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OZET

Doktora Tezi

BADEM VE FINDIKTAKI ALERJEN PEPTIDLERIN PROTEOMIKS TEKNiGi
KULLANILARAK TESPITI VE ISIL ISLEM SONRASI ALERJENLERIN
STABILITESININ ARASTIRILMASI

Nurcan AYSAR GUZELSOY

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Yasemin SAHAN

Gida alerjisi tiiketilen besinlere karsi bagisiklik sistemi tarafindan gosterilen asiri
duyarlilik reaksiyonudur. Findik, badem gibi sert kabuklu meyveler saglik tizerine olumlu
etkilerinden dolay1 beslenmede Onemli bir yere sahip olmakla birlikte gida alerjisi
reaksiyonlarina neden olabilmektedir. Giintimiizde gida alerjisinin 6nlenmesinin tek yolu
kisilerin alerjen igeren gidalar1 tiiketmekten kag¢inmasidir. Tiim Onlem ve yasal
diizenlemelere ragmen yanlis etiketlenme sonucu geri ¢agirma veya capraz bulagsmis
iriinlerde alerjenlerin tespiti gida giivenligi agisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Bu
sebeple gidalarin alerjen maddeler yoniinden incelenmesi; iirlin gilivenilirliginin
saglanmasi ve tiiketici sagliginin korunmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

Bu c¢alismada, findik ve bademdeki alerjen proteinlere ait peptid dizilimlerinin
proteomiks teknigi kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Kavrulmamis findik ve
badem Ornekleri; protein ekstraksiyonu ve enzimatik parcalanma iglemleri sonrast sivi
kromatografisi kuadropol ugus zamanl kiitle spektrometresi (LC-Q/TOF/MS) ile analiz
edilmistir. Analiz sonrasi elde edilen kiitle spektrumu verileri veri tabanlarinda
incelenerek findik ve bademdeki alerjen peptid dizilimleri tespit edilmistir. Alerjen
peptidlerin 1s1l islem sonrasi stabilitelerinin aragtirilmasi amaciyla 130°C, 150°C,
170°C’de on bes ve otuz dakika kavurma islemi uygulanmis olup, kavurma islemi sonrasi
stabilitesini devam ettiren ikiser adet peptid dizilimi gidalardaki findik ve badem
alerjenlerinin tespit edilmesi igin marker olarak secilmistir. Kek ve dondurma
orneklerinde findik ve badem alerjenlerine ait marker peptid dizilimleri i¢gin mimimum
tespit seviyesi 10 ppm olarak belirlenmistir. Calismada ayrica iilkemizde yetistirilen
onemli findik ve badem g¢esitlerinde alerjen proteinlerde farklilik olup olmadig:
incelenmis ve alerjen kompozisyonu agisindan c¢esitler arasinda fark bulunmazken,
marker olarak belirlenen peptid dizilimlerinin konsantrasyonlarinda gesitler arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir. (p<0.01).

Anahtar Kelimeler: Gida alerjisi, LC-Q/TOF/MS, proteomiks, badem, findik

2021, ix + 130 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF ALLERGEN PEPTIDES AND THEIR HEAT STABILITY
USING PROTEOMICS IN ALMOND AND HAZELNUT

Nurcan AYSAR GUZELSOY

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Yasemin SAHAN

Food allergy is a hypersensitive reaction of the human immune system to consumed food.
Although tree nuts such as hazelnuts and almonds have an important place in nutrition
due to their positive effects on health, they can cause food allergy reactions. Today, the
only way to prevent food allergy is to avoid consuming foods containing allergens.
Despite all precautionary and legal regulations, misleading recall and detection of alerts
in cross-contaminated products pose significant risks in food security. For this reason,
investigation of allergens in food products is important in terms of ensuring food safety
and protecting consumer health.

In this study, it is aimed to determine the peptide sequences of allergenic proteins in
hazelnut and almond using proteomics technique. After protein extraction and enzymatic
digestion, unroasted hazelnut and almond samples were analyzed by liquid
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-Q/TOF/MS). Mass
spectrum data were searched in the databases and allergen peptide sequences were
determined for almond and hazelnut. To investigate the thermal stability of allergen
peptides, almond and hazelnut samples were roasted at 130°C, 150°C, 170°C for 15 and
30 minutes and two heat resistant peptides were selected to detect hazelnut and almond
allergen in food samples. The analysis of spiked cake and ice cream samples gave limit
of detection of 10 ppm for almond and hazelnut. Additionally variations of allergen
peptides were investigated in various hazelnut and almond varieties growing in Turkey.
Although no difference found in allergen composition of different varieties, concentration
of marker peptides in hazelnut and almond varieties were found statistically different
(p<0.01).

Key words: Food allergy, LC-Q/TOF/MS, proteomics, almond, hazelnut

2021, ix + 130 pages.
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1. GIRIS

Alerji; ¢esitli kimyasal, polen, ev tozu veya gida bilesenleri gibi ¢evremizde bulunan ve
zararli olmayan maddelere karsi, bazi duyarli kisilerde olusabilen asir1 duyarlilik
reaksiyonu veya bagisiklik sisteminin anormal bir yanit1 olarak tanimlanmaktadir (Ring
2005). Insan viicuduna giren ve kanda kendine 6zgii bir karsit madde olusturan yabanci
maddelere “antijen” adi1 verilmektedir ve alerjik reaksiyonlara neden olan antijenler
"alerjen™ olarak adlandirilmaktadir. Alerjen olarak adlandirilan bu antijenler solunum
yoluyla, deri, agizdan ya da enjeksiyon ile viicudumuza girebilmektedir. Antijene karsi
olusturulan kars1 maddeye ise “antikor’” adi verilmektedir. Alerji toplumda birg¢ok kisiyi
etkileyen dnemli bir sorundur. Yapilan arastirmalar {ilkelere gore farklilik gostermekle
birlikte alerji goriilme sikliginin %7,5-40 arasinda degistigini gostermektedir (Warner ve
ark. 2006).

Gida alerjisi ise bazi gidalarda bulunan bazi proteinlere karsi bagisiklik sistemi tarafindan
verilen immiinolojik bir reaksiyondur. Hassas biinyeli bireylerin bagisiklik sistemleri,
gidalarda bulunan ve cogunlukla zararsiz olan maddelere karsi alerjik reaksiyon
gosterebilmektedir. Gida alerjilerinin belirtileri bagirsak sisteminde, dil, dudak gibi temas
noktalarinda veya tiim viicutta goriilebilmektedir (Johansson ve ark. 2001, Koksel ve ark.
2011). Olas1 alerjik reaksiyonlar arasinda alerjik nezle, astim, kardiyovaskiiler
bozukluklar, carpinti, nefes darligi, kusma, ishal, ciltte tahris, dudaklarda, dilde ve agizda
kasinti, bas agris1 gibi rahatsizliklar yer almaktadir (Nakamura ve Teshima 2013,

Hoffmann-Sommergruber 2016).

