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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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(kagt) ve elektronik formatta argivleme ve asagida verilen kogullarla kullamma agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamamimn ya da bir béliimiiniin gelecekteki galismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullamm haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarim ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin ahnarak kullanilmas) zorunlu metinlerin yazih izin alinarak kullandigim ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
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haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erigime agilir.

o Enstitil / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. !

o Enstitii / Fakiilte ydnetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir,

°  Tezimle ilgili gizlilik karar verilmigtir. ®
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OZET

Yildiz D., Sesamum indicum L. x Papaver somniferum L. Arasindaki Capraz
Reaksiyonlarin Western Blott Yontemi ile Gosterilmesi, Hacettepe Universitesi Saglk
Bilimleri Enstitiisii, Alerjik Hastaliklarin Molekiiler ve immiinolojik Temelleri Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2021. Besin alerjisi goriilme sikligi diinyada belirsiz nedenlerle
artmaktadir. IgE aracili besin alerjisi, popiilasyonun yaklagik %3’Uni etkilemektedir. Susam
alerjisi en sik teshis edilen besin alerjileri arasinda yer alirken, hashas alerjisinin goriilme sikligi
disiiktiir ancak ciddi reaksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Arastirmacilar, besin
alerjenlerinin molekiiler 6zelliklerini karakterize etmeye basladiklarindan beri farkli besinlerin
capraz reaksiyon gosterme durumlart hakkinda bilgi sahibi olmuglardir. Daha énemlisi bu durum,
hastalardaki alerjik reaksiyonlarin ciddiyetini ve tirlerini tahmin etmeye yonelik fayda
saglamistir. Tez kapsaminda, DPT ve spesifik IgE sonuglarina gére provokasyon testi yapilan 20
hastada, hastalar susam ve/veya hashas tiiketebilme durumlarina gore kategorize edildikten sonra
capraz reaksiyon gosterme durumunun Western Blot ve inhibisyon deneyleri neticesinde
gosterilmesi amaglanmustir. Sonug olarak, klinigimizdeki hastalarda biiyiiklik itibar ile susama
(Sesamum indicum L.) ait oldugu diistiniilen daha 6nceden tanimlanmig 9 kDa, 15 kDa, 17 kDa,
45 kDa, 52 kDa ve 57 kDa bantlar ve daha 6nceden tanimlanmamus yaklasik 22 kDa, 25 kDa, 28
kDa, 30 kDa, 35 kDa, 40 kDa, 50 kDa, 65 kDa agirhginda ve 65-80 kDa, 80-115 kDa araliginda,
bantlar belirledik. Biiyiikliik itibari ile hashasa ait oldugu disiiniilen daha 6nceden tanimlanmis
14 kDa, 17 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 45 kDa molekiiler agirhgmda bantlar ve 9
kDa molekiiler agirh@inda, 15-25 kDa, 25-30 kDa, 30-40 kDa, 50-65 kDa araliginda
tanimlanmamusg bantlar gosterilmistir. Bu bantlardan yaklagik 15 kDa, 17 kDa, 10-15 kDa, 15-25
kDa, 25-30 kDa, 65-80 kDa araligindaki, 25 kDa, 30 kDa, 35 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 52 kDa, 57
kDa, 65 kDa molekiler agirliktaki susam bantlarinin hashag alerjeni tarafindan inhibe edildigi
belirlenmistir. 14 kDa, 17 kDa, 45 kDa, 25-30 kDa, 30-40 kDa, 80-115 kDa araligindaki hashas
(Papaver somniferum L.) bantlarinin da susam alerjeni tarafindan kismen inhibe edildigi
gozlenmistir. Western analizi ve inhibisyon deneyleri neticesinde susam (Sesamum indicum L.)
ve haghas (Papaver somniferum L.) besinleri arasinda ¢apraz reaksiyon varligi belirlenmistir.
Capraz reaksiyonun gosterilmesinin reaksiyon siddetini ongorerek besin provokasyon testi
ihtiyacim1 azaltmada, sorumlu alerjenin belirlenmesi ve klinik tan1 konmasinda, gergek
duyarlanmay1 c¢apraz reaksiyona bagl olarak gelisen duyarlanmadan ayirmada yararli olacagi

kanisindayiz.
Anahtar Kelimeler: Susam, haghas, besin alerjisi, alerji, ¢apraz reaksiyon.

TYL-2018-17519 nolu bu ¢alisma Hacettepe Universitesi BAP birimleri tarafindan

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Yildiz D., Determination Of The Cross Reaction Between Sesamum indicum L. x Papaver
somniferum L. With Western Blott Method Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Molecular and Immunological Basics of Allergic Diseases, Master's Thesis ,
Ankara 2021. The prevalence of food allergies is increasing worldwide for uncertain reasons.
IgE mediated food allergy affects approximately 3% of the population. While sesame allergy is
among the most commonly diagnosed food allergies, the incidence of poppy allergy is low, but it
is known to cause serious reactions. Since researchers began to characterize the molecular
properties of food allergens, they have learned about the cross-reactivity of different foods. More
importantly, this has been useful in predicting the severity and types of allergic reactions in
patients. Within the scope of the thesis, it is aimed to show the cross-reaction status as a result of
Western Blot and inhibition experiments after categorizing the patients according to their ability
to consume sesame and / or poppy in 20 patients who underwent provocation test according to
SPT and specific IgE results. In conclusion, we identified previously defined bands of
approximately 9 kDa, 15 kDa, 17 kDa, 45 kDa, 52 kDa, 57 kDa in patients in our clinic, which
are thought to belong to sesame by size. We identified previously undefined bands in the range of
65-80 kDa, 80-115 kDa range, approximately 9 kDa, 22 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 35 kDa,
40 kDa, 50 kDa, 65 kDa thought to belong to sesame. Previously identified bands in the
molecular weight of 14 kDa, 17 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 40 kDa and 45 kDa which are
thought to belong to poppy by size, unidentified bands in the molecular weight of 9 kDa and
bands in the range of 15-25 kDa, 25-30 kDa, 30-40 kDa, 50-65 kDa are shown. From these bands
approximately 15 kDa, 17 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 52 kDa, 57 kDa, 65 kDa
molecular weight, 10-15 kDa, 15-25 kDa, 25-30 kDa, 30-40 kDa, 65-80 kDa range it was
determined that sesame bands were inhibited by the poppy allergen. Poppy (Papaver somniferum
L.) bands in the range of 14 kDa, 17 kDa, 45 kDa, 25-30 kDa, 30-40 kDa, 80-115 kDa were also
partly inhibited by the sesame allergen. As a result of Western analysis and inhibition
experiments, there is a cross-reaction between sesame (Sesamum indicum L.) and poppy
(Papaver somniferum L.) foods. We believe that the demonstration of the cross-reaction will be
useful in reducing the need for food provocation testing by predicting the reaction severity,
determining the responsible allergen and making clinical diagnosis, and separating the true

sensitization from the sensitization that develops due to cross-reaction.
Key Words: Sesame seed, Poppy seed, food allergy, allergy, cross-reaction.

This study numbered TYL-2018-17519 was supported by Hacettepe University BAP units.
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1. GIRIS

Alerji, alerjene 0zgii IgE antikorlarmmin ve eslik eden ilgili klinik
semptomlarin varligi olarak tanimlanmaktadir (1). Alerjik hastaliklarin artan
prevelansi sosyoekonomik diizeyi 6nemli dlgiide etkilemekte; is tiretkenliginin, okul
performansinin, bos vakitlerinin ayrica yasam kalitesinin azalmasina neden
olmaktadir (2). Alerjik hastaliklarin fenotipik ekspresyonundan genetik ve gevresel
faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (3). Besin alerjisi ciddi bir halk sagligi
problemidir. Genellikle yasamin ilk 1-2 yilinda goriilen bagisiklik sisteminin spesifik
gida proteinlerine cogunlukla alerjene 6zgii immiinglobulin E (IgE) tipi antikor
gelisimiyle cevap vererek duyarlilasmasina besin alerjisi denir. Besin alerjisinin
Klinik tablosunda Urtiker, atopik dermatit, anjioédem, astim, rinit, anafilaksi
gorulebilir (4,5). Besinler bircok mekanizmayla alerjik reaksiyonlara yol acabilir.
Gidalara olumsuz yanit; IgE aracili mekanizmayla, IgE icermeyen diger immiinolojik
mekanizmalarla, besin intoleransi veya besin aversiyonu seklinde verilebilir (5).
Cocuklarda goriilme siklig1 yetiskinlere gére daha fazladir. Bunlarin basinda inek
stitii  alerjisi, yumurta alerjisi, findik alerjisi ve bugday alerjisi gelmektedir.

Gidalardaki proteinler ¢ocuklar i¢in dnemli alerjenlerdir (3).

Cocuklarin beslenmesine tohumlarin eklenmesiyle tohum duyarliliginda artig
goriilmektedir. Susam, aycicegi, hashas, keten tohumu, kabak ¢ekirdegi yaygin
olarak tuketilen tohumlardir ve susam alerjik reaksiyonlarindan sorumlu tohumlarin
basinda gelmektedir. Susam Orta Dogu ve Afrika’ya 6zgii bir tohumdur. Geleneksel
olarak tohum ve helva olarak tiiketilirken bat1 iilkelerinde kraker ve ekmeklere sos
olarak da kullanilmaktadir. Susam tohumunda tanimlanmis alerjenler; ses il ve ses i
2 (2S Albumin), ses i 3 (7S Vicilin benzeri Globulin), ses i 4 ve ses i 5 (Oleosin), ses
I 6 ve sesi 7 (11S Globulin), ses i 8 (Profilin)dir. Klinik olarak susam tohumu findik,
Kivi, cavdar tanesi ile ¢capraz reaksiyon gosterebilmektedir.

Haghas Papaveraceae ailesinden bir bitkidir; tibbi, siis bitkisi, tohum ve
tohum yag1 olarak kullanilmaktadir. Haghas alerjisi yaygin goriilmemektedir ancak
klinik tablosunda hafif semptomlardan anafilaksiye kadar uzanan reaksiyonlar

goriilebilmektedir. Hashas tohumu ¢avdar, kivi, susam, findik ayrica karabugday ile



capraz reaktivite gostermektedir (7,8,9,10). Avusturya Viyana’da hashas alerjisi
tanimlanmis 11 hastada 3, 4, 5, 14, 17, 20, 25, 30, 40, 45 kDa protein bantlari

saptanmustir (11).

Bir hastanin sorumlu yiyecege karsi gercek alerjisi olabilecegi gibi, bazi
durumlarda sorumlu yiyecegi sorunsuzca tiiketebilir ancak spesifik 1gE ve deri
testleri pozitif olarak belirlenir. Bu duruma capraz reaksiyon adi verilir (12). Capraz
reaksiyon goOsteren besinlerin ve alakali alerjik semptomlarin taninmasi dogru
teshisin yapi tasidir. Capraz reaktif alerjenler énemlidir ¢linkii klinik olarak anlamli
olmayan pozitif test sonuglarina neden olabilir (13). Poliklonal veya monoklonal
antikorlar tarafindan taninan spesifik antijenleri tanimlamak ig¢in molekiiler biyoloji
ve proteomikte en sik kullanilan yontemlerden biri Western Blot teknigidir. Western
Blot, proteinleri ve proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlarini saptayabilir,
biyolojik numunelerde kantitatif veya yar1 kantitatif veriler saglayabilir. Yaygin
olarak proteinler i¢in kullanilan ¢ok asamali bir yontemdir. Protein ekstraksiyonu
hazirlanmasi ve protein konsantrasyonun Olgilmesi, proteinlerin sodyum dodesil
stilfat (SDS) poliakrilamid jel {izerinde elektroforez ile ayrilmasi, bu ayrilmis
proteinlerin nitroseltl6z veya PVDF membran (izerine immobilizasyonu, spesifik
olmayan proteinlerin membran uzerinde bloke edilmesi, hedef proteinlerin spesifik
primer antikorlar inkiibasyonu, bir enzim veya radyoaktif isaretli sekonder antikor ile
muamelesi, antijen antikor baglanmasini yansitan sinyal tespiti ve ilgilenilen protein
bantlarinin analizi asamalarindan olugmaktadir. Baslangicta bu yontemle hedef
protein hakkinda evet/hayir yaniti saglamasi amacglanmisken gliniimiizde nitel veriler

tiretmekle sinirli kalmamaktadir (14,15,16,17).

Yapilan ¢aligmalar, Sesamum indicum L. (Susam) ve Papaver somniferum L.
(Hashas) besinlerine karsi yiiksek oranda deri prick testi pozitifligi bulundugunu
gostermistir. Klinigimize susam alerjisi ile bagvuran hastalarimizin bir kisminin ayni
zamanda hashas alerjisi de oldugunu belirledik. Bu galismayla susam ve hagshas
alerjisi olan ¢ocuklarda capraz reaksiyon varliginin arastirilmasi, elde edilen verilen
1s1ginda gercgek alerjiye neden olan besinin belirlenmesi ve gereksiz yere besinlerin
diyetten c¢ikarilmasinin 6nlenmesi, ¢ocuklarin iyilestirilerek gelisimleri icin gerekli

besinleri tiikketmelerine yardimc1 olunmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
Alerjen: Alerjik reaksiyonlar1 baslatma yeteneginde olan maddelerdir.

Alerjen Bileseni: immiinglobulin E antikorlarina baglanan alerjenik molekiil.
Dogal alerjen kaynaklarindan c¢ogaltilabilir veya genetik miihendislik teknikleri ile

Uretilebilir.

Alerjen 0zu: Dogal bir alerjenin kaynagindan elde edilen alerjenik ve
alerjenik olmayan molekiillerin karigimindan olusur. Genel olarak proteinler,

glikoproteinler, lipoproteinlerden olusur. IgE yanitina neden olabilir.

Alerji: Klinik semptomlarin varligi ile birlikte alerjene 06zgii IgE

antikorlarinin varhig.
Atopi: Genetik olarak alerjik hastaliklara yatkinlik.
Epitop (B hticre) : Bir antijenin antikora ve B hiicrelerine baglanan kismidir.

IgE Capraz Reaktivitesi: Oldukca benzer veya Ozdes epitop tasimalari
nedeniyle hedef alerjeninkine benzer sekilde epitoplari taniyan ve baglanan IgE

antikorlarmin reaksiyonu.

Izoalerjen: Aminoasit sekanslarmin %67den fazlasini paylasan aym alerjen

tiirlerinden alerjik molekiiller. Capraz reaktivite olasilig1 yiiksektir.

Major alerjen: KIlinik reaksiyonlardan genel olarak sorumlu olan

alerjenlerdir.

Panalerjen: Evrimsel olarak aminoasit dizilerini, yapisini, islevini yiliksek

oranda korumus alerjenler grubunun hepsinde bulunabilen alerjenlerdir.

Polisensitizasyon: ikiden fazla alerjene duyarlilik.



Duyarhhk: Bagisiklik sisteminin alerjen spesifik IgE (retmek Uzere

uyarilmasi.

Istenmeyen gida reaksiyonlarini ilk olarak Tibbin Babasi olarak bilinen
Hippocrates gunimizden 2000 y1l 6nce tanimladi ancak tip camiasi bu reaksiyonlari
aragtirmakta sessiz kaldi. Daha sonra birinci ve ikinci yiizyillarda diger Yunan bilim
insanlar1 inek siitiine karsi reaksiyonlar bildirdiler. ilk anafilaktik reaksiyon 16.
ylzyilda Marcello Donati tarafindan yumurtaya karsi tanimlandi. Daha sonra 17.
Yiizyilda ise Philipp Sachs tarafindan baliga kars1 anafilaktik reaksiyon rapor edildi.
20. yiizyilin baslarinda ise gida alerjileriyle artan egzama dokiintiileri olan birgok
cocuk vaka oldugu bildirildi. 1950 yilindan sonra Loveless gida alerjisi tanisini
koyabilmek ve hasta dykusunin glvenilirligini test etmek icin ilk kez kor, plasebo
kontrollii gida yiikleme yontemini kullandi. Ardindan Goldman ve arkadaslar1 Ug
basarili siit yukleme testi sirasinda semptomlarin yeniden iiretilmesini saglayan bir
tan1 protokolii onerdiler ve inek siitii alerjisinden siiphelenilen 89 bebek hastanin
degerlendirmesinin sonuglarini yayinladirlar. Mayis 1976°da besin alerjisi testi igin
cift kor ve plasebo kontrolli yapilan bir ¢alismada oral provokasyon testlerinin
kullanim1 tanimlandi. Bu protokol gida kaynakli alerjik hastaliklarin teshisinde altin
standart olarak kullanilmaya baslandi (18). Yaklasik yiizy1l 6nce (1906) Cocuk
doktoru ve bilim adami olan Clemens Freiherr Von Pirquet (1874-1929) “alerji”
(Yunancada allos “’bagka ve farkli’’; ergia ise ‘’degisim veya tepki verme
kapasitesi’> anlamina gelmektedir.) terimini kullanan ilk kisidir (19,20). 11k kez 1819
yilinda ‘’Saman nezlesi’’ tanimlandi. 1960'lh yillarda literatiirde anafilaksi, gida,

bdcek ve ilaglara dair ilk vaka bildirileri goruldi (21).

