5 arasinda oldugu rapor edilmistirl!3],

Ayrica, findik tohumu ile aga¢ polenleri ara-
sinda gerceklesebilen capraz reaktivite de gida
allerjisinin gelisimi acisindan Onemlidir. Bu
nedenle, gida sanayinde sikca kullanilan islen-
mis C. avellana tohumunun protein igeriginin
ne sekilde degistigini tespit etmek, allerjik has-
taliklarin teshisinde ve/veya tedavisinde
onemli olabilir. Bu soruya yanit bulabilmek
amaciyla planladigimiz calismamizda, Tirki-
ye’de ticari olarak ekimi yapilan C. avella-
na’'nin yerel formunun polenleriyle, ¢ig ve
kavrulmus tohumlarinin protein profilleri kar-
stlastirilmis, elde edilen bantlar arasinda ben-
zerlikler ve farkliliklar ortaya konmustur.

GEREC ve YONTEM

C. avellana polenleri, Subat 2007 tarihinde
Zonguldak ilinden 6zel torbalar icerisinde top-
lanmistir. Kurutulan ve elenerek safligi artiri-
lan polenler, 0.2 M pH 6.8 fosfat tamponunda
(PBS) +4°C’de 20 saat sireyle Oziitlenmistir.
Otuz dakika 15.000 xg, +4°C’de santrifiijlenen
orneklerin siipernatan kismi alinarak, sodyum
dodesil stilfath ortamda %12’lik poliakrilamid

Tablo 1. Calismada kullanilan materyaller ve toplandi-
g1 bolgeler

Materyal Kaynak
Polen Zonguldak
Cig tohum Samsun
6 dakika kavrulmus tohum Samsun
12 dakika kavrulmus tohum Samsun
18 dakika kavrulmus tohum Samsun
28 dakika kavrulmus tohum Samsun
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Cig tohum veya 6 dakika 12 dakika 18 dakika 24 dakika

200°C'de KAVRULMUS TOHUMLAR

a7 =

0.2 M fosfat tamponunda (pH= 6.8) &ztitleme

iyt

30 dakika, 15.000 xg, +4°C'de santriftijleme

g Pelleti at

Slipernatan + izoamil alkol/kloroform (1/24 v/v)

1l

10 dakika, 15.000 xg, +4°C'de santriftijleme

Pellet + metanol, tekrar 10 dakika, 15.000 xg, +4°C'de santriftijleme

~

Pelleti PBS tamponunda ¢6z ve %12'lik SDS-PAGE uygula

Sekil 1. Protein profillerinin cikartiimasinda kullanilan yéntem.
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jelde (SDS-PAGE) fraksiyonlarina ayrilmais-
tirl14]. Tablo 1’de verilen bolgelerden toplanan
findik tohumlarinin bir kismi ¢ig, kalan kisim-
lar1 ise 200°C’de sirasiyla 6, 12, 18 ve 28 daki-
ka kavrulduktan sonra, PBS ile havanda ezile-
rek oziitlenmistir. Sekil 1’de de gorildiiga gibi,
30 dakika 15.000 xg, +4°C’de santrifiijlenen
orneklerin siipernatan kismi alinip pellet kis-
mi1 uzaklastirilmistir. Stipernatanda bulunan
yiiksek orandaki yagi uzaklastirmak i¢in 1/24
oraninda, izoamil alkol/kloroform karisimi ile
metanol eklenmis ve 10 dakika 15.000 xg’da
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda elde edi-
len 6rnegin pellet kismi metanol icerisinde ¢o-
zilmis ve yeniden 10 dakika 15.000 xg'da
santrifijlenmistir.

SDS-PAGE Yontemiyle Protein

Profillerinin Cikartilmasi

Yukarida agikladigimiz sekilde izole ettigi-
miz polen ve tohum Orneklerinin protein mik-
tarlari, Bradford yontemi kullanilarak belirlen-
mistir (sigir serum albumini standart olarak
kullanilmistir) ). Daha sonra 6rneklerin pro-
tein profilleri, Laemmli’nin 6nerdigi yonteme
uygun olarak %12’lik Mini Protean III ile ger-
ceklestirilmistir. Bu arastirmada, molekiil agir-
liklar1 8 kDa ile 220 kDa arasinda degisen isa-
retleyiciler kullanilmistir (Sigma Co. USA).
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel,
izopropanol/asetik asit/su (5/1/4) ile sabitle-
nip, %10’luk asetik asitte ¢oziilen %0.025 Co-
omassie Brilliant Blue R 250 ile boyanmuistir.
Destain islemi icin %10’luk asetik asit kulla-

2.5

N y=-1.294x + 2.179
1 e R?=0.984

0 02 04 06 08 1 1.2
Seri 1

Dogrusal (Seri 1)

Sekil 2. Molekiil agirliklarin hesaplanmasinda kullanilan
grafik.

nilmistir. Bu islemler sonunda elde edilen
bantlarin molekil agirliklar: Sekil 2’de verilen
egri denklemine gore hesaplanmistir. Calisma-
nin sonucunda elde edilen veriler Tablo 2’'de
yer almaktadir.