Toplumlarin beslenme aligkanliklarina gore iilkelerde besin alerjisi goriilme siklig1 da
degisiklik gostermektedir. Inek siitii, tavuk yumurtasi, kabuklu deniz iiriinleri, soya
fasulyesi, bugday ve kabuklu yemisler alerjik reaksiyonlara sebep olan gidalarin basinda
yer almaktadir (Monaci ve ark. 2010, Petrulakova ve Valik 2015, Hoffmann ve ark.
2017). Findigin (Corylus avellana L.) sebep oldugu alerjik reaksiyonlara findiktaki farkli
proteinler sebep olabilmektedir. Badem de ekonomik ve saglik agisindan 6nemli bir besin
olmasma ragmen, findiga benzer sekilde bazi kisilerde immiinolojik reaksiyonlari

tetiklemektedir (Gaur ve ark. 2008, Jin ve ark. 2009).



Gida alerjisinden korunmanin tek yolu sorun olusturan gida alerjenlerinin alerjik tepki
gosteren kisilerin diyetinden ¢ikartilmasidir. Bu sebeple gidalarin dogru bir sekilde
etiketlenmesi biiyiikk dnem tasimaktadir. Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme ve
Tiketicileri Bilgilendirme Y 6netmeligi’nde gidalarin etiketinde belirtilmesi zorunlu olan
alerjenler 14 grup altinda toplanmistir. Bu yonetmelige gore alerjen bilesen ya da alerjen
islem yardimcilarimin alerjen madde veya {riin adlart  agik bir sekilde

kullanilarak bilesenler listesinde belirtilmesi zorunludur (Anonim 2017).

Gidalardaki alerjen proteinlerin tespitinde kullanilan yontemlerin baginda Polimerize
Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Enzime Bagl Bagisiklik Deneyi (ELISA) testleri
gelmektedir. Ancak bu yontemlerle alerjen analizinde deoksiriboniikleik asit (DNA)
eksikligi ya da isleme sirasinda protein yapisindaki degisikliklerden dolay1 yanlis pozitif
ya da yanlig negatif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu yontemlerdeki sikintilardan
dolayt proteomiks teknigi kullanilarak gidalardaki alerjenlerin tespitine yonelik

calismalar olduk¢a 6nemlidir (Fu ve Maks 2013, Daly ve ark. 2018).

Bu ¢alismada findik ve bademde alerjen peptid dizilimleri proteomiks teknigi kullanilarak
belirlenmis ve iilkemizde ihracat acisindan Onemli olan farkli findik ve badem
cesitlerinde alerjen peptid dizilimleri agisindan farklilik olup olmadigi arastirilmistir. Isil
islemin alerjen peptid dizilimlerine etkisinin incelenmesi amaciyla farkli sicaklik ve
stirede findik ve badem orneklerine 1s1l islem uygulanmis ve 1s1l islem sonras1 varligini
siirdiiren alerjen peptid dizilimleri marker peptid dizilimi olarak belirlenmistir. Bu
dizilimler kullanilarak kek ve dondurma 6rneklerinde findik ve badem alerjenleri tespit

edilmistir.

Calismada yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip LC-QTOF/MS cihazi ile findik ve badem
alerjenlerinin gida orneklerinde tespit edilebilmesi, ELISA ve PCR teknikleriyle
gerceklestirilen alerjen analizinde karsilasilabilecek yanlis pozitif veya yanlis negatif
sonuglarin ortaya c¢ikmasi engellenerek gida giivenilirliginin saglanmasi, tiiketici

sagliginin korunmasi ve ekonomik kayiplarin 6niine gegilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Gida Alerjisi ve Intoleransi

Giinliik tiikettigimiz besinlere bagli ortaya c¢ikan reaksiyonlar istenmeyen besin
reaksiyonlar1 olarak adlandirilmaktadir. Avrupa Alerji ve Klinik Immiinoloji Akademisi
(EAACI), gidalarin sebep oldugu olumsuz reaksiyonlari mekanizmalarina gore toksik ve
toksik olmayan gida reaksiyonlar olarak iki gruba ayirmistir (Bruijnzeel-Koomen ve ark.
1995). Toksik reaksiyonlar; yeterince yiiksek miktarda toksin igeren gidalarin sebep
oldugu reaksiyonlardir. Gidalarda bulunan toksik maddeler gidalarin dogal bileseni

olabilmekte ya da iiretimden tiiketime kadar farkli asamalarda gidalarda olusabilmektedir

(Lattanzio 2020, Bhardwaj ve ark. 2021).

Toksik olmayan gida reaksiyonlar1 ise besinlerin veya besinlerle birlikte alinabilecek bazi
maddelerin, immiinolojik ya da immiinolojik olmayan mekanizmalarla olusturabilecegi
reaksiyonlardir ve iki grup altinda incelenmektedir. Bu reaksiyonlar gida intoleransi ve
gida alerjisi olarak adlandirilmakta olup son yillarda degisen beslenme aliskanliklarimiza

da bagl olarak her ikisinin de goriilme siklig1 artmaktadir (Arican ve Hacimustafaoglu

2002, Turnbull ve ark. 2015).

Gida intolerans1 ya da besin asir1 duyarliligt immiinolojik yani savunma sistemi
aracilifiyla gerceklesmeyen bir asir1 duyarlilik reaksiyonu iken; gida alerjisi gidanin
icerdigi proteinlere kars1 gelisen immiinolojik bir reaksiyondur (Kirsaclioglu ve Ozden
2006, Sapan ve ark. 2013). Besin intoleransi reaksiyonlari sindirilemeyen veya
emilemeyen besin ya da besin bilesenlerinin etkisiyle meydana gelmekte olup laktoz
intoleransi besin intoleranslari arasinda en yaygin olarak goriilen reaksiyondur (Beyerlein
ve ark. 2008). Immiinolojik reaksiyonlar ise savunma sisteminde onemli olan
immiinoglobulin E (IgE) molekiillerinin etkili oldugu reaksiyonlar sonucunda ya da IgE
molekiiliiniin yer almadig1 reaksiyonlar sonucunda da gozlenebilmektedir. Ayrica her iki
mekanizmanin da rol aldig1 reaksiyonlar da alerjiye sebep olabilmektedir (Ho ve ark.