Alerjiler farkli antijen kategorilerine gore; gida, ilag, evigi, evdist vb alerjisi
veya tetikledigi farkli alerjik hastaliklara gore atopik dermatit, alerjik rinit, alerjik
astim vb. seklinde ayrilir. Prevelans degerleri farkli antijen tiirlerinde ve farkli alerjik
hastalik tiirlerinde degisiklik gostermektedir. Bir ¢alismada gida alerjisi i¢in %4-6,
alerjik astim i¢in %4-10, alerjik rinit icin %5-49 olarak prevelans degerleri
bildirilmistir (22). Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki 5 il merkezinde (Ankara,
Manisa, Antalya, Trabzon, Van) 9-11 yas arasi1 ¢ocuklarda yapilan bir arastirmada 70

okuldan 6963 ¢ocugun %35 inin en az 1 alerjik hastalik belirtisi gosterdigi raporlara



kaydedilmistir. Ebeveyn raporlarina gore genel prevelans oranlart hiriltili solunum %
15.8, rinokonjonktuvit % 23.5, egzema % 8.1 olarak tespit edilmistir (23). Antijenle
temas edildiginde (mikroplar, polenler, gidalar, vb.), immiin sistemde bir degisim
meydana gelir. Bu degisim koruyucu veya zararli bir tepkiyle sonuglanabilir.
Koruyucu tepki; kisi antijene karst bagisiklik kazanir, yani o antijene maruz
kaldiktan sonra herhangi bir belirti veya bulgu ortaya cikarmaz. Zararli tepki,
temastan sonra semptomlara neden olur. ilk cevap 'bagisiklik', ikincisi ise 'asiri
duyarhilik' (alerji) olarak isimlendirilir (20). Asir1 duyarlilik reaksiyonlart Coombs ve
Gilbert tarafindan 4 farkli tipte siniflandirilmistir; Tip 1 veya Anafilaktik Yanit, Tip
2 veya Sitotoksik Aracili Yanit, Tip 3 veya immiinokompleks Reaksiyonlar ve Tip 4
veya Gecikmis Yanit. Bunlardan tip 1, tip 2 ,tip 3 24 saat icinde meydana
gelmektedir ve 1gE, 1gM, IgG gibi antikorlar aracilik etmektedir.Tip 4 reaksiyonda

ise T hiicre lenfositleri ve hiicre aracili immiin yanitlart s6z konusudur (24).
2.1. Asir1 Duyarhlik Tepkileri
2.1.1. Tip 1 Asir1 Duyarhhk

Yabanci proteinlere (polen, toz akarlari, hayvan tiiyleri, besinler ve cevresel
proteinler) karst olusturulmus bagisiklik reaksiyonlaridir. Tip 1 reaksiyonlarinda
baslica bazofiller, mast hiicreleri ve immiinglobulin E antikorlari rol oynar. Bu
immunglobulinler (IgE) mast hiicre ve bazofillerdeki FceRI reseptoriine baglanarak
degranulasyona neden olur. Mast hiicre ve bazofillerden enflamatuar molekdlleri

iceren graniiller salinir.
2.1.2. Tip 2 Asir1 Duyarhhk

Viicut hiicrelerinde bulunan ylizey antijenlerine karsi iiretilen 1gG veya
lgM’nin aracilik ettigi hiimoral tepkidir. 1. immiinglobulinler kompleman sistemini
aktive edebilir. 2. Natural Killer hiicreleri aktive ederek fagositozla hicrelerin
lizisine yol acar. 3. Fagositik hiicreler tarafindan IgG ve 1gM’nin Fc fragmanlarinin

taninmasini ve hedef hiicrelerin opsonizasyonunu saglar.



2.1.3. Tip 3 Asir1 Duyarhhk

COzundr antijenlerle reaksiyona giren 1gG ve 1gM antikorlari ile olusan
immin kompleksler aracilik eder. Lokositlerin aktivasyonu ile enflamatuar yanit
olusur. Doku hasari, immiin komplekslerin tetiklendigi immiin etkilerden

kaynaklanmaktadir. Yanit 4-6 saat arasinda ortaya ¢ikar.

2.1.4. Tip 4 Asir1 Duyarhhk

T hiicrelerinin aracilik ettigi gec yanittir. Bir antijene maruz kalindiktan sonra

hafiza T hiicrelerinin iiretilmesiyle sonuglanan T hiicre tepkilerinden olugmaktadir

(22).

Alerjik hastaliklarin en 6nemli mediatorii histamindir. Bu siniflandirmaya
bakilarak besin alerjisinin, bronsiyal astimin, alerjik rinitin, alerjik dermatitin, alerjik
konjonktivitin ve anafilaktik sokun Tip 1 asirt duyarlilik sinifina dahil oldugu
belirlenmistir (25).

2.2. Besin Alerjisi

Besin alerjisi, farkli populasyonlarda farkliliklarla gelisen bir halk sagligi
problemidir. Besin alerjisi tanisinin konmasi igin, belirli bir yiyecege maruziyette
duyarlilik hem de o besin ile karsilagsma ile belli semptomlarin olugsmasi gerekir.
Diinyada en ¢ok alerjik reaksiyonlara neden olan klasik 8 besin grubu arasinda inek
sutl, yumurta, yer fisti§i, agac yemisleri, bugday, soya, balik ile kabuklu deniz
hayvanlar1 yer almaktadir. Ancak besin alerjisinin etiyolojisinin spektrumu, sikligi,
dagilim kiiltiirel, beslenme ve etnik farkliliklara bagli olarak popiilasyonlar arasinda
farklilik gostermektedir. Dogu Akdeniz bolgesinde yasayan 0-2 yas arasi ¢ocuklarda
immunoglobulin E aracili besin alerjisi prevelansini degerlendiren bir ¢alismada en
stk teshis edilen besin alerjileri yumurta aki %75.9, inek siiti %55.7, agac
kuruyemisleri  %31.5, susam %?20.6 olarak belirlenmisir (26). Reaksiyonlar
urtikerden anafilaksi ve olime kadar degisir. Besin alerjileri ¢ocuklarda daha
yaygindir, hayat1 tehdit edici olabilir (27). Amerika Birlesik Devletleri'nde ¢ocuk ve



yetiskinlerin saglik ve beslenme durumlarinin degerlendirildigi “’NHANES”’
(National Health and Nutrition Examination Survey) arastirmasinin sonucuna gore,
cocuklarda 2007°den 2010’a kadar bildirilen besin alerjisi prevelansinin %6,53
oldugu saptanmustir. Atopi ve aile dykist giclu bir risk faktorudir. Alerjisi olan bir
aile iyesine sahip kisilerde, gida alerjisi riskinin %40 arttigi gorilmistiir (28).
Cocuklarda goriilme siklig1 artmaktadir. Genellikle yasamin erken doneminde gelisir
ve ¢ocuklarin %10’unu etkiler. Besin alerjisi reaksiyonlarinin yonetimi ve dnlenmesi
birincil 6neme sahiptir. Suglu alerjenlerden kaginma, gida kaynakli anafilaksi igin

epinefrin kullanimi, gozlem ve daha fazla reaksiyonu onlemek i¢in egitim dnemlidir

(29).

Besin alerjisinde bagisiklik yaniti IgE aracili, IgE aracili olmayan ve her
ikisinin birlikte goriildiigii tablolar seklinde siniflandirilabilir. (Tablo 2.1.) IgE aracili
besin alerjisi, besin alerjisi duyarliligini (bir gida alerjenine kars1 serum spesifik IgE
antikorunun dretilmis olmasi), ikincisi de o yiyecege maruziyetle ilgili belirti ve
semptomlarin gelismesini gerektirir. IgE aracili olmayan besin alerjisinde T hicresi

aracili siirecler baskindir.

Tablo 2.1. Besin alerjisinde bagisiklik yaniti.

BESIN ALERJISI
IgE Aracih IgE Aracii Olmayan Karma Tip
) Gida Proteini Kaynakli
Urtiker, anjiyoddem, rinit, Enterokolit Sendromu )
bronkospazm, oral alerji Gida Proteini Kaynakl Eozinofilik Ozofajit
sendromu, laringospazm, Proktokolit Sendromu
ishal/kusma, anafilaksi Gida Proteini Kaynaklt Eozinofilik Gastroenterit

Enteropatiler

2.2.1. IgE-Aracili Besin Alerjisi

Bagirsaklar dogas1 geregi biiyiikk mukozal yiizeyinin, gida proteinlerinden
komensal bakterilere ve patojenlere kadar siirekli olarak yabanci maddelere karsi
hassas olmasini gerektirir. Mukozal bagisiklik sistemi, patojenik organizmalara,
toksinlere karsi koruyucu tepkiler olusturmak icin ve zararsiz komensal bakterilere,

gida bilesenlerine asir1 tepki vermemek icin gereklidir. Bagirsaklarin fiziksel



Ozellikleri (gastrik asit, sindirim enzimleri, mukozal bitiinlik ve mukus sekresyonu)
yutulan patojenlerin ve gida proteinlerinin penetrasyonunu azaltir. Dogustan gelen
bagisiklik sistemi, (dogal immiinite, innate immunity) bircok patojende ortak olan
molekdlleri hedefler. Uyarlanabilir bagisiklik sistemi ise, lenfositler, sitokinler,
salgilanan IgA ve Gut iliskili Lenfoid Doku aracilig1 ile spesifik proteinlere kars:
tolerans yaniti veya zararli tepki yamiti gelistirir. Bu immin eksklizyon,
gastrointestinal sistemden alinan potansiyel alerjenik protein miktarini en aza indirir.
Bu protein yiikiiniin, 6zellikle erken yaslarda, mide-bagirsak bagisiklik sistemi ile
etkilesimi, gelecekte tek tek proteinlere yanitin belirlenmesinde Onemlidir.
Faktorlerin karsilikli etkilesimi, mukozal IgA sekresyon cevabinin mi, sistemik bir
bagisiklik yanitinin m1 yoksa yeniden maruziyet sonucu lokal ve sistemik tolerans m1

olacagina karar verir.

IgE aracili besin alerjisi, aslinda parazitlerin hedeflenmesinde etkili olan
adaptif bir bagisiklik yanitinin, gida proteinlerine karst yanit verilmesiyle ortaya
cikar. Gida antijenleri, antijen sunan hicreler tarafindan alinir ve yardimci T
hiicrelerine sunulur. Sitokin salinimi, baskin bir TH1 veya TH2 tepkisi olup
olmadigini belirler. TH1 cevabu, hiicre i¢1 bakteriye ve protozoaya karsi etkili hiicre
aracili yanittir. Buna karsilik TH2 cevabi, IgE iireten B hiicreleri ile birlikte
eozinofillerin, bazofillerin ve mast hiicrelerinin uyarilmasi ile parazitleri hedefler.
Besin proteinleri bir TH2 baskin yanitin1 uygunsuz bir sekilde tetiklediginde, sonug

Tip 1 hipersensitivite ve IgE aracili besin alerjisidir.

Besin alerjisi belirtileri genellikle tetikleyici gidaya maruz kalindiginda
ortaya cikar ve yanitin IgE aracili bir yanit olarak siniflandirilabilmesi igin 2 saat
icinde gerceklesmelidir. Deri prick testi ve gidaya ozgii spesifik IgE antikor
seviyeleri 6lculerek tespit edilir (27).

Immiinglobulin E aracili besin alerjisinde 3 6nemli mekanizma
bulunmaktadir: 1- Oral Tolerans, 2- Gida alerjenlerine duyarlilasma, 3- Gida

alerjenlerine anafilaktik reaktivite.



Oral Tolerans

Immiin sistemin besinlerle alinan ve normal florada bulunan ¢ok sayidaki
antijene kars1 yanitsiz kalmasina denilmektedir. Bu yanitsizlik durumu oral yolla

alinan antijenin yok edilmesiyle ya da hiicresel baskilanmasiyla olusmaktadir.

Oral toleransin saglanmasindan sorumlu baslica hiicreler barsaklarda bulunan
barsak epitelyum hicreleri, dendritik hicreler ve T regulator (Tr) htcrelerdir.
Intestinal immiiniteden sorumlu T hiicreler; interlkin 10 (1L-10) sentezleyen CD4+
Trl hicreler, ‘Transforming Growth Factor’ (TGF- B) sentezleyen CD4+ T yardimci
(Th) hucreler, CD8+ supresor T hicreler, CD4+CD25+ Tr hiicreler, ve gama delta T
hiicrelerden olugmaktadir. Non-enflamatuar peyer plaklart ile lamina propriadaki
dendritik htcrelerden 1L-10 ve IL-4 sentezlenmesi, ortamda toleransinin
saglanmasinda rol oynar. Ortamda TGF-f bulundugu takdirde epitelin bariyer

etkinligi gliclenmektedir (30).

Besin Alerjenlerine Duyarlanma

Alerjik yanut, ilk olarak duyarlanma ile baslar. “Duyarlanma” yatkinlig1 olan
kisilerde allerjenin deri yolu, inhalasyon, oral veya enjeksiyon yolu ile viicuda
alinmasi ile baglamaktadir. Dendritik hiicreler, alerjenle karsilastiktan sonra islemis
olduklar1 antijeni kKuclk peptitlere cevirip T hicrelerine sunarlar ve lenf nodlarina
goc ederler (31). Naif T hicreler, Th2 sitokinleri (6zellikle IL-4 ve IL-13) agisindan
zengin bir ortam varliginda aktive olur ve Th2 hiicrelere farklilagirlar. Alerjene 6zgu
T hiicrelerinin, B hiicreleriyle temas: sonucu ve salgiladiklar1 IL-4 ve [L-13
sitokinleri araciligtyla lenf nodunda IgE iiretimi saglanir (32). B hiicreleri tarafindan
iretilip salgilanan IgE antikorlari, dokuda bulunan mast hiicre veya periferal kan
bazofilleri iizerindeki yiiksek afiniteli “’FceRI’’ reseptorlerine baglanir (33).
Alerjenle yeniden temas sonucu ise alerjik yanitta ikinci asama baglar. Duyarlilagmis
kisi, antijenle veya benzer yapida baska bir allerjenle karsilasma halinde, bazofil ve
mast hiicrelerinin yiizeyindeki FceRI reseptoriine (ylizeyindeki yiksek afiniteli IgE
reseptorii) bagli 6zgiil 1gE molekiiliine baglanir. FceRI reseptorlerinin molekiiler

kopriilesmesi neticesinde hiicrelerin aktivasyonu gerceklesir ve bu hiicrelerden
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histamin, sitokinler ve diger inflamatuvar mediatorlerin salinmasina neden olur (34).
Salgilanan maddeler sinir ug¢larini uyarir, kan damarlarin1 genisletir, bronsiyal diiz
kaslarin kasilmasina yol agar ve reaksiyon bolgesine inflamatuar hiicreler ¢eker.
Bunu kasinti, eritem, sekretuar akinti veya konjunktiva ve goz kapagi sismesi gibi
klinik semptomlar izler (25). Astim, egzama, alerjik rinit ve besin alerjisi tipik olarak
alerjik hastaliklar olarak kabul edilir (35).

Besin Alerjenlerine Anafilaktik Reaktivite

Gida alerjisi reaktivitesinin aywrt edici bir 0zelligi olan anafilaksi
mekanizmalar1 bifaziktir. Alerjene maruziyetten hemen sonra akut bir reaksiyon,
birka¢ saat sonra ise gec¢ faz reaksiyonu meydana gelir. Akut reaksiyon sirasinda
ortaya ¢ikan semptomlar 6nceden olusturulmus aracilarin salinmasina baglidir. Geg
faz reaksiyonu enflamatuar hiicrelerin bir dizi akigini igerir. (Sekil 2.1.) Klinik olarak

akut ve gec¢ faz reaksiyonlari bazi hastalarda farklilik gosterebilmektedir.
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Sekil 2.1. Akut ve ge¢ faz reaksiyonlari. histamin, trombosit aktive edici faktor
(PAF), 5-hidroksitriptamin (5HT;serotonin) (30).

2.2.2. Non-1gE Aracili Besin Alerjisi
IgE aracili olmayan besin allerjilerinin immiinopatolojik mekanizmalari

konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Siipheli besinin tiikketiminden birkag saat

sonra olusan klinik semptomlar Tip 4 hiicre aracilikli hipersensitivite reaksiyonlari
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ile olugmaktadir. Eozinofilik 0zefajit ve eozinofilik gastroenteropatilerde T hiicre
aracilikli enflamasyon yaninda tutulan dokuda yogun eozinofil enfiltrasyonu vardir
(36). Ug ana klinik 6gesi vardir. Bunlar, Gida Proteine Bagli Enterokolit Sendromu
(FPIES), Gida Proteine Bagli Proktokolit (FPIP) ve Gida Proteine Bagh

Enteropatilerdir. Cogu zaman ¢ocukluk ile sinirlidir.