BULGULAR

Calismamizda, allerjik polenler arasinda yer
alan C. avellana polenleri ile gida olarak tiiketi-
len tohumlar1 kullanilmistir. Ozellikle, farkli
besinlere katki maddesi olarak ilave edilen to-
humlarin kavrulma islemi sonucunda, protein
profillerinde herhangi bir degisim olup olmadi-
g1 arastirilmistir. Bu amagla hem polen hem de
farkl siirelerde kavrulan tohumlarin poliakrila-
mid jel elektroforezi yapilmistir. Tablo 2'de yer
alan calisma sonuclarina gore, C. avellana pole-
ninde toplam 17, ¢ig tohumda ise toplam 18
bant yer almaktadir. Kavrulan tohumlardaki so-
nuglar ise Ozetle soyle siralanabilir; alt1 dakika
sireyle 200°C’de islem goren tohumda 14 bant,
12 dakika stire ile 200°C’de islem goéren tohum-
da dokuz bant, 18 dakika stireyle 200°C’de is-
lem goren tohumda yedi bant ve son olarak 28
dakika stireyle 200°C’de islem goren tohumda
ise dort bant tespit edilmistir.

Jel goruintiilerinden elde edilen sonuglar, 10,
14, 84, 91 ve 99 kDa molekiil agirliklarina sahip
bantlarin 1stya en duyarli bantlar oldugunu gos-
termektedir. Buna karsin 17, 22, 38 ve 54
kDa'luk bantlarin ise 1stya en dayanikl protein
bantlarini olusturdugu bulunmustur (Resim 1).

Polen ile ¢ig tohumun protein profilleri kar-
silastirildiginda, ortak bantlarin 9, 11, 14, 17,
38, 54, 91 ve 131 kDa molekiil agirligina sahip
proteinler oldugu goriilmektedir. Tohumlarin
protein bantlarinda, kavrulma siirelerine bagl
olarak azaldigir bulunmustur (Tablo 2).

Yaptigimiz c¢alismada, 12 dakika siiresince
200°C’de kavrulan findik tohumlarinin tat,
renk ve koku acisindan degerlendirildiginde ye-
nilebilir oldugu belirlenmistir. Ancak bu siire-
den daha uzun zamanda ayni 1s1ya tabi tutulan
tohumlarin kullanilamayacagi distintilmekte-
dir. Buna gore, 12 dakika stresince kavrulan
findik tohumu proteinlerinin, ¢ig tohum prote-
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Tablo 2. SDS-PAGE elektroforezi sonucu polen, ¢ig ve islenmis tohumlarda gortilen protein bantlarinin semasi

Cig 6 12 18 28 Ortak
MA Polen tohum dakika dakika dakika dakika bantlar Allerjenler
9 O O g O O O T
10 0 0
11 O
14 0 T, P
17 O O O O O O O T, P
20 O g O
22 0 O 0 0 0
24 O
26 0
28 O
33 O g O
37 0
38 O O O O O O O
41 0
49 O
50 O
54 0 0 O 0 0 0 0
64 O
70 0 a 0 0 P
74 O
84 0 a
91 0 0 O
99 O O
102 0
107 0
131 O O a O O
138 O

inlerine oranla, yaklasik %22’sinin kayboldugu
bulunmustur. Bunlar; 11, 14, 28, 50, 84, 91, 99
ve 107 kDa olarak belirlenen bantlarda yer alan
proteinlerdir. Daha Once yapilan calismalarda
allerjen olarak belirlenen fraksiyonlardan 9 ve
17 kDa molekil agirligina sahip bantlarin 1siya
dayanikli, 4 kDa'luk bantin ise dayaniksiz oldu-
gu goriilmektedir (Tablo 2)[11],

Polen ve tohum oOrneklerinden (farkli stire-
lerde 1s1l isleme tabi tutulan tiim 6rnekler) elde

edilen jel elektroforezi sonuglarinda molekiil
agirliklart 9, 17, 38 ve 54 kDa olan dort ortak
bant bulunmustur. Bunlardan 9 ve 17 kDa’luk-
larin allerjen etki gosterdigi, daha 6nce yapilan
calismalarda bildirilmi§tir[11].