2014). Sekil 2.1°de gida kaynakli reaksiyonlarinin siniflandirilmasi verilmistir.



Gidalara Karsi Gelisen
Reaksiyonlar

Toksik Olmayan
. Toksik Reaksiyonlar
Reaksiyonlar

immiinolojik immiinolojik olmayan
(Gida Alerijisi) (Gida intoleransi)
IgE molekiillerinin IgE molekiiliiniin G0 Farmakolojik

- - - mekanizmanin . .
E
etkili oldugu yer almadigi birlikte gorildiigi nzimatik

reaksiyonlar reaksiyonlar o psikolojik

Sekil 2.1. Gida kaynakli reaksiyonlarinin siniflandirilmasi

2.2. Gida Alerjisi Prevalansi

Son yillarda diger tiim alerjik hastaliklarda oldugu gibi gida alerjisinin goriilme sikliginda
da ozellikle sanayilesmis tilkelerde hizli bir artis goriilmektedir (Hu ve ark. 2010, Obeng
ve ark. 2011, Basera ve ark. 2015). Diinya Alerji Orgiiti (WAO) tarafindan gida
alerjisinin diinya niifusunun yaklagik %2,5'ni etkiledigi kabul edilmektedir ancak bu
veriler %1 ila %10 arasinda degismektedir. Gida alerjisi teshisi yapmak icin farkli
tekniklerin kullanilmasi, ¢alisma metodolojilerinin ¢esitliligi, cografi varyasyon, yas ve
diyetlerdeki farkliliklar gida alerjisi prevalansinin dogru bir sekilde belirlenebilmesini
gliclestirmektedir (Bartra ve ark. 2016, Loh ve Tang 2018, Messina ve Venter 2020).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde bes yasindan kiiciik ¢ocuklarda gida alerjisi prevalansi
Birlesik Krallik'ta %4, Danimarka'da %3,6, Norveg'te %6,8 ve Avustralya'da 12 aylik
bebeklerde %210'dan fazla iken, 4 yasindaki c¢ocuklarda yaklasitk %4 oldugu
goriilmektedir (Venter ve ark. 2006, Eller ve ark. 2009, Kvenshagen ve ark. 2009, Peters
ve ark. 2017).



Almanya’da 0-17 yas araliginda yapilan ¢aligmada prevalans %4,2 olarak tespit edilirken
tilkemizde 11-15 yas grubunda yapilan ¢alismada %0,15 olarak tespit edilmistir (Roehr
ve ark. 2004, Kaya ve ark. 2013). Tayland’da yapilan diger bir ¢alismada 3-7 yas
araligindaki ¢cocuklarda gida alerji prevelansi %1-3,8 araliginda rapor edilirken, Cin’de 2
yas cocuklarinda %7,7 olarak raporlanmistir (Chen ve ark. 2011; Lao-araya ve
Trakultivakorn 2012).

Gupta ve ark. (2019) tarafindan Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 40 443 yetiskin
ile yapilan bir ¢alismada katilimcilarin %10,8’inin gida alerjisi oldugu belirtilmistir.
ABD'de ciddi alerjik reaksiyonlarin %901 sekiz gida veya gida grubu olusturmaktadir.
Bunlar; siit, yumurta, balik, kabuklu deniz {iriinleri, bugday, soya, agac fistig1 ve yer
fistigidir. Silva ve ark. (2016) 18-65 yas araliginda yaptiklar1 calismada ankete
katilanlarin %10,8’inde baslica inek siitii, domuz eti, meyve ve karides olmak iizere farkl

gida alerjlerine sahip olduklarini belirtmislerdir.

Farkli gida veya gida gruplarina kars1 alerji goriilme sikligit da degiskenlik
gostermektedir. Siit alerjisi en sik goriilen gida alerjisidir (Skripak ve ark. 2007, Fiocci
ve ark. 2010). Rona ve ark. (2007) siit alerjisi prevalansmin %1,2-17 iken,
yumurtaninkinin %0,2-7 arasinda oldugunu belirtmislerdir. Zuidmeer ve ark. (2008)
meyve ve sert kabuklu kuruyemislere karsi gida alerjisi goriilme sikliginin %0,1-4,3,
sebzelere kars1 ise % 0,1-1,4 arasinda degisim gosterdigi ifade etmislerdir. Nwaru ve ark.
(2014) sert kabuklu meyvelere, soya ve bugdaya karsi gocuklarda alerji goriilme sikligini
sirastyla %1,8, %4,2 ve %3,9 olarak bildirmistir. ABD’de yapilan bir ¢alismada deniz
tirlinlerine alerji goriilme sikliginin gocuklara (%0,6) gore yetigkinlerde (%2,8) daha

yiiksek oldugu belirlenmistir (Sicherer ve ark. 2004).

2.3. Yasal Diizenlemeler

Gida alerjisinden korunmanin tek yolu sorun olusturan gida alerjenlerinin alerjik tepki
gosteren kisilerin diyetinden c¢ikartilmasi oldugundan, gidalarin dogru bir sekilde
etiketlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Gendel 2012). 1999 yilinda Birlesmis Milletler
Gida ve Tarmm Teskilati (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ortaklasa



kurulan Kodeks Alimentarius Komisyonu tarafindan sekiz gida/gida grubu alerjen olarak
tanimlanmis ve gida etiketlerinde belirtilme zorunlulugu getirilmistir. Bu gidalar “Biiyiik
Sekiz Alerjen” olarak tanimlanmakta ve siit, yumurta, yer fistig1, sert kabuklu meyveler,
balik, kabuklu deniz iiriinleri, bugday ve soyay1 kapsamaktadir (Allen ve ark. 2014).

Ulkelere gore etiketleme zorunlulugu olan gidalar Cizelge 2.1°de verilmistir.

Amerika Birlesik Devleti’ndeki yasal diizenlemeler 2004 yilinda yayimlanan Gida
Alerjen Etiketlemesi ve Tiiketicinin Korunmasi Yasasi ile yapilmistir. Bu yasa kapsamina
giren tiim ambalajli gidalar, 1 Ocak 2006’dan itibaren Gida ve Ilag Idaresi’nin (FDA)
alerjenler listesindeki gerekliliklere uygun sekilde etiketlenmektedir. Alerjen listesinde
yer alan ve etikette gosterilmesi gereken gidalar siit, yumurta, balik, kabuklu deniz
hayvanlari, sert kabuklu meyveler, bugday, yer fistigi ve soya fasulyesidir. Bu yasa ayrica
gida alerjenlerinin kontrolii, izlenmesi ve analiz ile ilgili diizenlemeleri de kapsamaktadir

(Anonim 2004).