Gida Proteini Kaynakh Enterokolit Sendromu

Gidaya kars1 belirgin bir immiin yanit meydana getiren nadir besin alerjisidir.
Sadece gastrointestinal semptomlara (ishalli veya ishalsiz kusma) neden olur.
FPIES'deki test sonuglari metabolik asidoz, notrofil ve trombositoz gdsterebilir. Tan1
kliniktir, ancak kan, eozinofiller, lenfositler veya diskida artmis indirgeyici

maddelerin varlig1 destekleyicidir.

Gida Proteini Kaynaklh Proktokolit

Yeni doganlarin diskisinda kan ve mukus goriilmesi ile ilgili bir durumudur.
Inek siitii proteini en yaygmn sorumludur. Tani, diger sistemik semptomlar yoksa

rektal kanamanin varligina dayanur.

Gida Proteini Kaynakl Enteropatiler

Ik olarak 1960'larda inek siitiiyle iligkili malabsorbsiyon olan bir bebek
grubunun tanimlanmasindan sonra aciklanmistir. Bu bebeklerde yasamin ilk
aylarinda kronik diyare, steatore ve zayif kilo artis1 gelisir. En yaygin tetikleyiciler
inek siitii ve soyadir. Ince bagirsakta, spesifik olmayan villoz atrofi ve lenfositik

infiltrasyon ile bir T-hiicresi aracili immiin tepkiyi olusturur.

2.2.3. Miks IgE ve Non-lgE-Aracili Besin Alerjisi

Eozinofilik 6zofajit (EO) ve Eozinofilik gastroenterit (EG) icerir. Eozinofilik
bozukluklar EO ve EG'de, gida alerjisinin patojenezinde rol oynadigina dair kanitlar

goriilmiistiir.
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Eozinofilik Ozofajit

Hem c¢ocuk hem de yetiskinleri etkileyen 6zofagusun giderek artan sekilde
inflamasyonu ile gelisen kronik inflamatuar bir durumudur. Eozinofilik 6zofajit ve
astim, alerjik rinit ve egzama gibi atopik hastaliklar arasinda giiglii bir iliski vardir.
Periferik eozinofili yaygindir. EO'lu hastalar genellikle gida alerjisi Oykiisiine

sahiptir.

Eozinofilik Gastroenterit

Atopi ve eliminasyon diyetlerine verilen yanit eozinofilik gastroenterit ve
besin alerjisi iliskisinin kaniti olarak goriilmektedir. Eozinofilik gastroenteritli
hastalarin ¢ogunda atopi, periferik eozinofili ve total serum IgE bulunur. Nadir

goruldr, kortikosteroid ilaclarla tedavi edilir (27).

2.3. Antijen — Antikor Yapisi

Bagisiklik tepkisini baglatabilen ve antikorlara baglanma yetenegi olan
molekiillere antijen ya da immiinojen adi verilir. Bir maddenin yabancilik 6zelligi
gostermesi, molekiil biiyiikliigiiniin ne oldugu, kimyasal karmagikligi, molekilln
yapisal sertligi, ¢Oziiniilebilirligi, emilimi, elektrik yiikii, canlilarin genetik yapisi,
antijenin dozu, organizmaya verilis veya giris yolu, adjuvan madde varlig1 antijenik
Ozellige sahip olmasi agisindan 6nemlidir. Antikorlar, antijenlere spesifik olarak
baglanabilirler ve bagisiklik sisteminin diger bilesenlerini aktive edebilirler. Antijen
ile bir antikor arasindaki iliski antijen iizerindeki baglanma bdlgesi - epitop ve
antikor tizerindeki baglanma bolgesi arasindaki kovalet olmayan etkilesimlerin
olugmasiyla baslamaktadir. Antikorun temel yapisi 4 zincirden olusur: 2 es agir
zincir (VH), 2 es hafif zincir (VL). Agir zincir ve hafif zincirler iizerinde degisken V
“’Variable’’, ve sabit C “’Constant’’ bolgeler bulunur. (Sekil 2.2.) Zincirler arast bag
sayilar1 farkli olabilmekle birlikte hafif ve agir zincirler ve iki agir zincir distlfit
baglar1 ve kovalent olmayan baglarla birbirlerine baghdir. Antikorun Y gibi oldugu
bolgeye mentese bolgesi denir. Mentese bolgesiyle antikor esneklik kazanr.

Degisken bolge antijeni tantyan ve yiiksek polimorfizme sahip CDR boélgelerinden
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olusur. Immiinglobulinler, papainle muamele sonucu mentese bdlgesinden kirilir. Iki
Fab 1 Fc domainine ayrilir. Fab antijen baglayan bolge, Fc efektor uctur. Antikorlar
agir zincirdeki polipeptik yapisina gore 1gG (gama), IgA (alfa), IgM (mii), 1gD
(delta), IgE (epsilon) olarak adlandirilirlar (37).

Sekil 2.2. Bir antikor molekiiliiniin yapist.

2.4. Alerjenlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Latince ismine gore adlandirilma yapilir. Ik 3 harf cinsini belirtir. Bulunus
sirasina gore numara verilir. Ornek : Ev tozu akar1 Dermatophagoides pteronyssinus
alerjen; Der p 1 ve Hus agaci (Birch) poleni antijeni Latince ismi Betulaverrucosa;

Betv 1.

Alerjenik molekiillerin yap1 ve islevlerine goére farkli protein ailelerinde
siniflandirtlirlar. (Sekil 2.2.) Bu siniflandirilmayla lokal veya sistemik reaksiyonlarin
gelisme olasiligr tahmin edilebilir. Ayni zamanda ayni protein ailesi i¢indekiler
beklenen semptomlarin siddeti agisindan pH stabilitesi ve sicaklik agisindan benzer

Ozellikler gosterirler.
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Tablo 2.2. En yaygin protein ailelerinin temel 6zellikleri.

Protein Ailesi Ozellikleri
Lipocalin Hayvansal kdkenli kararli proteinler ve énemli alerjenlerdir.
nsLTP  (Spesifik Olmayan | Isiya ve sindirime dayanikli proteinler olarak bilinirler. Bu

Lipid Transfer Protein)

yiizden pismis gidalarda da reaksiyon gelisir. Lipitleri hiicre
zarlarindan  gegiren spesifik olmayan lipit transfer
proteinleridir. Genellikle Oral Alerji Sendromu, ayrica
sistemik reaksiyonlarla iligkilidir.

Parvalbumin

Balikta bulunan major alerjendir. Isiya ve sindirime kars
direng gosterirler. Pigmis gidalarda reaksiyona neden
olurlar.

Polcalsin (kalsiyuma baglanan
proteinler)

Farkli polen tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyon igin belirtegtir.

PR-10 Benzeri Protein

Istya ve proteazlara duyarhdir. Oral Alerji Sendromu gibi
lokal semptomlarla alakalidir.

Profilin

Istya ve sindirime duyarlidir. Polen alerjik hastalarda yaygin
bulunur. Klinik semptomlar nadirdir ancak lokal ve ciddi
reaksiyonlar meydana gelebilir.

Serum Albumin

Istya ve sindirime olduk¢a hassastir. Hayvanlarin farkli
biyolojik sivilarinda (tlikiiriik, siit) ve yerlerinde (et)
bulunur. Farkli tiirlerin serum albuminleri arasinda ¢apraz
reaksiyon gosterebilir.

Tropomiyosin

Kas liflerinde aktin baglayict proteinlerdir. Isiya ve
sindirime direnclidir. Oral.Alerji.Sendromu’na ilaveten daha
siddetli sistemik reaksiyonlara yol acarlar.

o))

Iki

tir besin alerjeni

vardir. Birinci smif gida alerjenleri birincil

sensitizorlerdir. Suda ¢oziinilir glikoproteinlerdir. Isi, asit ve proteazlara karsi

dayanikhidirlar. (Tablo 2.3.)

Tablo 2.3. Sinif 1 gida alerjenlerinden Grnekler.

- - Kazeinler (a,b,k), alfa-laktoalbumin, betalaktoglobulin,
Inek st !
serumalbumin
Tavuk yumurtasi Ovomucoid, ovalbumin, ovotransferrin
Fistik Vicilin, conglutin, glisin
Soya fasilyesi Glisin, profilin, tripsin inhibitor
Karides Tropomiyozin
Balik Parvalbumins
Meyveler ve sebzeler | Lipit transfer proteinleri (LTPs)

Smif 2 gida alerjenleri genellikle bitki kaynakli proteinlerle capraz reaktiftir.

Capraz reaktivite yaygin olarak oral alerji sendromu veya lateks-meyve sendromu ile

sonuglanir. Bunlar yiiksek 1siya dayaniksiz ve izolasyonu gugtir. (Tablo 2.4.)
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Tablo 2.4. Sinif 2 gida alerjenlerinin Srnekleri.

Patojen iligkili protein 2 grubu

o ’s Kestane, avokado, muz, latex, incir
Glukanaz

Patojen iliskili protein 3 grubu “’Kitinaz’’ | Lateks (Hev b6), avokado

Patojen iliskili protein 5 grubu

) . Kivi, elma, kiraz
“’Taumatin benzeri

Hus agac1 vl homologlar1 ’Patojen Findik, kayisi, kiraz, seftali, armut, havug,
iliskili proteinler 10’ kereviz, maydanoz, elma
Hus agac1 Bet v2 homologlar1 Profilin Lateks, kereviz, patates, armut, fistik, soya

Bir besin alerjeni ham haldeyken alerjiye neden olabilirken, iyi pistiginde

olmayabilir. Gida isleme, besinlerin alerjen durumunu (epitopu) degistirebilir (38).

Capraz reaksiyon, bir IgE antikorunun, homolog alerjen yapilarina
konformasyonel epitoplara (yani yapisal benzerliklere) baglanmasina dayanir. Bu
gibi yapilar benzer islevlere sahip proteinler arasinda korunabilir. Baz1 capraz
reaktivitelerde birincil sensitizor bilinmektedir (Bet v 1 homologlari gibi), thaumatin
benzeri proteinlerin neden oldugu diger capraz reaktiviteler icin daha az bilgi
mevcuttur. Alerjenik epitoplart paylasan alerjenlerin ornekleri, pan alerjen aileleri
PR10, profilinler, glukanazlar ve tropomiyosinlerdir. Capraz reaksiyonlar ayni
zamanda, kararli gida proteinlerinin (6rnegin, findik ve diger kabuklu yemislerde, yer
fistig1 ve diger baklagillerde, inek ve keg¢i siitiinde, morina balig1 ve diger balik
tiirlerinde) neden oldugu birincil gida alerjisinde de sik olarak goriiliir. Besin
alerjisinden siipheleniliyorsa, capraz reaktiviteye yol agan inhalan alerjenlere karsi

duyarlilik konusunda bilgi sahibi olmak ¢ok faydalidir. (Tablo 2.5)
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Tablo 2.5. Capraz reaksiyonlara bagli yaygin ve nadir besin alerjileri.

Inhalan Alerjen Gida Alerjeni

Gidalara kars1 ortak capraz reaksiyonlar

- . Soya, yer fistigi, patates, kivi, havug, elma,
Agag Poleni nektari, seftali, findik, kereviz, visne

Gidalara daha az ortak capraz reaksiyonlar

Aygicegi tohumu, liziim, seftali, baharatlar,
kereviz, mango, havug

Ananas, avokado, muz, patates, domates,

Pelin otu poleni

Dogal lateks kestane, kivi

Gidalara nadir ¢apraz reaksiyonlar

Ficus benjamina Incir

Kus alerjenleri Kiimes hayvanlari, yumurta
Ev tozu akarlar Kabuklu deniz hayvanlar1 ve yumusakgalar
Cinar / seftali Kayisi, erik, elma, marul
Hayvan epidermisi Inek siitii, et

Gidalara karst  kanitlanmamis  ¢apraz

reaksiyonlar

Artemisia ve Ambrosia poleni Kavun, kabak, salatalik, muz
Cimen ve tahil poleni Un, kepek, bakliyat

(39)

Alerjenin viicuda alinig yolu, karsilagilan allerjen dozu, alerjen ile ayni anda
karsilagilan ¢evresel mikroorganizmalarin varlig1 ve kisinin genetik yapisi ise alerjik

reaksiyonun siddetini belirlemektedir.

Capraz reaksiyon, hangi antijenlerin immun sistem (zerinde benzer etkiler
yarattigini belirlemek icin yapilan bir yontemdir. Ozgiinliigiin molekdler etkenleri ve
capraz  reaksiyon, antijenik  varyasyonlarin  dogasini  ve  varyantlarin
populasyonlardaki dagilimini sekillendiren segici siiregleri agiklamaktadir (40). IgE
aracilt besin alerjilerinin 6nemli bir kismi besin ve inhalan alerjenlerinde bulunan
capraz reaktiflere duyarliliktan kaynaklanmaktadir. (Tablo 2.6.) Sekonder besin
alerjenlerinin Kklinik gérinimlerinde heterojenlik gorilebilmektedir ve teshisi ciddi
sekilde olumsuz etkileyebilir. Pozitif deri prick testi ve/veya spesifik IgE sonucu her
zaman gercek alerjiyi yansitmayabilir, klinik olarak anlamli olmayan duyarlilig:
gosteriyor olabilir. Oral provokasyon testinin sonucu Klinik igin 6ngoriicii degere
sahiptir (41).
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Tablo 2.6. Besin alerjeni gapraz reaktiviteleri.

Primer alerjen Capraz reaktiviteleri

Inek sutl Kegi siitii %90, sigir eti %10

Tavuk yumurtasi Hindi, 6rdek, kaz yumurtalari

Soya Diger baklagillerle capraz reaksiyon nadir goriiliir.
Yer fistig Diger baklagiller genellikle iyi tolere edilir.

Bahk Tiirler arasi belirgin capraz reaktivite

Kabuklu agac yemisleri Diger kabuklu agac¢ yemisleri ile yliksek capraz reaktivite
Kabuklular arasinda belirgin ¢apraz reaktivite vardir.

Kabuklu deniz trunleri Yumusakgalar arasinda ¢apraz reaktivite kabuklular kadar
1yl tamimlanmamustir.
Bugday Nadir
@7)
2.5. Susam

Susam (Sesamum indicum L.), Pedaliaceae ailesinden bir bitkidir (42).
Hindistan, Cin, Kore, Rusya, Tiirkiye, Meksika, Giiney Amerika ve Afrika'nin birgok
tilkesinde yetistirilen onemli bir yagli tohumdur. Susam tohumlar1 yag, protein,
doymamis yag asitleri, vitaminler, mineraller ve folik asit a¢isindan zengindir. Diinya
susaminin yaklasik %70'1 yag ve yemek olarak islenirken, geri kalani gida ve

sekerleme endiistrilerinde kullanilir (43).

%50-55 oraninda yag (palimitk asit, stearik asit, oleik asit, linolik asit,

lineleik asit), %20 protein (aminoasitler; arg, his, leu, lys, met, phe, thr, trp, ile),

%14-20 karbonhidrat,

%2-3 lif icerir.

100 grami 565 kcal=2390 kJ enerji saglar ve yaklagik 5,3 gram mineral
(sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, demir, selenyum, bakir, fosfor) igerir.
Total protein miktarinin %60-70 kadar1 11S Globulinden yaklasik %25’i ise 2S
Albuminden olusmaktadir (44,45). Anti-aterosklerotik olmasinin disinda, plazma
lipidlerini azaltmak, anti-enflamatuar, hiperglisemi diistirilmesi, yiiksek kan
basincini azaltmak plazma lipid profilini gelistirmek ve oksidatif stresi azaltmak gibi

faydalar1 bulunur (46).
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Susam tohumlari 3 renkte (siyah, beyaz, kahverengi) bulunmakta olup protein
miktart niceliksel farkliliklar olmasina ragmen (beyaz tohum, siyah tohuma gore
daha fazla proteine sahiptir.) 3 c¢esidin de alerjik reaksiyonlara neden oldugu
bilinmektedir. Susam alerjenleri kimyasal yapilarina gore 2 kategoriye ayrilmaktadir.
Birincisi, genis molekiiler kiitleye sahip (7-78 kDa) proteinler veya glikoproteinler;
ikincisi, susam yagindaki lignin benzeri (sesamin, sesamol, sesamolin) molekiillerdir.

(Sekil 2.4.)

STy

Sesamol
0 04 ©
O
Sesamolin O >

Sekil 2.3. Susam yagindaki lignin benzeri yapilarin kimyasal sekilleri. (47)

Susam alerjisi en yaygin tohum alerjisidir. Farkli popiilasyonlarin degisik
beslenme aligkanliklar1 nedeniyle susam alerjisi goriilme sikliginda farkliliklar
vardir. Yasamin erken doneminde baglar (genellikle 2 yas). Klinik belirtiler;
mukokutandz, solunumsal ve gastrointestinal hastaliklardan yasami tehdit eden

sistemik anafilaksiye kadar uzanir (48).