TARTISMA

C. avellana’'nin (findik), agacta yetisen bir
kabuklu yemis olarak gida ile tetiklenen allerjik
reaksiyonlara yol actigi bilinmektedir. Genis
bir kullanim alanina sahip olan bu yemis, ge-

Asthma Allergy Immunol 2011;9:37-43
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12 dakika 18 dakika Marker 28 dakika Polen
18 dakika Marker 28 dakika Polen

Marker 28 dakika Polen

28 dakika Polen

Polen

6 dakika 12 dakika 18 dakika Marker 28 dakika Polen

Cig tohum 6 dakika 12 dakika 18 dakika Marker 28 dakika Polen

Resim 1. SDS-PAGE jel elektroforezi ile polen, cig ve is-
lenmis tohumun protein profilleri [protein biiytikltikleri
(kDa olarak) jel goriintiistintin sagindaki rakamlarla ifa-
de edilmektedir].

nellikle kavrularak satilmakta veya yine kavru-
larak pasta, cikolata, dondurma gibi gidalarin
yapiminda kullanilmaktadir. Bilindigi tizere ka-
buklu aga¢ yemislerinin allerjenleri tohum de-
po proteinleridir. Bu nedenle calismamizda,
Karadeniz Bolgesinde yetisen findik tohumu-
nun proteinlerine kavurma stiresinin etkisi in-
celenmis ve findik agacinin polenleriyle to-
hum arasindaki ortak bantlar SDS-PAGE elekt-
roforezi ile belirlenmistir. Daha 6nce yapilan

arastirmalarda polen allerjenlerinin meyve,
sebze ve kabuklu yemislerde bulunan ve IgE ile
baglanabilen epitoplarla ¢apraz reaksiyona gi-
rerek allerji olusturabildigi gbsterilmi§tir[1'5].
Bu calismalarda polen ile etkilesen gida aller-
jenlerinde en sik goriilen yapinin 17 kDa’luk
polen proteini oldugu bildirilmistirl”/16:17],
Sundugumuz ¢alismada tohum ve polenin pro-
tein profilleri arasinda goriilen ortak bantlarin
(9, 11, 14, 17, 38, 54, 91 ve 131 kDa’luk), bir-
birini izleyen bu tireme birimleri arasindaki
baglanti oldugunu disiinmekteyiz. Temel is-
levleri yerine getiren ve allerjen olarak belirle-
nen bantlarin ortak olarak her iki yapida da yer
almas1 dogaldir. Bunlardan enzimlere dayanik-
I1 olanlar, polen allerjisi olan hastalarda, gida
allerjisine de neden olabilmektedir. Calisma-
mizda ayrica, kavrulma stireleri artsa da, daha
onceki calismalarla paralel olarak, allerjen po-
len oldugu bildirilen 9 ve 17 kDa’luk proteinle-
rin 1sidan etkilenmedigi de goriilmektedir. Ti-
cari olarak islenen tohumlarda da, ¢ig tohum-
da goriilen allerjen protein bantlarin biiytik bir
kisminin bulunmasi, ¢ikolata kaynakl allerjile-
rin bir kisminin kakao ile beraber findik kay-
nakli olabilecegini distindiirmektedir. Bu ne-
denle bu tiir hastalarda ayrica findik allerji
testlerinin uygulanmasiyla daha saglikl bir tes-
hise ulasilacagini tahmin etmekteyiz.

Calismamizda buldugumuz bir diger 6nem-
li sonuc ise, daha 6nce yapilan arastirmalarda
elde edilen 38 ve 50 kDa'luk allerjenler yerine,
deney materyalimiz olan Karadeniz Bolgesine
ait Corylus tohumlarinda buldugumuz 40 ve
48 kDa'luk bantlardir. Bu bantlar daha 6nce
Schocker ve arkadaslarinin findik tohumlari
ile yaptiklar1 bir calisma ile uyum gostermek-
tedirl®l. Bu bulgunun bolgesel antijen farklili-
gin1 yansittigi disincesindeyiz. Allerji teshi-
sinde bu tiir farkliliklarin g6z 6ntine alinmasi
ve miumkiinse kisinin duyarlilik gosterdigi gi-
da ile dogrudan test yapilmasi, yukarida belirt-
tigimiz farkliliklarin ortaya konmasi acisindan
onemli olabilir.

Bundan sonra gerceklestirilecek ¢calismalarda-
ki hedef, 1stya dayanikli olan protein bantlarinin
serolojik etkilerinin arastirilmasi, iklim degisik-
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liklerinin Corylus tohum ve polen proteinlerine
etkileriyle hastalarda allerjik reaksiyonlarin geli-
simine olan etkilerinin arastirilmasi olacaktur.
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