Cizelge 2.1. Ulkelere gore etiketleme zorunlulugu olan alerjen gidalar

Gida Kodeks ABD Avrupa Avustralya Kanada Cin Japonya Kore
Alimentarius Birligi
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.
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X
X
X
X
X

Susam
Yumusakcalar

Hardal

.

Kereviz
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Kiikiirt dioksit
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ve siilfitler




Avrupa Birligi’nin EC/2003/89, EC/2007/68 ve EC/ 1169/2011 no’lu direktiflerinde de
alerjen olan gidalarin listesi ve alerjenlerin gida etiketlerinde belirtilmesine dair kurallar
yer almaktadir. Bu direktiflerde alerjen gidalar 14 grup olarak belirlenmis ve Kodeks
Alimentarius Komisyonu’nun Onerileri dogrultusunda her alerjen gida icin kodlar

belirlenmistir (Koeberl ve ark. 2014).

Ulkemizde ise Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Etiketleme ve Tiiketicileri Bilgilendirme
Yonetmeligi’nde gidalarda bulunan alerjenlerin  belirtilmesine dair kurallar
bulunmaktadir. Bu yonetmeligin 9. Maddesine gore alerjen bilesenler veya alerjen islem
yardimcilari ile ilgili bilgilerin gidalarin etiketinde yer almasi zorunludur. Y 6netmelikte
yer alan ve alerji veya intoleransa neden olan maddeler veya tiriinler Cizelge.2.2’de 14

grup altinda listelenmistir (Anonim 2017).

Cizelge 2.2. Alerjen maddeler / iiriinler listesi

1 Gluten iceren tahil ¢esitleri (bugday, ¢avdar, arpa, yulaf, kilgiksiz bugday, kamut veya

hibrit tiirleri) ve tirtinleri

Kabuklular ve tirtinleri

Yumurta ve Uriinleri

Balik ve tirtinleri

Yer fistig1 ve tiriinleri

Soya fasulyesi ve iiriinler

Siit ve siit tirtinleri (laktoz dahil)

| N O O &~ W DN

Yer fistigi, findik ve fistik gibi sert kabuklu meyveler; badem (Amygdalus communis
L.), findik (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), cashew fistig1 (kaju) (Anacardium
occidentale), pekan findig1 (Carya illinoiesis-Wangenh.-K. Koch), brezilya findigi
(Bertholletia excelsa), antep fistig1 (Pistacia vera), macadamia findig1 ve Queensland

findig1 (Macadamia ternifolia) ve bunlarin trtinleri

9 Kereviz ve urtinleri

10 Hardal ve trtinleri

11 Susam tohumu ve triinler

12 Kiikiirt dioksit ve siilfitler, (SO2 cinsinden 10 mg/kg veya 10 mg/L’den fazla)

13 Aci1 bakla ve aci1 bakla urtinleri

14 Yumusakgalar ve iiriinleri




Yonetmelige gore, gidalarin iiretiminde veya hazirlanmasinda kullanilan ve alerjen
listesinde yer alan bilesen ya da islem yardimcilarinin isimleri, bu bilgiyi listenin geri
kalan boliimiinden agikga ayiran bir yazi dizgisi vasitasiyla (6rnegin, punto, stil veya arka
plan rengi araciligiyla) treticiler tarafindan bilesen listesinde vurgulanmak zorundadir.
Gidanin bilesenler listesi yok ise alerjiye veya intoleransa neden olan bilesenler veya
islem yardimcilarina iligkin bilgiler, alerjen madde veya {iriin adlarini takiben “igerir”

kelimesi kullanilarak belirtilmelidir.

2.4. Gida Alerjenlerinin Simiflandirilmasi

Gilintimiizde iki yiizden fazla gidanin alerjiye sebep olabilecegi tespit edilmis olmasina
ragmen toplumda goriilme siklig1 ve sebep oldugu alerjik reaksiyonlarin siddetine bagl
olarak bazi gidalarla ilgili ¢alismalar 6nem kazanmistir (Levik 2010, Sena-Torralba ve
ark. 2020). Cig olarak tiiketilen gidalar alerjiye sebep olabildigi gibi, 6glitme, kurutma,
dondurma, fermantasyon, hidroliz, pastorizasyon, sterilizasyon ve pisirme gibi farkli
prosesler uygulanmis bazi gidalar da alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir (van
Hengel 2007).

2.4.1. Hayvansal kaynakh gida alerjenleri

Alerjiye sebep olan hayvansal gidalarin basinda inek siitli, yumurta, balik ve kabuklu
deniz iiriinleri gelmektedir. Inek siitii alerjisi 6zellikle erken gocukluk déneminde
karsilagilan en Onemli problemlerden biridir (Xiong ve ark. 2021). Kazein, pg-
laktoglobulin, alfa laktalbumin, sigir gamma globiilin ve sigir albliimin inek siitii
icerisinde yer alan en 6nemli alerjen proteinlerdir (Wal 2002, EI-Agamy 2007). Yapilan
caligmalar inek siitii proteini ile keci, koyun siitii ve soya proteinleri arasinda capraz
reaksiyon oldugunu gostermektedir (Ballabio ve ark. 2011, Vidas ve ark. 2014, Cong ve
ark. 2020).

Yumurta da ozellikle ¢ocuklarda alerjiye sebep olan hayvansal gidalarin basinda
gelmektedir (Eggesbe ve ark. 2001, Samady ve ark. 2020). Ovomukoid, ovalbiimin,
ovotransferrin ve lizozim yumurta beyazinda, alfalivetin (Gal d 5), glikoprotein (Gal d



6), apovitilinin 1 ise yumurta sarisinda yer alan ana alerjen proteinlerdir (Bernhisel-
Broadbent ve ark. 1994, Dona ve Suphioglu 2020). Yumurta alerjisi ciltte kizariklik,
kasinti, egzama, ishal veya mide agrisi gibi kisiden kisiye degisen belirtiler

gosterebilmektedir.