Susam besini alerjisinin prevalansi, son yillarda artmistir ve morbiditeyi
etkilemektedir (49). Fransa’da 1993-1997 yillar1 arasinda besin alerjisi iliskili
anafilaksi geciren 80 vakanin %5’i, Fransa Nancy ve Toulouse’de besin
provokasyonu ile tanis1 yapilmis 544 besin alerjisi olan cocugun %0,9°u, 1994-1996

yillar1 arasinda Isveg’de besin aracili anafilaksi geciren 61 vakanin %4.9°u, ABD
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Manchester 1994-1996 yillan arasinda besin alerjisi kaynakli anafilaksi geciren 90
hastanin %2,2’si susam alerjisi olarak bildirilmistir (11). Capraz reaksiyona giren
alerjenler susam duyarliliginda rol oynayabilir, yanlis pozitif susam IgE sonuglar

verebilir ve yanlis tanilara neden olabilir (50).

Son yillarda tanimlanan birkag susam tohumu alerjenleri: Ses i 1 (9 kDa), Ses
I 2 (7 kDa), Ses i 3 (45 kDa), Ses i 4 (17 kDa), Ses i 5 (15 kDa), Ses i 6 (52 kDa), Ses
i 7 (57 kDa). Bunlardan Ses i 1 ve Ses i 2 diisitk molekiil agirliga sahip 2S Albumin
proteinleridir. iki oleosin Ses i 4 ve Ses i 5 Fransiz popiilasyonunda tanimlanmistir
(51,52).

2.6. Hashas

Hashas (Papaver somniferum L.) Papaveraceae ailesinden bir bitkidir. Bilinen
en eski sifali bitkilerden biridir ve Hindistan, Iran, Tiirkiye, Hollanda, Polonya,
Romanya, Cekoslovakya, Yugoslavya, Kanada'da biiyiik g¢apta yetistirilmektedir
(53). Yenilebilir tohumu igin yetistirilen eski bir tibbi bitkidir. Ayrica, morfin,
thebain, kodein dahil olmak {izere 6nemli farmasotik ilaglarin kaynagidir (54).
Haghas tohumu alerjik tip I duyarlilik raporlar1 nadirdir. Literatiire gore, agirlikli
olarak polen veya kabuklu aga¢ yemisleri alerjisi olan hastalar1 etkileyen ciddi
reaksiyonlar meydana gelebilir. Haghas tohumu solundugunda eritem ve anjioddem,
konjonktivit ve dispne gelisebilir (55). Avusturya Viyana’da hashas alerjisi
tammmlanmis 11 hastada 3 kDa, 4 kDa, 5 kDa, 14 kDa, 17 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 30
kDa, 40 kDa, 45 kDa protein bantlar1 saptanmigtir (56).

Hashas tohumu ve diger gida alerjenleri arasindaki capraz duyarliliklar
susam, findik, ¢avdar tanesi, kivi meyvesi ile tanimlanmistir (57). Hashas tohumunda
molekiil kiitlesi 45 kDa olan 1gE bagli glikoprotein major alerjen olarak bildirilmistir.
100 graminda yaklasik 20,2 gram protein (aminoasit; Arg, His, lle, Leu, Lys, Met,
Phe, Thr, Trp, Tyr, Val), yaklasik 42,2 gram yag, 4,2 gram karbonhidrat, 6,8 gram
mineral (sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, manganez, demir, bakir, ¢inko,

fosfor) bulunmaktadir (56).
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1 hastada hashas tohumu ekstresi ile 10 ve 12 kDa susam tohumu
alerjenlerine ve susam tohumu ekstresi ile 12 kDa hashas tohumu alerjenine IgE

aracili inhibisyonu bildirilmistir (45).

2.7. Besin Alerjisi Tanis1

Hasta ve yakininin yeterli objektif dykiisii, anamnez tanida kuvvetli bir arag
olabilmektedir. Spesifik IgE Ol¢limleri ve besin alerjenleri ile yapilan deri testleri
besine karst duyarlilik olup olmadigim1 gostermektedir. IgE aracilikli besin
alerjisinde, duyarlilik yaninda besin tuketimi sonrasinda semptomlarin gorilmesi,
taniy1 giiclendirmektedir. HUcresel immiin yanita bagli olarak gelisen besin
allerjilerinde ise spesifik IgE ve deri testleri sonucu negatif olmaktadir. Hasta
Oykiisiinde besin tiikketimi ile semptomlarin ortaya ¢ikisi, baz1 olgularda pozitif atopi
yama testi ve eozinofilik gastroenteropatilerde doku o6rneklerinde eozinofil
infiltrasyonu hiicre aracili besin allerjisini destekler. Ancak besin provokasyon

testleri tiim besin alerjilerinde altin standart tan1 yontemi olarak bilinmektedir.

2.7.1. In vitro Tan1 Yontemleri

Besin Spesifik IgE Ol¢iimii

Allerji tanisinda In vitro testler siklikla kullanilmaktadir. Bilhassa erken
cocukluk déneminde ve antihistamin grubu ilag¢ kullanan veya ciddi atopik dermatitli
hastalarda deri testleri yerine tercih edilmektedir. Besin spesifik IgE dizeylerinin
“’pozitif”’ olmast duyarlilig1 gostermekle birlikte deri prik testlerinde oldugu gibi tani

koymada klinik korelasyon gerektirmektedir.

Total Serum IgE Olgiimii

Besin allerjisi olan cocuklarda genellikle total serum IgE duzeyi 6lcumi
gerekmezken ancak atopik dermatitli ¢ocuklarda faydali bir test olabilmektedir.

Atopik dermatitli hastalarda total serum IgE diizeyleri yiiksek olabilmekte ve ayrica
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bu hastalarda her tiirlii aeroallerjen veya besin allerjenlerine karsi gergek allerji

olmasa da sensitizasyona bagli pozitiflik gortilebilmektedir.

Bilesene (Komponente) Dayah Tam

Besin maddelerinde bulunan farkli proteinlere karsi gelismis IgE
antikorlarinin miktar1 spesifik IgE testleri ile total olarak 6lgiiliir. Bilesene dayali tan1
(BDT) ise besinlerdeki farkli proteinleri bilesenlerine ayirarak her bir protein
grubuna baglanan spesifik IgE antikor seviyesinin ayr1 ayr1 6l¢llmesine imkan
saglar. Bilesene dayali tani ile sIgE Olclimii, alerjen duyarliliginin molekiiler
analizinde bizi bir basamak ileri gotiirmektedir. Hastanin besin ile karsilastiginda
allerjik reaksiyon olugma riskini Ongdrmede, besin bilesenine spesifik IgE’lerin
besine spesifik IgE’den daha degerli olabilecekleri diisliniilmektedir. Besin
provakasyon (ylikleme) testleri dogas1 geregi riskli olabilmektedir ve bilesen spesifik
IgE Olglimiiniin besin provokasyon testi ihtiyacini ortadan kaldirabilecegi veya
azaltabilecegi ongoriilmektedir. Minor alerjenlere duyarlilik s6z konusu ise standart
ekstrelerde bulunmayan ya da yeterli dizeyde olmayan bu allerjenler ile BDT
duyarliligr arttirir. Klinik reaksiyonun siddeti veya reaksiyon riski veya diger klinik
bulgular ile iliskili oldugunda BDT yontemlerinin 6zgilinliigii yiikselir. Allerjenik
komponentlerin tek tek ol¢iildiigii FDA onayl kantitatif sonu¢ veren 2 ayr1 ELISA
yontemi bulunmaktadir. Bilesene dayali tani yontemleri diger testler gibi besin
alerjisine duyarlilik gelistigini belirtir, direkt olarak klinik reaksiyonu gostermez. Bu

nedenle sonuglar klinikle birlikte ve dikkatli yorumlanmalidir.

2.7.2. In vivo Tam Testleri

Deri Testleri

Deri prik testleri (DPT), alerjik hastaliklarin tanisinda en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Basit olmasi, hizli sonug vermesi, yliksek sensitivite ve diisiik
maliyetli olmas1 avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Deri prik testinde kullanilacak
allerjenlerin secilmesi ve sayist hikayeye uygun olmalidir. Deri {istiine besin

allerjeni damlatildiktan sonra tek kullanimlik bir lanset yardimiyla allerjenin
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epidermal tabakaya ulasmasi saglanir. Odem plaginin ortalama cap1 dlgiiliir. Negatif
kontrole ait 6dem c¢ap1 ¢ikarildiktan sonra besin allerjeninin yol agtig1 6dem ¢ap1 3
mm’den biiyiikse, test sonucu “’pozitif’’ kabul edilir. Odem capr arttik¢a, hastanin o

besine reaksiyon verme olasiligi da artmaktadir.

Alerjik Besinin Diyetten Uzaklastirilmasi

Allerjik reaksiyonlara yol agan besinin diyetten ¢ikarilmasiyla semptomlarin
azalmasi, siiphe edilen besinin bu reaksiyonda rol oynadigi diisiincesini
kuvvetlendirir. Semptomlarin siddetine gore siipheli besin diyetten en az 1-6 hafta
kadar sireyle uzaklagtirilmahidir. Biiylime g¢agindaki ¢ocuklarda mutlak alinmasi
gereken besinler diyetten uzaklastirildiginda besin destegi i¢in diyetisyenden yardim
alinmalidir. Eliminasyon diyetinden sonra remisyonun saglanmasi ve reaksiyonlarin
azalmasi besin allerjisi tanist koymak i¢in yeterli goriillmemektedir. Kesin tani icin
oral besin ytkleme “challenge” testleri yapilmalidir; besin alerjilerinde altin standart

tan1 yontemi olarak bilinmektedir.

Besin Provokasyon Testleri

Besin allerjisi tanis1 igin pozitif deri prik testi ve/veya besin spesifik IgE
antikorlarin varhigi yeterli goriillmemektedir. Clnkd iki test de herhangi bir besine
kars1 sadece sensitizasyonu gosteriyor olabilir. St ve yumurta gibi besin alerjileri
yasa bagl olarak kaybolabilir, besin provokasyon testleri sayesinde besin alerjisinin
seyri izlenebilir. IgE aracili olmayan besin allerjisinde besin spesifik IgE tanida
yararli olmadigindan tek kesin tan1 yontemi oral besin provokasyon testidir. Ozellikle
IgE aracilikl1 besin allerjilerinde, agir atopik dermatitte ve enterokolit sendromunda
oral besin provakasyon (yiikleme, “challenge”) testleri sirasinda agir reaksiyonlarin
gelisebilme riski vardir. Bu nedenle IgE aracili besin alerjisi siiphesinde besin
“challenge” testleri kesinlikle evde yapilmamalidir. Allerji uzmani1 gdzetiminde ve
ortaya c¢ikabilecek reaksiyonlara Onlemler alinarak mutlaka hastanede
gerceklestirilmelidir. Besin provokasyon testleri agik, kapali ve plasebo kontrolli
olarak uygulanabilmekte olup en ideal sekli ¢ift kor ve plasebo kontrolli besin
provokasyon testleridir (58,59,60,61).
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2.8. Western Blot

Western Blot, proteinlerin yani sira proteinler {izerindeki translasyon sonrasi
modifikasyonlarin tanimlanmasini ve karakterizasyonunu saglayan Onemli bir
yontemdir. Ik kez 1979 yilinda Towbin ve arkadaslari tarafindan kullanilan bu
yontemde hedef protein hakkinda kantitatif veya yar1 kantitatif veriler elde edilebilir.
Sodyum dodesil stlfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinler
aynistirilir ve elektroforetik olarak nitroseliiloz veya poliviniliden floriir (PVDF)
membrana aktarilir. Ardindan ilgilenilen proteinin gorsellestirilebilmesi ig¢in
isaretlenmis Ozel bir antikorla inkiibe edilir. Baglanmayan antikorlar yikama
islemiyle uzaklastirilir. Goriinlir bantin kalinlig1 var olan proteinin miktariyla ilgilidir

(62,63,64,65).
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Sekil 2.4. Western blot yonteminin sematik gosterimi. (61)

Proteinlerin jelden membrana transferi jelin yapisina, transfer edilen
proteinlerin molekiiler kiitlesine ve kullanilan membrana bagl olarak degismektedir.
Nitroseliiloz ve PVDF (poliviniliden difloriir) proteinleri tutmak i¢in basariyla
kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan nitroseliildz membranin proteinlerin kovalent
olarak baglananamasi ve kuruyken kirilgan olmasi nedeniyle dezavantajli oldugu
diistinilmektedir. Kiguk proteinler nitroseltil6z membran boyunca hareket etme

egilimindedir ve toplam protein miktarinin yalnizca bir kismi baglanabilmektedir.
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Daha kiiclik porlara sahip membran kullanimi bu durumu engelleyebilmektedir.
PVDF membranlar yiiksek protein baglama kapasitesi, fiziksel dayaniklilik ve
kimyasal stabilite nedeniyle daha avantajli goriinmektedir. Ayrica nitroseliiloz
mebran Coomassie ile boyanamazken, PVDF membran boyamaya uygundur.
Proteinler jelden membrana 3 sekilde aktarilabilmektedir: Basit difiizyon, vakum

destekli ¢cozicu transferi, elektroblotlama.

Basit difizyon: Zarin iistiine bir yigin kuru filtre kagidi gelecek sekilde jelin
ylizeyine bir zar yerlestirilir. Diflizyon siirecini kolaylastirmak i¢in genellikle bir cam
levha veya belirli bir agirliga sahip nesne yerlestirilir. Bu protokol, kantitatif protein
transferi olmamasi nedeniyle yaygin kullamilmamaktadir. Immiinblotlamaya kisayla

total proteinin %25-50’sini membrana aktarabilmektedir.

Vakumlu kurutma: Basit bir blotlama yontemidir. Hem diisiikk hem de yiiksek
molekiiler agirlikli proteinler bu yontem kullanilarak transfer edilebilmektedir.
Ayrilmis polipeptitleri jelden nitroseliiloz membrana aktarmak igin bir levha
kurutucu sistemine bagli bir pompanin emme giiciine dayanir. Diisiik molekiiler
agirhikli  proteinler kullanilirken, kiiciik gozenekli nitroseliiloz membranlar

kullanilmalidir.

Elektroblotlama: En yaygin kullanilan prosediirdiir. Transferin hizi ve tamlig1
nedeniyle diger yontemlere gore daha avantajli sayilmaktadir. Islak transfer ve yari
kuru transfer seklinde gergeklestirilir. Islak transferde sandvig elektrotlu bir tampon
tankina yerlestirilir. Proteinleri jelden zara enine verimli bir sekilde aktarir. Yar1 kuru
transfer, transfer tamponu olarak sadece jel ve filtre kagitlarinda bulunan sivi ve
sandvigteki diger pedler kullanilarak gerceklestirilir. Jellerin daha kolay blotlanmast,
elektrotlarin ucuzlugu ve buna baglh olarak transfer i¢in daha az giice gerek olmasi

avantajlar1 arasindadir (66).
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3. GEREC ve YONTEM

Arastirmamizda Oncelikle susam ve/veya hashas alerjisi olan bireylerde
alerjiden sorumlu olabilecek bantlar1 gostermeyi hedefledik. Ayrica bu tohumlara
duyarli olup alerjik olmayanlar1 da g¢alismamiza dahil ederek bant paternlerini
inceledik. Bunun yanisira inhibisyon testleri ile belirlenen susam ve hashas
bantlarin hangilerinin inhibe edildigini arastirmak istedik. Testlerde kullanilan
susam ve hashas alerjenlerinin protein igerikleri SDS-PAGE yontemiyle analiz
edilmistir. Son olarak, segilen saglikli bir bireye uyguladigimiz Western Blot

yontemi, deneyin dogrulugunu test etmemize olanak saglamistir.

3.1. Hasta Segimi

GO 18/707 sayili etik kurul kararinin kriterine uygun sekilde 1. Gruba 8
hasta, Grup 2’ye 5 hasta, 3. Gruba 6 hasta asagidaki kriterlere gore segildi. 2 yas alt1

ve onam vermeyenler ¢caligmaya dahil edilmedi.