Balik ve kabuklu deniz firiinleri tiikketim, deriyle temas ya da kokusunun solunmasi
yoluyla alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir (Ramirez ve Bahna, 2009, Prester
2016). Parvalbumin (Gad ¢ 1) morina baliginda ilk olarak tanimlanan ve bir¢ok balik
tiirlinde tespit edilen ana alerjen hayvansal proteindir (Elsayed ve Aas 1971, Bugajska-
Schretter ve ark. 2000). Parvalbuminler pH degisimlerine, 1s1l ve enzimatik bozulmaya
kars1 dayaniklidir (Untersmayr ve ark. 2007). Parvalbuminlere ek olarak Hamada ve ark.
(2001) yilinda yaptiklari caligmada balik jelatininin de alerjen oldugunu ortaya
koymustur. Tropomiyozin (Pen a 1) ise kabuklu deniz iiriinlerinde ve yumusakgalarda
bulunan alerjen bir proteindir (Faber ve ark. 2017). Bunun yani sira arginin kinaz (Pen m
2) ve miyozin hafif zinciri (Lit v 3) de deniz iirlinlerinde bulunan baslica alerjenlerdir (Yu

ve ark. 2003, Ayuso ve ark. 2008).

2.4.2. Bitkisel kaynaklh gida alerjenleri

Bitkisel gida alerjenleri yapisal ya da islevsel Ozelliklerine gore siiflara
ayrilabilmektedir. Alerjik reaksiyonlara neden olan en yaygin bitki proteinleri
prolaminler, globiilinler ve bitki savunma mekanizmasinda yer alan protein gruplarina ait
olup bitkisel kaynakli gida alerjilerinin % 65’ten fazlasini olusturmaktadir (Breiteneder
ve Radauer 2004). Yaygin olarak goriilen bitki besin alerjenlerine ait 6zellikler Cizelge

2.3’te verilmistir.



Cizelge 2.3. Yaygin olarak goriilen bitki besin alerjenlerinin 6zellikleri

Ana grup Alt grup Fonksiyonu Ornek
2S albiimin Depo proteini Sinal,Berel
Spesifik olmayan LTP Bitki savinma Prup 3, Mald 3
mekanizmasi
Prolaminler ) o
a—amlla;/ e Bitki saviinma Hor v 15, Secc 1
proteaz inhibitorii mekanizmasi
Tahil prolaminleri
Globulinler 7S globulin (visilin) Depo proteini Arah1,Jugr2
11S globulin (legumin) Depo proteini Arah3,Cora9
Betv1 Depo proteini Mald 1, Pruav 1
Profilinler Diizenleyici Mal d 4, Pru av 4
Endokitinazlar Bitki savunma Brar2, Trial8
mekanizmasi
Patogenezile 4 5 g G Kanaz Bitki savunma . <5 Mus xp 1
ilgili proteinler mekanizmasi

Bitki savunma

) Mal d 2, Actd 2
mekanizmasi

Taumatin benzeri proteinler

Kaynak: Hoffmann-Sommergruber ve Mills 2009

Prolaminler

Prolaminler baslica tahillarda bulunan tohum depo proteinleridirler. Prolaminler
genellikle %60-70 (v/v) alkol/su karisiminda ¢oziinmektedir. Glutamin ve prolin amino
asitlerince zengin olup az miktarda lizin ihtiva etmektedirler. Prolaminler, dort ana bitki
besin alerjen grubunu igermektedir. Bunlar sirasiyla; sert kabuklu meyve ve tohumlarinda
bulunan depo proteini 2S albiimin, bitki savunma mekanizmasinda gérev alan spesifik
olmayan lipit transfer proteinleri (nsLTP), tahillardaki a-amilaz/proteaz inhibitorleri ve

tahil prolaminleridir (Hauser ve ark. 2008, Geiselhart ve ark. 2018).

2S albiiminler tohum depo proteinleri olup bitkiye ¢imlenme ve fide biiylimesi i¢in ihtiyag
duyulan besin kaynagini saglamaktadir. 2S albliminler anjiyo, 6dem ve anafilaktik sok
gibi ciddi alerjik semptomlara yol agabilmektedir (Moreno ve Clemene 2008). Brezilya
fistigindaki Ber e 1, cevizdeki Jug r 1 gibi sert kabuklu meyvelerdeki bazi alerjenler ve
susam tohumundaki Ses i 2 alerjeni 2S albiimin grubuna dahildir (Pastorello ve ark. 1998,
Teuber ve ark. 1998, Pastorello ve ark. 2001).
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Spesifik olmayan lipit transfer proteinleri (nsLTP) genis bir lipit spektrumu i¢in hiicre i¢i
ve hiicre dis1 tastyicilar olarak islev gormektedir ve ayrica bitkilerin abiyotik ve biyotik
strese adaptasyonunda rol oynamaktadirlar (Kader 1996, Breiteneder ve Mills 2005). Isi,
sert pH degisimleri ve sindirime dayanikli proteinlerdir, dolayisi ile gidalarin pisirilmesi
sonrasi da alerjik reaksiyon vermeye devam ederler (Asero ve ark. 2001; van Ree 2002).
Seftalideki Pru p 3, elmada Mal d 3 ve kayisidaki Pru ar 3 alerjenleri bu gruba ait olup
Ozellikle Akdeniz bélgesinde yasayan kisilerin maruz kaldigi alerjik reaksiyonlarla

iliskilidirler (Pastorello ve ark. 1999, Pastorello ve ark. 2000).

a-amilaz inhibitorleri bugday ve pirinci de igeren tahillarda bulunmakta olup, bagisiklik
sistemini dogrudan uyarabilen maddelerdir. Tahil tohumlar1 ayrica proteaz inhibitorii
olarak adlandirilan kimyasallar da igerir, bunlar tahillar1 sindirmekle goérevli proteaz
enzimini inhibe etmekte ve insan viicudu tarafindan sindirilmelerine engel olmaktadirlar.
Bugdaydaki alfa amilaz/tripsin inhibitorleri albliminler ve globulinlerden olusan gluten

disindaki fraksiyonu olusturmaktadir (Sagu ve ark. 2020).

Tahil prolaminleri tohumlarin igerisinde bulunan, yiiksek miktarda prolin isimli aminoasit
iceren depo proteinlerdir, tohumlarin ¢gimlenmesinde énemli gorevleri vardir. Bugdayda
gliadin, ¢avdarda sekalin ve arpadaki hordeinler bu gruba girmektedir ve alerjiye sebep
olmaktadir (Schalk ve ark. 2017, Urade ve ark. 2018). Ozellikle bugdaydaki omega-5
gliadin proteini ¢ocuklarda bugday igeren iirlinlerin tiiketiminden ¢ok kisa bir siire sonra
bulanti, karin agrisi, tirtiker gibi klinik semptomlara yol agmaktadir (Palosua ve ark.

2001).

Globulinler

Globulinler sedimentasyon katsayilarina bagl olarak visilin ve legumin olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Visilin ve legumin bazi sert kabuklu meyve ve baklagillerin sebep oldugu
alerjen reaksiyonlarda rol almaktadir (Mills ve ark. 2002). Baklagil tohumlariin asil
depo proteini olan legumin baklanin toplam depo proteinlerinin %75’ini olusturmaktadir.
Findiktaki Cor a 9 alerjeni de legumin ailesine aittir. Amino asit dizileri bakimindan

legumine benzerlik gosteren visilin ise genellikle tek peptid zincirinden meydana gelen
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monomerlerin olusturdugu trimerlerdir ve yer fistifindaki Ara h 1, soyadaki

B- konglisinin 6rnek olarak verilebilir (Shewry ve ark. 1995, Dunwell ve ark. 2004).

Betv1

Bet v 1 Kuzey Avrupa iilkelerinde yaygin bir sekilde yetisen hus agaci (Betula verrucosa)
polenlerinden izole edilen bir proteindir. Hus, cesitli meyve ve sebzeye karsi asiri
duyarlilik ile iliskili polen alerjilerinden birisidir. Bu alerjen, Betula poleni kaynakli
alerjilerin % 90’dan fazla bir kismindan sorumludur (Jarolim ve ark. 1989). Bet v 1 ve bir
bitki tlirevi antijeni arasinda cesitli mekanizmalar araciligi ile ¢apraz reaksiyonlar
meydana gelmektedir. Bet v 1 alerjisi olan kisiler, 6zellikle erik, findik, kivi, havug,
elma, 1spanak ve armut gibi gidalar tiikettiklerinde alerjik reaksiyonlar meydana
gelebilmektedir (Sloane ve Sheffer 2001). Genellikle dudak veya agizda uyusma,
kasinma, rinit, konjunktivit ve ylizde kizariklik gibi semptomlar ortaya c¢ikmaktadir

(Carlson ve Coop 2019).

Profilinler

Profilinler 1-15 kDa molekiil agirligina sahip proteinlerdir. Profilinlerin bitki
hiicresindeki ana rolii sitokinez, sitoplazmik akis, polen tiiplerinin ve kok killarinin
bliylimesi gibi prosesler sirasinda mikrofilamentlerin  yeniden diizenlenmesini
saglamaktir (Ramachandran ve ark. 2000). Genelde agag polenlerine alerjisi olan
hastalarin %10-20'si profiline kars1 alerjik semptomlar géstermektedir. Profilinler 1s1 ve
enzimatik yollarla kolayca denatiire olduklar1 i¢in hafif gida alerjilerine yol agmaktadir
(Jankiewicz ve ark. 1997). Findiktaki Cor a 2, ¢ilekteki Fra a 4, elmadaki Mal d 4, kiraz
Pru av 4, seftalideki Pru p 4 profilini Bet v 2 poleni ile ¢apraz reaksiyona girerek alerjiye
sebep olabilmektedir (\Valenta ve Duchene 1991).

Patogenez iliskili proteinler

Bitki savunma sistemi, biyotik ve abiyotik strese direnmek i¢in ¢ok c¢esitli bilesikler ve
proteinler kullanmaktadir. Patogenez iliskili proteinler mantarlar, bakteriler veya viriisler
gibi patojenler veya olumsuz ¢evresel faktorler tarafindan geligsen enfeksiyonlara karsi bir
bitkide spesifik olarak indiiklenen proteinler olarak tanimlanmaktadir (Breiteneder ve
Radauer 2004).
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Endokitinazlar patojen hiicre duvarimi yikma ve diger antifungal 6zelliklerinden dolay1
bitki savunmasinda 6nemli proteinlerdir. Fungus hiicre duvarinin %60’1m1 olusturan
temel yap1 elemani kitinin hidrolizini katalizlemede gérev almaktadir ve bitkileri patojen
ve bocek zararlilarina karsi korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Avakadoda Pers a 1,
tiziimde Vit v 5, kestanede Cas s 5 alerjenleri ile ¢apraz reaksiyona sebep olmaktadir

(Diaz-Perales ve ark. 2003, Hassan ve Venkatesh 2015).

1,3- $ Glukanaz proteini ise mantar hiicre duvarindaki yapisal (1,3) f-glukani hidrolize
ederek hiicre duvarinin zayiflamasina yol agmaktadir. Mikrobiyel patojenlere kars bitki
savunmasinda 6nemli bir rol oynamakta ve ¢imlenme, meyve olgunlagmasi gibi farkli
proseslerde de gorev almaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar 1,3- S Glukanaz
proteininin énemli bir alerjen oldugunu gostermektedir (Palomares ve ark. 2005). Bu
protein grubuna ait alerjenler domates, muz, incir ve kivide tespit edilmistir. Ayrica zeytin
polen alerjeni olan Ole e 9 da 1,3- f Glukanaz proteini olarak karakterize edilmistir
(Huecas ve ark. 2001).

Taumatin benzeri proteinler ise taumatinin amino asit dizilimi ile benzerlik gostermekte
olup molekiil agirliklar: 20 kDa civarindadir. Isil isleme ve proteolitik bozunmaya karsi
dayaniklidir (Breiteneder 2004). EImadaki Mal d 2, kirazdaki Pru av 2, biberdeki Cap a
1 ve kivideki Act d 2 alerjeni bu gruba aittir (Gavrovi¢-Jankulovi¢ ve ark. 2002, Krebitz
ve ark. 2003).

2.5. Sert Kabuklu Meyvelerde Alerjenler

Yer fistig1, findik, badem ve fistik gibi sert kabuklu meyveler; protein, yag, karbonhidrat,
A, E vitamini ve doymamis yag asitleri bakimimndan zengin gidalardir. Bu meyveler
kabuklu ya da kabuksuz olarak satisa sunulmaktadir. Ayrica ¢ig ve kavrularak tiiketiminin
yaninda gida iriinleri igerisine bilesen olarak da eklenebilmektedirler. Saglik tizerine
olumlu etkilerinden dolay1 beslenmede 6nemli bir yere sahip olmakla birlikte IgE'nin
aracilik ettigi besin alerjisi reaksiyonlarina da neden olabilmektedirler (Mcwilliam ve ark.
2015, Stiefel ve ark. 2017). Sert kabuklu meyvelerde alerjiye sebep olan baslica proteinler

2S albiimin, visilin, legumin ve spesifik olmayan lipit transfer proteinleri olup, bu
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proteinlerin {i¢ boyutlu yapist Sekil 2.2°de verilmistir. Bunlara ek olarak oleosinler ve
taumatin benzeri proteinler de sert kabuklu meyvelerdeki 6nemli alerjenlerdir (Akkerdaas

ve ark. 2003; Zuidmeer-Jongejan ve ark. 2014).