- 2-18 yas araliginda olmak,

- doktor tanil1 besin alerjisi hastasi olmak,

- susama ve/veya hashasa kars1 deri prick testi pozitifligi géstermek

3.2. Besin Spesifik IgE Ol¢iimu

Alerji ve otoimminite testi igin tasarlanmis Phadia 100 cihaziyla
ImmunoCAP sistemi kullanilarak secilen hastalarin spesifik IgE olgiimleri
yapilmistir. Bu testle kalitatif (pozitif/negatif), semikantitatif ( klas 0/1/2/3/4/5/6) ve
kantitatif (kU/L, ng/ml) sonuglar elde edilmistir. Sonuglar; 0-0,34 kU/L class 0, 0,35-
0,70 kU/L class 1, 0,71-3,5 KU/L class 2, 3,51-17,50 kU/L class 3, 17,51-50 kU/L
class 4, 50-100 kU/L class 5, >100 KU/L class 6 skorlamasina gore
degerlendirilmistir. 0,35 kU/L ve {izerinde olanlar pozitif kabul edilmistir.
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3.3. Deri Testi

Hastalara Hacettepe Universitesi Pediatrik Allerji Bilim Dali’nda hindistan
cevizi, kivi, ¢orekotu, hardal, karabugday, yulaf, soya fasulyesi, bakla, keten tohumu,
cavdar, findik, fistik, badem, ceviz, pekan cevizi, kaju, Antep fistig1, ay cekirdegi,
kinoa, chia, kabak ¢ekirdegi, susam, hashas ve tahin alerjenlerinin yer aldig1 2 yas
Ustl deri prick testi uygulandi. Kutanoz reaktivitedeki degiskenliklerden dolay1 her
cilt testi degerlendirmesine negatif ve pozitif kontroller eklendi. Negatif kontrol
olarak % 0,9 serum fizyolojik, pozitif kontrol olarak 10 mg/ml histamin kullanildi.
DPT, 6n kolun volar yiizeyine her test ekstresinden ve kontrol ¢ozeltisinden 2 cm
veya daha fazla uzak olacak sekilde yerlestirildi. Hipodermik igne yardimiyla egim
yukar1 bakacak sekilde diisiik bir agiyla epidermal yiizeye uygulandi. Cozeltilerin
karismasini onlemek igin ayr1 uglar kullanildi. Reaksiyon cevabi 10-20 dakika sonra
milimetre kuraliyla 6l¢iildii. Kabarcigin en uzun capi ve buna dik en uzun ¢api

toplanip 2ye bollnerek kaydedildi.

3.4. Hasta Gruplarimin Olusturulmasi

3 ayr1 ¢aligma grubu olusturuldu.

Grup 1. Susam alerjik hastalar (provokasyon testinde susam allerjik olan
susam spesifik IgE ve susam deri prick testi pozitif) 8 hasta.

Grup 2. Susam alerjik ve Hashas sensitize hastalar (provokasyon testinde
susam alerjisi olup hashas1 tuketebilen hastalar; susam ve hashas spesifik IgE ve

susam ve hashas deri prick testi pozitif), 5 hasta

Grup 3. Susam ve Hashas alerjik hastalar (provokasyon testinde susam ve
hashas tiiketemeyen hastalar susam ve hashas her iki spesifik 1gE ve deri prick testi
pozitif). 6 hasta
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Tablo 3.1. Hasta gruplarinin belirlenmesinde kullanilan parametreler.

BESIN PROVOKASYON
TESTI
SUSAM HASHAS

SPESIFIK IgE | DERi PRICK TESTI
SUSAM HASHAS | SUSAM HASHAS

GRUP 1 + - + - + X
GRUP 2 + + + + + X
GRUP 3 + + + + + +

Hastalara gerekli islemler Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk

Hastanesi Pediatrik Allerji Bilim Dalinda gergeklestirilmistir.
3.5 Alerjen izolasyonu

0,5 gram susam/hashas tartildi. 30 ml buffer sollisyonunda besinin ¢ézilmesi
saglandi. 2 gin oda 1sisinda 2 saat ¢alkalandi. Enjektor uyumlu filtre yardimiyla

steril edildi. Gliserin eklendi. Protein miktar 6l¢timii yapildi.
3.6. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle 6lclldi. 1:4 oraninda olacak sekilde
(7ml boya + 28 ml su) boya hazirlandi. Protein standardi olarak 1 mg/ml, 0,8 mg/ml,
0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, BSA (Bovine Serum Albumin) ¢ozeltileri
kullanildi. 1 ml boya ve standartlar, 20 pl susam veya 20 pl hashas ekstrakti
kanistirildi. 10 dakika karanlikta inkiibe edildi. 2ser tekrar olacak sekilde her bir
kuyucuga 300er pl eklendi. Spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iim yapildi.

3.7. Coomassie Blue Boyama Yontemi

Coomasie Brillant Blue R250 0.25 gram, 10 ml glacial asetik asit ve 90 ml
methanol karigtirilarak 100 ml boyama solusyonu hazirlandi. Solusyon tekrar

kullanilabilmektedir.

Boyama sonrasi jeldeki boyanin uzaklastirilmasi igin 10 ml glacial asetik asit
ve 90 ml methanol karigtirillarak 100 ml destaining soliisyon hazirlandi. (Staining

soliisyondan farkl1 olarak Coomassie Brillant Blue R250 igermemektedir.)
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3.7.1. Jel Elektroforezi

4-12’lik Bis-Tris jele alerjenleri jele yuklemek igin;

4 ul 4X Loading dye

1,6 pl Sample Reducing Agent

0,4 ul Distile su

10 ul Allerjen (susam alerjeni yada hashas alerjeni eklendi)

Toplam: 16 ul karisim hazirlandi.

Hazirlanan karisimlar 70°C 10 dakika denatiire edildi.

Denatiire edilen karisimlar %4-12 Bis-Tris jelin her kuyucuguna 14 pl olacak
sekilde yuklendi.

1X yirutme tamponu (25 ml 20X yiritme tamponu + 425 ml distile su)
hazirlandi.  Once 60 V’da 15 dakika sonra 100 V’de 90 dakika boyunca yiiriitme
islemi gercgeklestirildi.

Jelin sirastyla Marker-Susam-Hashas-Susam-Hashas kuyucuklarini igeren

kismi kesilerek ¢ikarildi.

Jel boyama solusyonunda 4 saat boyunca calkalayicida inkiibe edildi.

Soliisyon uzaklastirildi. Jel 1-2 kere distile su ile yikandi.

Destaining soliisyon eklendi ve 60 dakika boyunca inkibe edildi.

Elde edilen gorunti bir kayit cihaziyla kaydedildi.
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3.8. Western-Blot Yontemi

3.8.1. Jel Elektroforezi

Alerjen ekstraktlarindaki proteinlerin ayristirilmasi igin 4-12°lik Bis-Tris
jeller kullanildi. Alerjenler, yukarida anlatildigni gibi 4-12°lik Bis-Tris jellerde

yuratalda.

3.8.2. Proteinlerin MembranaTransferi

Transfer asamasinda 20X transfer tamponundan %10 metanol iceren 1X
transfer tamponu hazirlandi. (40 ml 20X transfer tampon + 80 ml %100’liik metanol
+ 680 ml distile su = 800 ml karigim)

Jel biiyiikliigiine gore kesilen 4 adet Watman kagidi, 2 adet Transfer pad
hazirlanan karigimla ayr1 yerlerde islatildi. PVDF membran kesilirken membrana
temas edilmemesine dikkat edildi. PVDF membran transfer pad ve Watman
kagidindan ayr1 olarak membranin aktif hale gelmesi i¢in once 15-20 saniye
%100’liik metanolde hemen sonrasinda 1 dakika kadar hazirlanan karisimda
bekletildi. Daha sonra transfer kasetine eksi kutuptan art1 kutba dogru sirasiyla 1 adet
transfer pad, 2 adet Watman kagidi, jel, membran, 2 adet Watman kagidi, 1 adet
transfer pad aralarinda bosluk kalmayacak sekilde yerlestirildi. Transfer cihazina
yerlestirildi. Transfer sirasinda jelin ve tamponun 1sinmasini engellemek i¢in cihazin
arkasmna buz dolu aparat konuldu. 2 saat boyunca 30 V’da transfer islemi

gerceklestirildi.

3.8.3. Bloklama

Bloklama basamaginda 10X TBS (24,23 gr Tris.HCI + 80,06 gr NaCl = 10X
Tris Buffered Saline Stok Cozelti Ph 7.6) stok ¢ozeltisinden 250 ml 1X TBS-T
tamponu (25 ml 10X TBS stok ¢ozeltisi + 225 ml distile su = 250 ml, %0,1 oraninda
Tween20) hazirlandi. Daha sonra 20 ml %5°lik BSA iceren TBS-T tamponu (20 ml
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1X TBS-T tamponu, 1 gram BSA) hazirlandi. Proteinlerin transfer oldugu membran
%5 BSA igeren TBS-T tamponu ile 1 saat oda sicakliginda galkalayicida bloklandi.

3.8.4. Antikor- Antijen Baglanmasi (Antikor Inkiibasyonu)

Secilen hasta serumlar1 1/10 oraninda olacak sekilde PBS ile sulandirildi.
(200 ml hasta serumu + 1800 ml PBS = 2000 ml) PVDF membran lzerindeki her bir
kuyucuk bir hastaya ait seridi ifade edecek sekilde tek tek kesildi. PBS ile
sulandirilmis hasta serumlar1 kuyucuklarin {izerine eklenerek gece boyu +4 °C’de
calkalanarak inkibe edildi. Bu asamada hasta serumunda jele yiiklenen allerjene

0zgl antikor iiretilmisse antijen ve antikor birlesmesi gergeklesmis olacaktir.

Ertesi gun 4 defa 1X TBS-T ile 5 er dakika galkalayicida yikama islemi
gerceklestirildi. Yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra membranlarin {izerine %1
BSA iceren 1X TBS-T tamponuna zayif bant varsa 1/1000 degilse 1/2000 oraninda
olacak sekilde HRP (Horseradish peroxidase) konjuge anti-IgE sekonder antikoru

ilave edildi ve 2 saat oda 1s1sinda ¢alkalayicida inkibe edildi.

Sure sonunda tekrar 4 defa 1X TBS-T ile 5 er dakika calkalayicida yikama
islemi gerceklestirildi.

3.8.5. Goruntileme

Gorintileme icin ECL Plus Western Blotting Substrate icindeki ECL Plus
Soliisyonu A ve ECL Plus Soliisyonu B hacimce 40:1 oraninda karistirildi. Bu
soliisyon iizerini kaplayacak sekilde membrana ilave edildi ve karanlik ortamda 5
dakika bekletildi. Sekonder antikora bagli bulunan horseradish peroksidaz enziminin
substratt indirgemesiyle olusan 1si1ma CCD (Charge-coupled device) kamera ile

goruntulendi.
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3.8.6. Analiz

Yiiriitme basamaginda kullanilan Prestained Protein Markerin yardimiyla

elde edilen her bir bantin yeri saptandi ve karsilastirmalar yapildi.

3.9. Capraz Reaksiyonun Inhibisyon Yontemi ile Gosterilmesi

(Inhibisyon Deneyleri)

Klinigimize susam alerjisi ile bagvuran hastalarimizin bir kisminda ayni
zamanda hashas alerjisi de oldugunu belirledik. Bu susam ve/veya hashas alerjisi
olan ¢ocuklarda ¢apraz reaksiyonlar1 gosterebilmek ic¢in inhibisyon deneyleri
gerceklestirilmistir.  Farklt  besinlere ait alerjenler arasindaki homolojiden
kaynaklanan capraz reaksiyonlarda hastada bir besine kars1 olusmus olan antikor bir
baska besine ait homoloji gosteren alerjenle baglanarak alerjik reaksiyon
olusturabilmektedir. Inhibisyon deneylerinde ¢apraz reaksiyonu belirlemek igin
serum bir gece Once aralarinda gapraz reaksiyon diisiiniilen alerjenler ile inkibe
edilir. Eger hastada A alerjenine karsi antikor var ise ve B alerjeni ile ¢apraz
reaksiyon diisiliniiliiyorsa serumun B alerjeni ile inkiibe edilmesi antikorlarin B
allerjeni ile birleserek ¢okelmesine neden olacaktir. Bu serum A alerjeni belirlemek
icin yapilan Western analizinde kullanildiginda i¢erdigi antikor miktar1 azaldig1 igin
antijenle olan baglanmasinda azalma ile sonuc¢lanacaktir. Susamla Hashag arasindaki

capraz reaksiyonu belirleyebilmek icin asagidaki deney protokolii izlenmistir.

Izole susam alerjisi hasta grubuna (Grup 1), capraz reaksiyon gosterdigi
diistiniilen hasta grubuna (Grup 2), ger¢ek susam ve hashas alerjisi olan hasta

grubuna (grup 3) inhibisyon deneyleri yapildi.

-Deneye baslamadan 1 gece once 200 pl hasta serumuna 10 pl alerjen
eklendi. (1 hasta igin; 200 pl hasta serumuna 10 pl susam allerjeni, 200 pl hasta
serumuna 10 pl hashas allerjeni) 200’er pul hasta serumu da alerjen eklenmeden

(islem gérmemis sekilde) ayrildi.
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- Gece boyu +4 °C’de ¢alkalayicida inkiibe edildi.

- Ertesi giin 4800 g’de 20 dakika santrifiij edildi.

- Santifiij sonras1 serumun supernatanti alindi ve 1/10 PBS ile sulandirildi.

4 ul 4X Loading dye

1,6 pl Sample Reducing Agent

0,4 ul Distile su

10 pl Alerjen (susam allerjeni, haghas allerjeni)

Toplam: 16 pl’lik karisim hazirlandi.

Yukaridaki sekilde hazirlanan alerjen 0Ornekleri 70°C’de 10 dakika denature
edildi.

%4-12 Bis-Tris jele 1 kuyu Prestained Protein Marker, 2 kuyu susam alerjeni,
2 kuyu haghas alerjeni olacak sekilde yiklendi ve énce 60 V’da 15 dakika sonra 100
V’da yaklasik bir buguk saat yiiriitme islemi yapildi.

-Yiirlitme basamaginin ardindan bolim 3.8.2°de anlatildig1 gibi alerjenler

jelden membrana transfer edildi.

-Bloklama icin %5 BSA igeren 1X TBS-T tamponu hazirlandi. Membran
bloklama soltsyonu ile 1 saat 240 rpm’de oda 1sisinda inkiibe edildi.

-Prestained protein ladder, susam ve hashas alerjeni igeren kuyucuklar kesildi.
Hashas alerjeni iceren bir kuyu muamele gdérmemis hasta serumu, bir kuyu susam
alerjeni ile muamele edilmis hasta serumu ile ve susam alerjeni yiiriitiilmiis olan bir
kuyu muamele gérmemis hasta serumu, diger kuyu hashas alerjeni ile muamele

edilmis hasta serumu olacak sekilde serumlar membranlarin (zerine aktarildi.
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-Gece boyu +4°C’de calkalayicida 240 rpm’de inkiibe edildi.

-Ertesi giin yukarida belirtildigi sekilde membran yikandiktan sonra {izerine
HRP (Horseradish peroxidase) konjuge anti-IgE sekonder antikoru ilave edildi ve 2

saat oda 1sisinda galkalayicida inkiibe edildi.

-Sure sonunda tekrar 4 defa 1X TBS-T ile 5’er dakika ¢alkalayicida yikama
islemi gerceklestirildi.

-Yukarida boliim 3.8.5’te anlatildig1 sekilde goriintiileme yapildi.

13 numarali hastaya belirtilen yontemle Inhibisyon deneyi yapildi. Daha
sonra gruplardaki hastalarin serumlarindan havuzlar olusturularak inhibisyon

deneylerine devam edildi.

Grup 1. 25er pul X 4 (4 ayr1 kosul i¢in) = 100’er pl serum

Grup 2. 40’ar pul X 4 (4 ayr1 kosul igin) = 160’ar pl serum

Grup 3. 33’er ul X 4 (4 ayr kosul i¢in) = 132’ser ul serum

Olusan bu havuzlara inhibisyon deneyi uygulanarak c¢apraz reaksiyonun

varlig1 aragtirild.
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4. BULGULAR
4.1. Hastalarla Tlgili Veriler

Hastalara ait ad-soyad, tani, yas, cinsiyet, total 1gE, spesifik IgE, deri prick

testi verileri Tablo 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalara ait klinik veriler.

Swa | A4 | Susam | Hashas | yas | Cinsiyet =pestiix ]

2yil6ay
6yil7ay
Negatif | 4yil8ay
Negatif | 2yid9ay
Negatif | 3y
Negatif | 2yil6ay
2yil9ay
3yil6ay

Syi2ay

GRUP 1

Negatif
f

£

Negati

i e s e e R e e R e R A R el R e R s L s h e

b2 Negatif | 6yil10ay

E ozitif | Negatif | 16yi Negatif

Q itif | Negatif | 3yd7ay Sx4
13 |HEZ f| 2yil9ay 6x6
14 | EES. 2villlay 14x10

ol 15| FX 4yil8ay 15x12

& 16 | YEB. 17yi8ay 15x13

g 17 | co. 16yi 10x10
18 | ES. 4yd 5x4
19 | AD. 4yi 14x13

Analizler IBM SPSS Statistics 21 version paket programui ile yapildi. Calisma
kriterlerine gore ¢alismaya toplam 19 hasta alindi. Hastalarin %63’i erkek, %371
kadin hastalardan olusmaktadir. Hastalarin medyan yas1 4 idi. Medyan degerleri
Total IgE i¢in 804,4 Ul/mL, susam spesifik IgE igin 5,08 KU/L, hashas spesifik 1gE
icin 0,68 kU/L olarak hesaplanmistir. Hastalarin OFC sonuglar1 susam i¢in %100,
hashas icin ise %32 pozitif saptanmistir. Deri prick testi medyan degerleri ise

susamin 9, tahinin 9, haghasin 2,25 olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Hasta sayilarinin gruplara gore dagilimi.