2S albumin (Brezilya fistig1)

§ -

Spesifik olmayan lipit transfer proteini (Findik)

Sekil 2.2. Sert kabuklu meyvelerde bulunan ana alerjen proteinlerin 3 boyutlu gosterimi
(Geiselhart ve ark. 2018)
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2.5.1. Findik alerjenleri

Diinyada tarimsal tiretim agisindan en Onemli ¢esitlerden biri olan findik (Corylus
avellana L.) Betulaceae familyasinin, Coryleae alt familyasina aittir. 2019 verilerine gore
Tiirkiye, Diinya findik iiretiminde 776 000 ton ile birinci sirada olup, onu Italya,
Azerbaycan, ABD ve Cin takip etmektedir (Anonim 2020). Ulkemizde findik basta
Giresun ve Trabzon olmak iizere Ordu, Samsun, Bolu, Sakarya, Zonguldak ve Bartin
illerinde yetistirilmektedir. Ulkemizde yetistirilen findik gesitleri arasinda Tombul,
Cakildak, Fosa, Mincane, Palaz, Uzunmusa, Kargalak, Cavcava, Allahverdi, Karafindik,
Incekara, Sivri, Kalinkara, Aci, Kan, Yass1 Badem, Yuvarlak Badem ve Kus yer
almaktadir. Ayrica bir 1slah programi sonucunda elde edilen Okay 28 ve Giresun Melezi
cesitleri mevcuttur (Balik ve ark. 2015). Toprak Mahsulleri Ofisi Genel Midiirligii 2018
yili Findik Sektor Raporu’na gore iilkemizde kisi basi yillik ortalama findik tiiketimi
1,25-1,50 kg civarindadir. Findik ¢erezlik olarak tiikketiminin yani sira ¢ikolata,
dondurmada, biskiivi, yag ve sekerleme gibi sektorlerde hammadde olarak
kullanilmaktadir (Anonim 2019).

Findik E, B1, B6 vitaminleri, demir, ¢inko, bakir gibi mineraller, protein, lif ve yag
bakimindan zengin bir besin maddesidir. Igerdigi yiiksek orandaki doymamus yag asitleri
nedeniyle, kalp ve damar sistemini olumlu yonde etkilemekte ve kandaki kolesterol
diizeyini azaltarak, kalp ve damar hastaliklarina kars1 koruyucu etki yapmaktadir (Orem
ve ark. 2013).

Saglik ve beslenme agisindan yararli bir besin olmasina karsin findik baz1 kisilerde alerjik
reaksiyonlara neden olabildigi i¢in Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Etiketleme ve Tiiketicileri
Bilgilendirme Yonetmeligi’ndeki alerjen maddeler veya {riinler listesi igerisinde yer
almaktadir. Avrupa’da alerjiye neden olan sert kabuklu meyveler igerisinde findik 6nemli
bir yere sahipken, Amerika’da ise yer fistigi, badem, ceviz ve kajuya bagl alerjik

reaksiyonlar daha sik goriilmektedir (Ortolani ve ark. 2000, Sicherer ve ark. 2003).

Burney ve ark. (2010) Amerika, Avusturalya ve 13 Avrupa iilkesini igeren bir caligmada

aragtirmaya katilanlarin %7,2’sinde findik alerjisi gortildiigii bildirmislerdir. Findik

15



alerjisi gosteren kisilerde bazen yalnizca findiga karsi alerjik reaksiyon tespit edilirken
bazen de hus poleniyle ¢apraz kontaminasyonlar gozlenmistir (Roux ve ark. 2003).
Findigin sebep oldugu alerjik reaksiyonlara findiktaki farkli proteinler sebep
olabilmektedir. Findikta giiniimiize kadar tanimlanmis ve Uluslararas1 Immiinoloji
Dernekleri Birligi (IUIS) alerjen listesinde yer alan 8 alerjen protein grubu (Cor a 1, Cor
a2, Cora8, Cora9, Corall, Coral2, Coral3, Cora 14 ) bulunmaktadir (Anonim
2021).

Cor a 1; 17 kDa agirligina sahip, diisiik pH’larda stabil ve proteolize dayanikli olmakla
birlikte, 1s1l islem uygulandiginda protein yapisi bozularak alerjenitesini kaybetmektedir
(Schocker ve ark. 2000). Cor a 2 (14 kDa), profilin ailesine ait olup polenlerde ve
tohumda bulunmaktadir (Hauser ve ark. 2010). Isil islem uygulamalari ve sindirim

enzimlerine karsi dayanikli degildir (Lauer ve ark. 2008).

Cor a 8 (9 kDa), findiklara karst ciddi alerjik reaksiyonlarla iligkili olan prolamin
ailesinden spesifik olmayan bir lipit transfer proteinidir (Rigby ve ark. 2008). Cor a 8
alerjenine kars1 goriilen semptomlar cografik 6zelliklere gore degismekle beraber Orta ve
Kuzey Avrupa’ya kiyasla Akdeniz Bolgesinde daha ciddi semptomlar goriilmektedir
(Asero ve ark. 2011).

Findikta bulunan diger dnemli gida alerjeni Cor a 9 (59 kDa) ise 11S globulin protein
ailesine aittir (Beyer ve ark. 2002). Isiya dayanikli olup bir¢ok gida isleme yonteminden
sonra stabilitesini korumaktadir (Mills ve ark. 2002). Cor a 11 (48 kDa) de globulin
ailesine ait olan 7S tohum depolama proteinidir (Lauer ve ark. 2004). Cor a 9, bebeklerde
baskin iken Cor a 11 ise yetigkinler arasinda baskin olan bir alerjendir (Verweij ve ark.
2012).

Cor a 12 (17kDa) ve Cor a 13 (14-16kDa) oleosin protein ailesine aittir ve lipit
metabolizmasinda gorev almaktadir (Akkerdaas ve ark. 2006). 2S albiimin protein
ailesine dahil olan Cor a 14 (15-16kDa) ise bitkinin gelismesi igin gerekli besin

maddelerinin depolanmasinda goérev almakta olup 1siya ve sindirime karsi direngli
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oldugundan alerjik semptomlarin tespitinde dnemli bir marker proteindir (Garino ve ark.
2010, Masthoff ve ark. 2013, Pfeifer ve ark. 2015).