GRUP 1 8 Hasta
GRUP 2 5 Hasta
GRUP 3 6 Hasta

4.2. Coomassie Blue Boyama YoOntemiyle Susam ve Hagshas
Ekstraktlarindan Elde Edilen Alerjenlerin Bant Paternleri

Oncelikle susam ve hashas ekstraktlarmin protein igeriklerini gostermek icin
Coomassie Blue boyandi. Coomassie Blue Staining YoOntemiyle susam ve haghas
ekstraktlarindaki proteinler boyanarak goriiniir hale getirildi. (Sekil 4.1) Yontemde
susam ve hashas ekstraktlari, deneyin kontroliinlin saglanmasi agisindan ikiser tekrar

(Marker-Susam-Hashas-Susam-Hashas) olacak sekilde boyanmustir.

Sekil 4.1. Susam ve Haghas ekstraktlarinin Coomassie Blue Staining Yontemiyle
analizi (Marker - Susam ekstrakti - Hashas ekstrakti - Susam ekstrakt1 -
Haghas ekstrakti).

4.3. Hastalara Ait Western Blott Gorintileri

43.1.Grup 1l

Susam alerjik hastalar (susam duyarlilig1 yaninda provokasyon testi ile susam
alerjisi gosterilen hastalar) Western Blot yontemiyle hastalarin 4’tiinde (3, 4, 7, 8

numarali hastalar) 80-115 kDa araliginda; hastalarin 3’tinde (2, 3, 8 numarali
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hastalar) 65-80 kDa araliginda; 1 hastada (2 numarali hasta) yaklasik 65 kDa; 4
hastada (1, 3, 7, 8 numarali hastalar) yaklasik 57 kDa; 5 hastada (1, 2, 3, 4, 6
numarali hastalar) yaklasik 40 kDa; 2 hastada (7 ve 8 numarali hastalar) 35 kDa; 1
hastada (2 numarali hasta) 25-30 kDa aralifinda; 4 hastada (1, 3, 4, 6 numaral
hastalar) 22 kDa; 1 hastada (3 numarali hasta) yaklasik 17 kDa; 2 hastada (2 ve 5
numarali hastalar) yaklasik 15 kDa; 1 hastada (2 numarali hasta) yaklasik 45 kDa
molekiiler agirhiginda susama ait oldugu diisiiniilen bantlar tespit edilmistir. (Sekil
4.2) (Sekil 4.3) (Sekil 4.4) Bu grup hastalarinin hashas alerjisi bulunmadigindan
hashasa ait bant paternine rastlanmamustir. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

Sekil 4.2. Grup 1’in 6, 3, 4, 1 ve 5 numaral hastalarinda Western Blot yontemiyle
susam ile baglanma gosteren bantlarinin gosterilmesi (M : marker) 6
numarali hastanin yaklagik 22 kDa ve 40 kDa; 3 numarali hastanin
yaklagik 17 kDa, 22 kDa ve 40 kDa, 57 kDa, 65-80 kDa ve 80-115 kDa
araliginda; 4 numarali hastanin yaklasik 22 kDa ve 40 kDa 45 kDa, 80-
115 kDa araliginda; 1 numarali hastanin yaklasik 22 kDa, 40 kDa ve 57
kDa; 5 numarali hastanin yaklasik 15 kDa molekiiler agirligindaki bantlart
gorultyor.
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Sekil 4.3. Grup 1’in 7 numarali hastasinda Western Blot yontemiyle susam ile
baglanma gosteren bantlarin gosterilmesi. (M: Marker) 7 numarali
hastanin yaklasik 35 kDa, 57 kDa ve 80-115 kDa araligindaki bantlar
gordltyor.

Sekil 4.4. Grup 1’in 2 ve 8 numarali hastalarinda Western Blot yontemiyle susam ile
baglanma gosteren bantlarin gosterilmesi (M: Marker) 2 numarali
hastanin yaklasik 15 kDa, 25-30 kDa, yaklasik 40 kDa, 45 kDa, 65 kDa,
65-80 kDa araligindaki; 8 numarali hastanin yaklasik 35 kDa, 57 kDa, 70-
80 kDa ve 80-115 kDa araligindaki bantlar1 goriliyor.
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Sekil 4.5. izole susam alerjisi olan Grup 1 hastalarinin (4, 3, 2, 1, 7, 6 numarali
hastalar) haghasa alerjisinin olmadiginin Western Blot ile gosterilmesi.

Sekil 4.6. Izole susam alerjisi olan Grup 1 hastalarinin (5 ve 8 numarali hastalar)
hashasa alerjisinin olmadiginin Western Blot ile gdsterilmesi.

4.3.2. Grup 2

Susam alerjik ve Hashas sensitize hastalar (provokasyon testinde susam
alerjisi olup hashas1 tiiketebilen hastalar susam ve hashas spesifik 1gE ve susam ve
hashas deri prick testi pozitif) : Western Blot yontemiyle hastalarin 2’sinde (9 ve 12
numarali hastalar) 80-115 kDa araliginda; 3’tinde (9, 12 ve 13 numarali hastalar) 65-
80 kDa araliginda; 1 hastada (13 numarali hasta) 65 kDa; 2 hastada (12 ve 13
numarali hastalar) yaklasik 57 kDa; 2 hastada (9, 11, 12 numarali hastalar) yaklasik
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52 kDa; 2 hastada (11 ve 13 numarali hastalar) yaklasik 45 kDa; 4 hastada (10, 12,
11, 13 numarali hastalar) yaklasik 40 kDa; 3 hastada (9, 12 ve 13 numarali hastalar)
28 kDa; 3 hastada (10, 12 ve 13 numarali hastalar) 22 kDa; 2 hastada (12 ve 13
numarali hastalar) yaklasik 17 kDa molekiiler agirliginda susama ait oldugu
diisiiniilen bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.7) (Sekil 4.8) Bu grupta bulunan 9, 10 ve
12 numaralart hastalarin susam bant paternleri standart deney uygulandiginda
oldukca zayif goriintiilenebildiginden, hastalarin 6zellikle susam bant paternlerini
gosterebilmek icin normale gore daha fazla miktarda serum kullanilmistir. Western
Blot yontemiyle Grup 2 hastalarinin 1’inde (13 numarali hasta) 80-115 kDa
araliginda; 1 hastada (11 numarali hasta) 50-65 kDa araliginda; hastalarin 4’{inde
(10, 11, 12, 13 numarali hastalar) yaklasik 45 kDa; 1 hastada (10 numarali hasta)
yaklagik 40 kDa; 1 hastada (13 numarali hasta) yaklasik 35 kDa; 2 hastada (10 ve 12
numarali hastalar) yaklasik 30 kDa; 2 hastada (10 ve 13 numarali hastalar) yaklagsik
28 kDa; 1 hastada (10 numarali hasta) yaklagik 20 kDa; 1 hastada (10 numarali
hasta) yaklasik 17 kDa; 1 hastada (9 numarali hasta) yaklagik 9 kDa; 1 hastada (12
numarali hasta) yaklasik 22 kDa molekiiler agirliginda hashasa ait oldugu diisiiniilen
bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.9)

Sekil 4.7. Grup 2’nin 11, 9 ve 13 numarali hastalarinda Western Blot yontemiyle
susam ile baglanma gosteren bantlarin gosterilmesi. 11 numarali hastanin
yaklasik 40 kDa, 45 kDa ve 52 kDa, 9 numarali hastanin yaklasik 28 kDa,
52 kDa, 70-80 kDa ve 80-115 kDa araligindaki; 13 numarali hastanin
yaklasik 9 kDa, 17 kDa, 22 kDa ve 28 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 57 kDa, 65
kDa, 65-80 kDa araligindaki bantlar1 goriiliiyor.



Sekil 4.8.
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Grup 2’nin 10 ve 12 numarali hastalarinda Western Blot yontemiyle
susam ile baglanma gosteren bantlarin gosterilmesi. 10 numarali hastanin
yaklagik 22 kDa, 25 kDa, 40 kDa, 12 numarali hastanin yaklagik 17 kDa,
22 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 52 kDa, 57 kDa, 65-80 kDa ve 80-115
kDa araligindaki bantlar1 goriiliiyor.

Sekil 4.9.

Grup 2’nin 9, 10, 11, 12 ve 13 numarali hastalarinda Western Blot
yontemiyle hashas ile baglanma gdsteren bantlarinin gosterilmesi. 12
numarali hastanin yaklasik 22 kDa ve 30 kDa, 45 kDa, 11 numarali
hastanin yaklasik 45 kDa ve 50-65 kDa araligindaki; 10 numarali hastanin
yaklasik 17 kDa, 20 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 40 kDa ve 45 kDa; 9 numarali
hastanin yaklasik 9 kDa; 13 numarali hastanin yaklasik 28 kDa, 35 kDa,
45 kDa, 80-115 kDa araligindaki bantlar1 goriiliiyor.
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4.3.3.Grup 3

Susam ve Hashas alerjik hastalar (deri ve spesifik IgE ile susam ve hashas
duyarlilig1r olup provokasyon testinde hem susam hem hashas alerjisi bulunan
hastalar) Western Blot yontemiyle 2 hastanin (16 ve 17 numarali hastalar) 80-115
kDa araliginda; 1 hastanin (16 numaral: hasta) 65-80 kDa araliginda; 2 hastanin (15
ve 16 numaral hastalar) yaklasik 65 kDa; 3 hastanin (16, 17 ve 18 numarali hastalar)
yaklasik 57 kDa; 2 hastanin (15 ve 17 numarali hastalar) yaklasik 50 kDa; 3 hastanin
(16, 17 ve 19 numarali hastalar) yaklasik 45 kDa; 2 hastanin (16 ve 17 numarali
hastalar) yaklasik 40 kDa; 2 hastanin (15 ve 18 numarali hastalar) yaklasik 35 kDa; 2
hastanin (16 ve 19 numarali hastalar) yaklasik 30 kDa; 2 hastanin (15 ve 16 numarali
hastalar) 28 kDa; 3 hastanin (15, 16, 17 numarali hastalar) yaklagik 22 kDa; 2
hastanin (14 ve 16 numaral hastalar) yaklagik 17 kDa; 3 hastanin (15, 18 ve 19
numarali hastalar) yaklasik 15 kDa; 1 hastanin (16 numarali hasta) yaklasik 9 kDa
susama ait oldugu diisliniilen bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.11) (Sekil 4.12)
Western Blot yontemiyle 3. Grupta 3 hastada (15, 16 ve 19 numarali hastalar)
yaklagik 45 kDa; 1 hastada (19 numarali hasta) yaklasik 28 kDa; 4 hastada (15, 16,
17, 19 numarali hastalar) yaklasik 25 kDa; 4 hastada (15, 16, 17 ve 19 numarali
hastalar) yaklasik 17 kDa; 3 hastada (14, 17 ve 19 numarali hastalar) yaklasik 14
kDa; 1 hastada (18 numarali hasta) yaklasik 10 kDa molekiiler agirliginda hashasa ait
oldugu diisiiniilen bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.13)
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Sekil 4.10. Grup 3’tn 17, 19, 18, 15 ve 16 numarali hastalarinin Western Blot
yontemiyle susama baglanma gosteren bantlarinin gosterilmesi. 17
numarali hastanin yaklasik 22 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 57 kDa, 80-115 kDa
araligindaki; 19 numarali hastanin yaklasik 15 kDa, 30 kDa ve 45 kDa;
18 numarali hastanin yaklagik 15 kDa, 35 kDa, 57 kDa, 15 numarali
hastanin yaklasik 15 kDa, 22 kDa, 28 kDa, 35 kDa, 50 kDa, 65 kDa; 16
numarali hastanin 9 kDa, 17 kDa, 22 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 45
kDa, 57 kDa, 65 kDa, 65-80 kDa ve 80-115 kDa araligindaki bantlari
gorullyor.

Sekil 4.11. Grup 3’iin 14 numarali hastasinin susam bantlarmin gosterilmesi. 14
numarali hastanin yaklasik 17 kDa molekiiler agirhigindaki banti
goriluyor.
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Sekil 4.12. Grup 3’tn 16, 15, 17, 19, 14 numarali hastalarinin Western Blot
yontemiyle hashasa baglanma gosteren bantlarinin gosterilmesi. 15 ve 16
numarali hastalarin yaklasik 17 kDa , 25 kDa, 45 kDa; 17 numarali
hastanin yaklasik 14 kDa, 17 kDa ve 25 kDa; 19 numarali hastalarin
yaklagik 14 kDa, 17 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 45 kDa; 14 numarali hastanin
yaklastk 14 KkDa; 18 numarali hastanin yaklasik 9 kDa molekdl
agirligindaki bantlar1 goriiliiyor.

4.4. Inhibisyon Deneyleri

4.4.1. inhibisyon Deneyinin Gosterilmesi

Inhibisyon deneyi icin bir hasta (13 numalar1 hasta) secilerek deney diizeni
olusturuldu. Her gruba ayni diizen dahilinde inhibisyon deneyleri yapildi. Ilk
kuyucuga marker, ikinci kuyucuga susam alerjeni yiiklenmis membrana; islem
gérmemis serum Ornegi, liclincii kuyucuga susam alerjeni yliklenmis membrana;
hashas ile muamele edilmis serum, dordiincii kuyucuga hashas alerjeni ytliklenmis
membrana islem goérmemis serum Ornegi, besinci kuyucuga hashas alerjeni
yiikklenmis membrana susam ile muamele edilmis serum 6rnegi eklenerek inhibisyon
deneyi kuruldu. Islem gérmemis serum &rnegindeki susam veya hashas bantlari baz
alinarak susam veya hashas ile muamele goren serum O6rnegi karsilastirilmis olup
degisiklikler kaydedilmistir. (Sekil 4.14) Western Blot yontemiyle elde edilen 2.
kuyucuktaki susam ve 4. kuyucuktaki haghas bantlarinin muamele edilmis serum
Oornegine gore yogunlugunda azalma varsa inhibisyon goriilmiistiir seklinde

yorumlanmustir.
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Sekil 4.13. 13 numarali hastaya ait susam) ve hashas besini arasindaki capraz
reaksiyonun inhibisyon goéruntusi. (Marker (M) - Susam bantlar1 (S)-
Hashas antijeni ile muamele edilmis serum (HI) -Hashas bantlar1 (H) -
Susam antijeni ile muamele edilmis serum) (SI) 13 numarali hastanin
Western Blot yontemiyle tespit edilen yaklasik 9 kDa,17 kDa, 22 kDa ve
28 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 57 kDa, 65 kDa, 65-80 kDa araligindaki susam
bantlarmin hasta serumu hashas ile muamele edildiginde 9 kDa
molekiiler agirligindaki susam banti hari¢ ve 25-30 kDa ve 30-40 kDa
araligindaki, 45 kDa, 80-115 kDa araligindaki hashas bantlarinin hasta
serumu susam ile muamele edildiginde inhibe oldugu goriiliiyor.

Grup 1°deki 8 hastanm serumu birlestirilip havuz olusturuldu. Inhibisyon
deneyi bu havuza uygulandi. Western Blot yontemiyle elde edilen susam bantlarinin,
susam alerjeni ile muamele edildiginde kayboldugu; hashas alerjeni ile muamele
edildiginde ise bantlarin yogunlugunun degismedigi tespit edilmistir. (Sekil 4.15)
Deney neticesinde Grup 1 hastalarinin serumu haghas antijeniyle muamele

edildiginde beklenildigi gibi susam bantlarinin inhibe olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Grup 1°deki  hastalarin  serumlarindan esit hacimde alinarak
karistirilmasiyla olusturulan havuzun inhibisyon goriintiisii. (Marker (M)
-Susam bantlar1 (S) - Susam antijeni ile muamele edilmis havuz serumu
(SI) - Hashas antijeni ile muamele edilmis havuz serumu (HI)) Western
Blot yontemiyle elde edilen yaklasik 15 kDa, 22 kDa, 35 kDa ve 40-50
kDa araligindaki, 52 kDa, 50-65 kDa ve 65-80 kDa araligindaki susam
bantlarinin, serum havuzu susam antijeni ile muamele edildiginde
tamamen inhibe oldugu, serum havuzu hashas antijeni ile muamele
edildiginde ise inhibe olmadig1 goriiliiyor.

Grup 2’deki 5 hastanin serumlari birlestirilerek havuz olusturuldu. Inhibisyon
deneyi olusan bu havuza uygulandi. Western Blot yontemiyle tespit edilen bazi
susam bantlarinin, serum hashas alerjeni ile muamele edildiginde ve hashag
bantlarinin serum susam alerjeni ile muamele edildiginde yogunlugunun azaldig:

belirlenmistir. (Sekil 4.16)
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Sekil 4.15. Grup  2°deki  hastalarin  serumlarindan esit hacimde alinarak
karistirilmasiyla olusturulan havuzun inhibisyon goriintiisii. (Marker (M)
- Susam bantlar1 (S) - Hashas antijeni ile muamele edilmis serum (HI) -
Hashas bantlar1 (H) - Susam antijeni ile muamele edilmis serum (SI))
Western Blot yontemiyle tespit edilen yaklasik 35 kDa, 45 kDa, 52 kDa
molekiiler agirhigindaki susam bantlarinin inhibe oldugu ve yaklagik 15
kDa ve 22 kDa molekiiler agirligindaki suam bantlarinin inhibe olmadigi
goruluyor. Yaklasik 20 kDa, 40 kDa, 50 kDa, 30-40 kDa araligindaki
hashas bantlarinin kismen, 50-65 kDa araligindaki hashas bandin ise
tamamen inhibe oldugu goriiliiyor.

Grup 3’te bulunan 6 hastanin her birinin serumundan esit miktarda alinarak
bir havuz olusturuldu. Diger gruplarda oldugu gibi olusturan havuza inhibisyon
deneyi uygulandi. Western Blot yontemiyle tespit edilen susam bantlarinin serum
hashas alerjeni ile muamele edildiginde kismen inhibe oldugu; hashas bantlarinin ise
serum susam alerjeni ile muamele edildiginde inhibe olmadig1 bant yogunlugunun

durumundan tespit edilmistir. (Sekil 4.18)
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Sekil 4.16. Grup 3°deki hastalarin  serumlarindan esit hacimde alinarak
karistirilmasiyla olusturulan havuzun inhibisyon goriintiisii. (Marker (M)
- Susam bantlar1 (S) — Hashas antijeni ile muamele edilmis serum (HI) -
Hashas bantlar1 (H) - Susam antijeni ile muamele edilmis serum (SI))
Western Blot yontemiyle tespit edilen 10-15 kDa ve 22 kDa, 28 kDa,
yaklasik 30 kDa, 40 kDa, 45 kDa molekiiler agirliktaki susam bantlarinin
kismen inhibe oldugu, 15-25 kDa araligindaki ve 40 kDa molekiler
agirligindaki hashas bandinin ise inhibe olmadig: goriiliiyor.

Deneylerin dogru ¢alistigint gérmek icin alerjisi olmayan saglikli bir bireye
Western Blot yontemini uygulayarak susam ve/veya hashas alerjisinden sorumlu olan

bantlarin bulunmadigi gosterildi. (Sekil 4.19)



48

Sekil 4.17. Saglikli bir kontrole ait Susam ve Haghas bant paternlerinin Western Blot
yontemiyle teshisi. (Marker (M) — Susam bant paterni (S) — Hashas bant
paterni (H)) Saglikli kontrol olarak seg¢ilen bir bireyde susam ve hashas
alerjisine neden olan bantlarin herhangi birinin bulunmadig goriiliiyor.
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5. TARTISMA

Calismamiz sonucunda, susam duyarliligi yaninda provokasyon testi ile
susam alerjisi gosterilen hastalardan olusan Grup 1°deki 6 hastada daha 6nceden
literatiirde tamimlanmus yaklasik 15 kDa, 17 kDa, 45 kDa ve 57 kDa; daha 6nceden
literatiirde tanimlanmamis 80-115 kDa, 65-80 kDa, 65 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 22 kDa,
25-30 kDa araligina denk gelen susama ait oldugunu disiindiigiimiiz proteinlerin
varhigim saptadik. (Sekil 4.2) (Sekil 4.3) (Sekil 4.4) Grup 1’de hashasa karsi1 deri
prick testi ve hashas spesifik IgE pozitifligi bulunmadigindan ve provokasyon
testinde hashasi tiiketebildiklerinden Western Blot analizinde 8 hastanin higbirinde,
hashas alerjenlerine ait IgE reaktif herhangi bir bant paternine rastlanmamustir. (Sekil
4.5) (Sekil 4.6) Yalmz susam alerjisi hastalarindan olusan bu gruba, hasta
serumlarindan esit miktarlarda alinarak bir olusturulan bir serum havuzu 6rneginin
onceden susam alerjeniyle ve hashas alerjeniyle ayri ayr1 inkiibe edilmesi neticesinde
inhibisyon deneyi yapilmustir. (Sekil 4.14) Beklenildigi {izere serum havuzunun
onceden susam alerjen ekstrakti ile inkiibe edilmesi IgE reaktif susam alerjenik
bantlarinin tamamen inhibe olmasina neden olmustur. Hashas alerjeniyle muamele
edilen serum Orneginin bant paternlerinin yogunlugunda bir degisiklik olmadig1 icin

beklenildigi lizere inhibisyon olmadig1 gdsterilmistir.

Susam alerjik ve Hashas sensitize hastalardan olusan Grup 2’deki 5 hastada
daha 6nceden literatiirde tanimlanmis yaklasik 9 kDa, 17 kDa, 45 kDa, 52 kDa ve 57
kDa; daha 6nceden literatlirde tanimlanmamig 80-115 kDa, 65-80 kDa araliginda,
yaklasik 22 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 65 kDa molekiiler agirliginda
susama ait oldugu diisliniilen bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.7) (Sekil 4.8) Grup 2
hastalarinin daha 6nceden literatiirde tanimlanmis yaklasik 17 kDa, 20 kDa, 30 kDa,
40 kDa, 45 kDa; daha dnceden literatiirde tanimlanmamis 50-65 kDa, 35 kDa, 28
kDa, 22 kDa ve 9 kDa molekiiler agirhiginda hashasa ait oldugu diisiiniilen bantlar
belirlenmistir. 9 numarali hastada yaklasik 9 kDa molekiiler agirliginda bir bant
gosterilmis ancak literatiirde haghasa ait bu biiyiikliikkte bir bant bulunmadigindan
hashasin daha 6nce tanimlanmis kiigiik molekiiler agirliklt (3 kDa, 4 kDa, 5 kDa)
proteinlerinden birini bulundurabilecegi distiniilmiistiir. (Sekil 4.9) Western Blot’in

jel yiirtitmesi basamag: farkli tamponlarla yapilabilmektedir. MOPS Buffer, jelin ilk
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sirasina yiikklenen markerin biiyiikk molekiil agirlikli (yukar1) araligini belirgin
acarken, MES Buffer markerin kiiciik molekiil agirlikli (asagi) araligini belirgin
acmaktadir. Calismanin baslarinda MOPS Buffer kullanilmis ancak kii¢iik proteinleri
daha iyi gosterebilme diisiincesiyle MES Buffera ge¢ilmistir. Ayni hastanin MES ve
MOPS Bufferla yapilmis Western Blot goriintiileri arasinda bu anlamda fark
olabildigi anlagilmigtir. Grubun inhibisyon deneyine gore susam alerjeninin yaklagik
20 kDa, 40 kDa, 30-40 kDa ve 50-65 kDa araliginda gosterilen hashas bantlarini
inhibe ettigi, hashas alerjeninin de 35 kDa, 45 kDa ve 52 kDa agirligindaki gosterilen
susam bantlarini inhibe ettigi saptanmistir. Ayni deney sonucunda 15 kDa ve 22 kDa
molekiiler agirhigindaki susam bantlarinin ise inhibe olmadig1 belirlenmistir. (Sekil
4.15) Diger taraftan, bir hastanin hashas bandindan biri (11 numarali hastaya ait 50-
65 kDa araligindaki hashas bandi) grup inhibisyon deneyinde beklenildigi sekilde
goriilmedigi fark edilmistir. Bu nedenle gruptaki tiim hastalara ayr1 ayri inhibisyon
deneyi yapilmast uygun goriilmiis ancak serum Orneklerinin yetersiz olmasi

nedeniyle tek tek inhibisyon yapilamamistir.

Grup 3’teki 6 hastada daha onceden literatiirde tanimlanmig yaklasik 9 kDa,
15 kDa, 17 kDa, 45 kDa ve 57 kDa; daha 6nceden literatiirde tanimlanmamig 80-115
kDa ve 65-80 kDa araliginda, 65 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 30 kDa, 28 kDa ve
22 kDa araliginda susama ait oldugu diisilinlilen bantlar belirlenmistir. (Sekil 4.10)
(Sekil 4.11) Yine bu grupta hashasa ait oldugu diisiiniilen daha once literatiirde
tanimlanmis yaklagik 14 kDa, 17 kDa, 25 kDa, 45 kDa molekiiler agirliginda ve daha
onceden literatiirde tanimlanmamais yaklasik 9 kDa ve 28 kDa molekiiler agirliginda
bantlar tespit edilmistir. (Sekil 4.12) Serum 6rneklerinin dnceden hashas ve susam
alerjeniyle ayr1 ayr inkiibe edilerek susam ve hashas arasindaki ¢apraz reaksiyonu
belirlemek i¢in yapilan inhibisyon deneyleri neticesinde 10-15 kDa, 22 kDa, 28 kDa
araligindaki, 30 kDa, 40 kDa, 45 kDa molekiiler agirliktaki susam bantlarinin kismen
inhibe oldugu; 15-25 kDa araligindaki ve 40 kDa molekiiler agirligindaki hashas
bantlarinin ise inhibe olmadigi belirlenmistir. (Sekil 4.16) Bu grup i¢in hashas
alerjeninin susam antikorlarin1 kismen inhibe ettigi, susam alerjeninin ise hashas

antikorunu inhibe etmedigi yorumu yapilmistir.
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Hashag alerjenlerinin, literatiirde protein ailesi belirtilmediginden hastalarin

sonuglar1 kDa degeriyle yazilabilmistir.

Deneylerin kontrolii olarak saglikli oldugu diisiiniilen (susam, haghas spesifik
IgE ve deri testi pozitifligi bulunmayan) bir hastaya Western Blot yontemi

uygulanmis neticesinde herhangi bir bant paternine rastlanmamistir. (Sekil 4.17)

Grup 1 hastalarinda tespit edilen daha once literatiirde tanimlanmis 15 kDa ve
17 kDa molekiiler agirhigindaki bantlarin biiyiikliik itibar1 ile Oleosin grubu
alerjenlerden Ses 1 4 ve Ses 1 5 oldugu diisiiniildii. Ses 1 4 bu gruptaki hastalarin
%12,5” inde (1/8 hasta) gortliirken; Ses i 5 %25’inde (2/8 hasta) goriilmiustiir. 45
kDa molekiiler agirhiginda, biiytiklik itibar1 ile Vicilin benzeri Globulin protein
ailesinden Ses i 3 oldugu diisiiniilen bant bu gruptaki hastalarin %25’inde (2/8 hasta)
belirlenmigtir. Bu grupta rastlanan ve literatiirde tanimlanmig diger alerjenik protein
bandi olan 11S Globulin protein ailesinden Ses i 7 (57 kDa) ise hastalarin %50’sinde
(4/8 hasta) tespit edilmistir. Grup 1°de belirlemis oldugumuz ancak literatiirde
tanimlanmamus yaklagik 22 kDa molekiiler agirligindaki bant hastalarin %50’sinde
(4/8 hasta), yaklasik 40 kDa molekiiler agirligindaki bant hastalarin %62,5’inde (5/8
hasta), 65-80 kDa araligindaki bant hastalarin %37,5’inde (3/8 hasta), 80-115 kDa
aralifindaki bant hastalarin %50’sinde (4/8 hasta), yaklasik 35 kDa molekiiler
agirhigindaki bant hastalarin %25’inde (2/8 hasta), 25-30 kDa araligindaki bant
hastalarin %12,5’inde (1/8 hasta), 65 kDa molekiiler agirligindaki bant hastalarin
%12,5’inde (1/8 hasta) gozlenmistir.

Grup 2 hastalarinda tespit edilen daha once literatiirde tanimlanmig buyuklik
itibari ile 9 kDa molekiiler agirligindaki bant1 2S Albumin protein ailesinden Ses i 1;
17 kDa molekiiler agirligindaki bantin Oleosin protein ailesinden Ses i 4; 45 kDa
molekiiler agirligindaki bantin Vicilin benzeri Globulin protein ailesinden Ses i 3;
52 kDa ve 57 kDa molekiiler agirligindaki bantin 11S Globulin protein ailesinden
Ses 16 ve Ses i 7 oldugu diisiiniilmektedir. Ses 1 1 bu gruptaki hastalarin %20’sinde
(1/5 hasta), Ses i 4 hastalarin %40’1nda (2/5 hasta), Ses i 3 hastalarin %40’inda (2/5
hasta), Ses 1 6 hastalarin %60’inda (3/5 hasta), Ses i 7 hastalarin %40’inda (2/5

hasta) gosterilmistir. Bu grupta belirlemis oldugumuz ancak literatiirde yer almayan
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susama ait oldugu disiiniilen yaklasik 22 kDa ve 28 kDa molekiiler agirhigindaki
bantlar hastalarin %60’inda (3/5 hasta), yaklasik 25 kDa, 30 kDa ve 65 kDa
molekiiler agirligindaki bantlar hastalarin %20’sinde (1/5 hasta), yaklasik 40 kDa
molekiiler agirligindaki bant hastalarin %80’inde (4/5 hasta), 65-80 kDa araligindaki
bant hastalarin %60’inda (3/5 hasta), 80-115 kDa araligindaki bant hastalarin
%40’1inda (2/5 hasta) gosterilmistir. Grup 2’nin hashasa ait oldugu diisiiniilen daha
once literatiirde tanimlanmis yaklagik 17 kDa, 20 kDa ve 40 kDa molekiiler
agirligindaki bantlar1 hastalarin %20’sinde, yaklasik 30 kDa molekiiler agirligindaki
bant hastalarin %40’inda (2/5 hasta), yaklasik 45 kDa molekiiler agirligindaki bant
hastalarin %80’inde gosterilirken; daha Once tanimlanmamis hashasa ait oldugu
diistiniilen yaklasik 9 kDa, 22 kDa, 35 kDa, 50-65 kDa ve 80-115 kDa araligindaki
bantlar hastalarin %20’sinde (1/5 hasta), yaklasik 28 kDa molekiiler agirligindaki
bant hastalarin %40’inda (2/5 hasta) gosterilmistir.

Susam ve hashas arasindaki ¢apraz reaksiyonu belirlemek i¢in Western Blot
ve inhibisyon deneyleri, 3. grupta bulunan 6 hastaya uygulandi. Grup 3 hastalarinda
tespit edilen daha once tamimlanmis olan biiyiikliik itibart ile 9 kDa miilekiiler
agirligindaki bantin 2S Albumin grubu alerjenlerden Ses i 1, 15 kDa ve 17 kDa
molekiiler agirligindaki bantlarin Oleosin grubu alerjenlerden Ses 1 5 ve Ses 1 4, 45
kDa molekiiler agirligindaki bantin 7S Vicilin benzeri Globulin grubu alerjenlerden
Ses i 3, 57 kDa molekiiler agirligindaki bantin 11S Globulin grubu alerjenlerden Ses
1 7 oldugu diisiiniilmektedir. Ses i 1 bu gruptaki hastalarin %16,6’sinda (1/6 hasta),
Ses i 5 hastalarin %50’sinde (3/6 hasta), Ses i 4 hastalarin %33,3’linde, Ses i 3 ve
Ses i 7 ise hastalarin %50’sinde (3/6 hasta) goriilmiistiir. Bu grupta belirlemis
oldugumuz ancak literatiirde tanimlanmayan susama ait oldugu diisiiniilen yaklasik
28 kDa, 30 kDa, 35 kDa, 40 kDa, 65 kDa ve 80-115 kDa araligindaki bantlar
hastalarin %33.3’linde (2/6 hasta), yaklasik 50 kDa ve 65-80 kDa araligindaki bant
hastalarin %16,6’sinda (1/6 hasta), yaklasik 22 kDa molekiiler agirligindaki bant
hastalarin %50’sinde (3/6 hasta) tespit edilmistir. 3. Grubun hashasa ait oldugu
disiiniilen daha Once literatiirde tanimlanmis 14 kDa ve 45 kDa molekiiler
agirhigindaki bantlar1 hastalarin %50’sinde (3/6 hasta), 17 kDa ve 25 kDa molekiiler

agirhigindaki bantlar1 hastalarin %33,3’iinde gosterilirken; daha 6nce tanimlanmamis
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9 kDa ve 28 kDa molekiiler agirligindaki bantlar1 hastalarin %16,6’sinda (1/6 hasta)

gosterilmistir.

Yukarida bant paternleri tartisilan 20 hastanin susam bantlarina bakildiginda
literatiirde tanimlanmis bantlarin yanisira, heniiz tanimlanmamis farkli biiyiikliikte
bantlar da gosterilmistir. Calisma hastalarimizin, susama ait oldugu diisiiniilen bu
farkli biiyiikliikteki proteinlere karsi antikor olusturdugunu tahmin etmekteyiz. Bu

bantlarin gelecekte susamin komponentleri arasinda yer alacagi kanisindayiz.

Alerjenler tzerine uluslararasi bir terminoloji komitesi, susamdaki 3 proteini,
(Ses 1 1, Ses 1 2, Ses i 3) alerjen olarak belirlemesine ragmen mevcut ¢alismalar
susam tohumunda ¢ok daha fazla IgE baglayici protein varligini gostermektedir. Ses i
2 baslica ¢oziiniir protein olarak bilinmektedir ve toplam proteinin yaklasik %25’ini
olusturmaktadir (47). Toplam proteinin yaklagik %25 i oldugu bilinen Ses i 2
proteinini higcbir hastamizda saptayamadik. Diisiik kDa molekiiler agirliga sahip
proteinlerin jelde tutulmasinin zor oldugu bilinmektedir. Calismamiz kapsaminda
yapilan provokasyon testi sirasinda susam ile anafilaksi geciren hastalarimizda dahi
Ses i 1 ve Ses i 2 proteinlerini gosterememis olmamiz bu nedene baglanmustir.
Tohum depolama proteinlerine ait olan 2S Albuminleri, 6zellikle metiyonin ve
sistein agisindan zengin proteinlerdir. Bu Albuminlerin genleri, metiyonin igerigini
arttirmak i¢in soya faslilyesi ve aci bakla gibi baklagillere aktarilmis sonucunda
tohum depolama proteinleri gucli alerjenler olarak tanimlanmigtir. Alerjenik
proteinlerin, aminoasit sekansi bilinen alerjenlerinkiyle karsilastirilmasi proteinin
varsayilan alerjenligi hakkinda ipucu saglayabilmektedir. Bilinen alerjenlerin sekans
analizi 6nemli olup homoloji (benzerlik), capraz reaktiviteye neden olabilmektedir.
Susam proteinleri iceren gidalara maruziyet sonucu olusan spesifik IgE’yi saptamaya
yonelik yapilan bir aragtirmada 28 denekten yalnizca 6’sinda 20-25 kDa ve 30-35
kDa araliginda bant gézlenmis olup yapilan analizler bu proteinlerin susamin kiiciik
alerjenleri  oldugunu dogrulamistir (67). Yetiskinlerde provokasyon testi ile
dogrulanan susam alerjisini tahmin etmede SPT spesifik IgE ve diger klinik
parametrelerin degerlendirilmesinin yapildig1 bir ¢caligmada negatif spesifik 1gE ve
SPT diizeyleri olmasina ragmen bildirilmis anafilaksilerin olmasi endise verici olarak

goriilmiistiir. Susam testlerinin zayif duyarliligi, test maddelerindeki 1lgili
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alerjenlerin bulunmamasindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Leduc ve
arkadaslar1 Ses i 4 ve Ses i 5’1 major alerjen olarak tanimladilar ve Oleosinlere
duyarliligin daha siddetli sistemik reaksiyonlara neden oldugunu belirttiler. SPT lerin
diisiik performansi, ekstraktlarda Oleosinlerin azlhigina bagli olarak degismistir
seklinde agiklamada bulunmuslardir. Susam kavruldugunda proteinlerinin alerjenitesi
degistirebileceginden tahinle SPT yapilmis ancak farkli sonu¢ elde edilemedigi
belirtilmistir (48). Bir ¢alismada 2 farkli markaya ait susam ekstrakti SPS-PAGE
yontemiyle analiz edilmistir. Bihlmann ve Allergopharma marka susam tohumu
ekstrakti arasinda niceliksel olarak Biihlmann markada 12 protein fraksiyonu,
Allergopharma marka susam tohumu ekstraktinda ise yalnizca 5 protein fraksiyonu
tanimlanabilmistir. 2 farkli ekstrakt arasindaki bant yogunlugundaki kalitatif fark,
protein ekstraktsiyonu ve saflastirmadaki farkliliklardan veya test edilen alerjen
ekstraktinin farkli biyolojik aktivitesinden kaynaklanabilmektedir denilmistir (68).
Hastalardaki IgE reaktif allerjenik bantlarin western blot yontemiyle arastirildigi
diger calismalara kiyasla bu tez c¢alismasinda literatiirde yer almayan bantlar
belirlenmistir. Bunun nedenlerinden birinin de kullanilan allerjen ekstraksiyon
yontemimizin etkin bir metod olmasindan kaynaklandig1 diistinilmistiir. Kanny ve
arkadaglar1 susam testlerinin zayif hassasiyetinin Oleosinleri ortadan kaldiran bir
islemden kaynaklandigin1 tahmin etmektedirler (69). Spesifik IgE dizeyi Olculerek
susam alerjisi teshisi, ekstraktlara veya major alerjenlere dayanmaktadir. Ancak bu
diger gidalara gore daha yiiksek bir oranla negatif sonuclara yol acar. Oleosinler, yag
vicut (body-oil) stabilize edici proteinler olup hidrofobik olmalari nedeniyle su bazl
oziitlerde eksik olabilmektedir. Siddetli reaksiyon gecirenler de dahil olmak iizere
susam alerjisi olan hastalarin %30’una kadar1 ticari mevcut tanisal kitlerle teshis
edilememektedir. Oleosinlerin, duyarli hale getirilmis susam alerjisi hastalarinin
%]17’sinde acikca taninabildigini ancak susam ekstrakti ve Ses 1 1 ile
karsilastirildiginda 6zellikle saptanabilir IgE duyarliligi olmayan hastalarda ek tanisal
degeri olmadigi gosterilmistir (70). Western analizi neticesinde taradigimiz 20
hastanin 15’inde Ses i 4 veya Ses i 5 (Oleosin protein ailesinden) proteinlerini
saptadigimiz i¢in kullanilan ekstraktin igeriginde Oleosin bulundugu yorumunu
yapabilmekteyiz. Sekil 3.5’e gore hazirlanan alerjen ekstraksiyonun protein miktari

ol¢iildiigiinde total miktarin yiiksek oldugu belirlense de igeriginde hangi cesit
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proteinlerin oldugu ve hangi proteinden ne kadar bulundugu bilinmemektedir.
Yapilan Coomassie Blue boyama yontemiyle (Sekil 4.1) ekstraktlardaki protein
igcerigi gosterilmek istenmistir. Susam ve hashasa ait kiigiik proteinler (Ses 1 1, Ses i
2) jel boyama yontemiyle ne yazikki gosterilememistir. Susam alerjisinin major
alerjenin kiicilk molekiiler agirlikta, hashas alerjisinin major alerjeninin biiyiik
molekiiler agirlikta oldugu bilinmektedir. Bu ayrim hashag igerigindeki kiigiik
proteinlerin gosterilememis olmasi hashas alerjik hastalar agisindan daha az sorun
teskil edebilecekken, susam igerigindeki kii¢iik proteinlerin gdsterilememis olmasi
alerjinin teshisinde problem yaratabilecektir. Ses i 1’in ve Ses i 2’nin susam
alerjisinin teshisinde ¢apraz reaksiyonu ve alerjiden sorumlu asil besini belirlemede
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Fermente edilmis ve fermente edilmemis susama
SDS-PAGE yontemi uygulanmis fermentasyondan sonra susam alerjenlerinin kiguk
peptitlere indirgendigini gdstermislerdir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
genetik modifikasyon ve 1sil islem gibi yontemlerle alerjenlerin kontroli
bildirilmistir. Ancak Ses i 1 ‘in yapisal olarak ¢ok kararli bir yapida oldugu ve 1sil
islemlerle bozulmadig: bilinmektedir. Susam fermentasyonu antioksidan ve biyoaktif
bilesikleri arttirmakla kalmayip alerjenligi de etkili bir sekilde azaltmaktadir (71).
Agir alerjik hastalarda tiliketilebilecek yeterli susam miktarinin saptanmasi ig¢in
poliklonal antikorlara duyarli ve spesifik bir ELISA olusturulabilecegiyle ilgili
caligmalar yapan bir aragtirmada siyah ve beyaz susam ekstraktinda bulunan tiim ana
protein bantlarinin iyi reaksiyon gosterdigi belirtilmistir. Yalniz 20-60 kDa
araliginda bulunan siyah susam ekstraktindaki proteinlerin daha az reaktif oldugu
gozlenmistir (51). Belirtilen bu kigilk fark nedeniyle susam ekstrakti hazirlanirken
kahverengi susam tercih edilmistir. ABD’de susam alerjisi olan 20 hasta ile yapilan
bir calismada 1gE’nin susam tohumu proteinlerine 7-78 kDa araliginda baglandigini
saptadilar. Orneklemi 12 Fransiz hastasindan olusan bir calismada 14-25 kDa
araligindaki proteinlerin 6nemli 1gE baglayici proteinler oldugu goézlemlenmistir.
Susam alerjisi olan 32 kisilik bir Fransiz popiilasyonunda 15-17 kDa Oleosin olarak
bilinen iki 6nemli susam alerjeni tanimladilar. 2S Alblmin ve Oleosinlerin Western
Blotta yiiksek reaktivite gosteren bantlar olarak belirlendigini ve bu nedenle Sesi 1,
ve Ses i 4’in reaktiviteye neden olan allerjenler oldugunu diislindiiklerini

belirtmislerdir (51). Calismadan elde edilen verilerle Oleosinlerin, 7S Vicilin benzeri
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Gobulinin ve 11S Globulinin haghas alerjeniyle inhibe oldugu tespit edilmistir. Beyer
ve arkadaslarmin bir ¢alismasinda susam alerjisi hastalarinin ¢ogunun 7S ve 11S
Globulinlere belirgin IgE baglanmasi sergiledigini, Ses 1 2’yi ise yalnizca %30
oraninda baglandigim kanitladilar (72,73). 10 Italyan susam hastasinda Pastorello ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise hasta serumlar1 2S Albumine karsi
pozitiflik gosterdiler (74). Asero ve arkadaslarinin 2014 yilinda 10 susam alerjisi
hastalarla yaptig1 bir calismasinda tiim hastalarin yaklasik 20 kDa molekiiler
agirh@inda bir susam alerjenine karsi 1gE reaktivitesi gosterdigini bildirdiler. Ek
olarak 7’sinin 32 kDa molekiiler agirliginda olduk¢a yiiksek IgE reaktivitesi
gosterdigini, 7’sinin 28 kDa molekiiler agirliginda bir alerjene reaksiyon gosterdigini
ancak 6’sinda reaksiyonun nispeten daha zayif oldugunu bildirdiler. 8 hastanin 48
kDa molekiiler agriliginda ve 5 hastanin da 67 kDa molekiiler agirliginda IgE
reaktivitesi oldugunu agikladilar. 2 serumun yaklasik 43 kDa’da reaksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Yalnizca 2 hastanin 2S Albuminlere karsilik gelen bolgeyi tanidigi
aciklanmistir (75). Italyan hastalarda belirlenen 32 kDa, 48 kDa, 43 kDa, 20 kDa, 28
kDa, 67 kDa molekiil agirligindaki susam bantlarinin, ¢alismamiz kapsamina alinan
bazi hastalarimizda gosterilen bantlarla (yaklasik 22 kDa, 28 kDa, 35 kDa, 40 kDa,
45 kDa ve 65 kDa molekiiler agirhigindaki bant) benzer bantlar olabilecegini tahmin
etmekteyiz. Bu calisgmada yer alan 19 susam provakasyon testi pozitif olan
hastalarimizin % 52,6’sinda (10/19 hasta) Asero ve ark g¢alismasindaki 20 kDa
bandina yakin olan yaklasik 22 kDa biiyiikliigiindeki bant, % 36,8’inde (7/19 hasta)
yaklasik 28 kDa biiyiikliiglindeki bant, %Z21’inde (4/19 hasta) Asero ve ark
calismasidaki 32 kDa yakin olan yaklasik 35 kDa biiyiikliigiindeki bant, Italyan
hastalardaki 43 veya 48 kDa bantlarin yakin olan 40kDa bant hastalarimizin %
57,8’inde (11/19 hasta) ve 45kDa bant hastalarimizin % 26,3inde (5/19 hasta) tespit
edilmistir. 1gE immiinblotlar1 {izerindeki bantlara karsilik gelen proteinlerin
tanimlanmasi, tohumlarda birka¢ tohum depolama protein varyant1 bulundugundan
ve cesitli alerjenler ve bunlarin fragmanlart immiinblotta benzer pozisyonlarda
goriinebileceginden karmasik olabilmektedir (76). Susam alerjisinin teshisinde
reaksiyon olasiliginin tahmin edildigi 90 ¢ocuk hastadan olusan 2019°da yayimlanmis
bir ¢alismada Ses 1 1 spesifik 1gE diizeyi 6l¢limii, pozitif OFC’yi1 tahmin etmede
SPT’den daha etkili oldugu bulunmustur. Calismada SPT igin ticari olarak satilan
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yalnizca tek g¢esit Urlin kullanilmasin1 (baska bir ticari susam ektrakti ile
denenememesini), Ses i 1-spesifik 1gE’nin mevcut klinik kullaniminin az olmasini

calismanin kisitliliklar1 arasinda géstermislerdir (77).

Yalnizca birka¢ calisma hashas tohumu alerjenleri yer almaktadir. Hashas
tohumuna duyarli hastalardan alinan 11 serumdan 10’u major alerjen olarak kabul
edilen 45 kDa’daki proteine baglanma gosterdi. Hashas tiikettikten birka¢ dakika
sonra anafilaksi geciren bir hastada 46 kDa molekiiler agirliga sahip baska bir alerjen
daha sonraki bir ¢alismada gosterilmistir (8). Calismaya dahil edilen ve hagshas
alerjisine sahip olan 12 hastanin 5’inde (10, 11,12,13,15, 16 ve 19 numarali hastalar)
hashasin major allerjeni olan 45 kDa molekiiler agirliktaki allerjen proteinine
baglanma tespit edilmistir. Hashas tohumuna karsi reaksiyon yalnizca agizdan
olmamaktadir, inhalasyon yoluyla da olabildigi bilinmektedir (78). Hashas tohumu
iceren yiyeceklerin tiikketilmesinden sonra advers reaksiyon gosteren 11 hastanin
serumuna yapilan IgE immiinblotlama ile; 11 hastanin 10’u 45 kDa proteine, 4’1 34
kDa proteine, 5’1 17 kDa proteine, 5’1 14 kDa proteine, 3’li 5 kDa proteine ayrica 20,
25, 30, 40 kDa proteine IgE baglanmalari saptanmistir (9). Sekil 4.16’da Western
Blot yontemiyle 34 kDa molekiiler agirliga karsilik gelen bir bant paterni gosterilmis
istelik bu bantin inhibisyon deneyiyle susam alerjeni tarafindan inhibe oldugu

g6zlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Susam ve/veya hashas alerjisi olan 20 hastaya yapilan Western Blot ve
inhibisyon deneyleri neticesinde yalniz susam alerjisi olan 1. Grubun hastalarinda
hashas SPT ve spesifik IgE pozitifligi goérilmemesinden dolayr susam bant
paternlerinde inhibisyon gdzlenmemistir. Provokasyon testi sonucuna gore susam
alerjisi olup hashas toleran grupta (Grup 2) susama ait oldugu diisiiniilen yaklasik 35
kDa, 45 kDa, 52 kDa molekiiler agirlikli bantlarin hashas alerjenleri tarafindan, 20
kDa, 30-40 kDa ve 50-65 kDa araligindaki hashas bantlarinin susam alerjenleri
tarafindan inhibe edildigi anlasgilmistir. Yaklasik 15 kDa ve 22 kDa molekiiler
agirhigindaki susam bantlarinin ise inhibe olmadigi tespit edilmistir. Hem susam hem
hashas alerjisi hastalarindan olusan 3. grupta ise hashas antijenlerinin hastalardaki
susam antikorlarina baglanmasi neticesinde 10-15 kDa araligindaki, 22 kDa ve 28
kDa, 30 kDa, 40 kDa ve 45 kDa molekiiler agirligindaki bant paterninin
yogunlugundaki kismi azalmadan dolay1 inhibisyon vardir seklinde yorumlanirken,
susam antijenlerinin ise hashas antikorlarina baglanmadigi bant paternlerinin
yogunlugunda bir degisiklik olmamasindan anlasilmis olup inhibisyon goriilmemistir

seklinde yorumlanmustir.

Capraz reaksiyonun tespit edilmesi, gida alerjisinin teshisi agisindan bir
kilometre tagin1 temsil etmektedir. Buna ragmen hem klinikte hem de arastirmalarda
hala bosluklar bulunmaktadir. Ozetle; giiclii alerjenlerin belirlenip karakterize
edilmesi ve bunlarin etki mekanizmasinin anlasilmasi onemlidir ¢tinkii bu alerjenler
islemlerden sonra alerjenligini devam ettirebilir ve kii¢lik miktarlar bile anafilaksiye
neden olabilmektedir. Alerjenlerin enzimatik ve 1s1l islemlere karsi direncinin ve

epitoplarin bilinmesi, alerjiyle miicadele icin fayda saglamaktadir.
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