2.5.2. Badem alerjenleri

Badem (P. amygdalus Batch., synonim. P. dulcis Miller) Rosaceae familyasinin Prunus
cinsine bagli bir sert kabuklu meyvedir. Anavatani Bat1 ve Orta Asya olup, tilkemizde ise
Ege ve Akdeniz Bolgeleri basta olmak tizere bir¢ok bolgede yetismektedir (Kiiden ve ark.
2014). FAOSTAT 2018 verilerine gore Amerika 1 872 500 ton ile diinya badem
tiretiminde birinci sirada yer alirken Tiirkiye 100 000 ton ile 5’inci sirada bulunmaktadir
(Eldogan 2020). Hac1 Alibey, Akbadem, Dokuzoguz, Giilcan-1, Teksas, Padre, Ferraduel,
Ferragnes, Nonpareil, Ferrastar, Cristomorto c¢esitleri ticari olarak yetistirilen bazi

cesitlerdir (Eldogan ve ark. 2014).

Badem tekli doymamis yag asitleri 6zellikle linoleik ve oleik asit bakimindan zengin,
degerli bir yag kaynagi olarak kabul edilmektedir (Kodad 2011). Ayrica, protein, diyet
lifi, vitaminler, mineraller, fenolik bilesikler ve fitosteroller acisindan da zengindir
(Bolling ve ark. 2011, Yada ve ark. 2011, Fernandez-Cuesta ve ark. 2012). Badem
kavrulmadan ve kavrularak ¢erezlik olarak tiiketilmekte ve bunun yani sira yag, kimya ve

gida sanayinde hammadde olarak da kullanilmaktadir.

Ekonomik ve saglik acisindan 6nemli bir besin olmasina ragmen, bazi kisilerde
immiinolojik reaksiyonlart tetiklemektedir. Sert kabuklu meyvelere karsi alerjik
reaksiyon goriilme sikligr ile ilgili caligmalarda badem genellikle dordiincii sirada yer
almaktadir (McWilliam ve ark. 2015, Elizur ve ark. 2018). Pru du 1, Pru du 2, Pru du
2S albiimini, Pru du 3, Pru du 4, Pru du 5, Pru du 6 ve Pru du-konglutin bademde
belirlenmis olan alerjen proteinleridir. Bu proteinlerden yalnizca dort tanesi, Pru du 3,

Pru du 4, Pru du 5, Pru du 6, IUIS alerjen listesinde yer almaktadir (Anonim 2021).

Pru du 1 (17 kDa) hiicreyi patojenlere karsi koruma ve strese karsi dayaniklilik
gelistirmeden sorumludur ve tek basina genellikle hafif alerjik semptomlara sebep

olmaktadir (Costa ve ark. 2012a). Kaynatma islemi sonrasi konformasyonel epitoplarin

17



yok olmastyla birlikte IgE reaktivitesi ve duyarli kisilerde alerjik reaksiyonlari tetikleme
yetenekleri azalmaktadir (Mills ve ark. 2007).

Pru du 2 (23-27 kDa) taumatin benzeri proteinler ailesine dahil olup, patojenlere ve
ozmotik strese karsi verilen tepkilerde rol almaktadir. 8 disiilfiir kdpriisiine bagh 16
korunmus sistein kalintisinin varligindan dolay1 proteazlara, pH'ya ve 1s1ya karsi gelisen
denatiirasyona ¢ok direnglidir ve gida isleme yontemleriyle yok edilmesi zordur
(Breiteneder 2004).

Pru du 3 (9 kDa) lipit transfer proteinidir ve pH degisimleri, 1s1l islem ve enzimatik
reaksiyonlara kars1 dayaniklidir (Chen ve ark. 2008a). Pru du 4 (14 kDa) profilin ailesinde
yer almakta olup 1sil islem sirasinda stabilitesini kaybetmektedir. Pru du 4 proteininin
kararsiz olmasi1 ve bademdeki az miktarda bulunmasi immiinoblot testlerle tespitini
oldukga zorlastirmaktadir (Tawde ve ark. 2006). Pru du 5 (10 kDa) ise protein sentezinde
gorev almaktadir ve heniiz stabilite ya da sebep oldugu alerjik reaksiyonlarla ilgili

calismalar oldukga kisithidir (Costa ve ark. 2012b).

Amandin veya prunin olarak da adlandirilan Pru du 6 (360 kDa) bademdeki toplam
¢oziliniir proteinlerin yaklasik % 70'ini olusturmakta olup ana badem proteini bilesenidir
(Roux ve ark. 2001, Sathe ve ark. 2002). Pru du 6, toplamda alt1 alt birim igeren bir
heksamerik proteindir ve 350 kDa molekiil agirligina sahiptir. Prunin 90°C’ye kadar olan
11l islemlere kars1 dayanikli olup, daha yiiksek sicakliklarda kismi olarak parcalanmakta
ve ozellikle suyun oldugu ortamlarda stabilitesini 1s1yla birlikte kaybetmektedir (Albillos
ve ark. 2009).

Pru du-konglutin (45 kDa) visilin benzeri 7S tohum depo globiilin ailesine iiye olan ve
badem alerjeni olarak kabul edilen bir proteindir ancak heniiz stabilite ve sebep oldugu
semptomlara yonelik yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (Mandalari ve Mackie 2018,
Zhang ve Jin 2020).

2.6 Gidalardaki Alerjenlerin Tespitinde Kullanilan Yoéntemler

Gidalarda bulunan alerjenleri tespitine yonelik ¢alismalar 6zellikle son yillarda biiyiik
onem kazanmistir. Gida isletmeleri irettikleri {iriinleri mevzuata uygun bir sekilde

piyasaya sunabilmek icin gida iirlinlerinde bulunan alerjenleri etikette bildirilmek
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zorundadir ve bu sebeple gidalarda bulunan alerjenlerin tespit edilebilmesi hem iireticiler
hem de tiiketici saglhigi agisindan olduk¢a onemlidir. Gidalarda bulunun alerjenlerin
tespitinde kullanilan baglica yontemler immiinokimyasal yontemler, DNA yontemleri ve

kiitle spektrometresine dayali yontemlerdir.

2.6.1. immiinokimyasal yontemler

Gidalardaki alerjenlerin belirlenmesinde kullanilan immiinoanalitik yontemler, antijenle
antikor arasindaki spesifik ve duyarli reaksiyonlara dayanmaktadir. En sik kullanilan
yontemler arasinda Enzime Bagli Bagisiklik Deneyi (ELISA), Western blot yontemi ve

immiinokromatografik kart test yer almaktadir.

ELISA testi hem arastirma amagli hem de gida iiretiminde farkli numune matrislerinde
alerjenik bilesenlerin tespiti i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem olup; direkt, dolayli,
rekabet¢i ve sandvig ELISA gibi farkli yontemleri bulunmaktadir (L'Hocine ve ark.
2007). ELISA testinde ilk olarak antijen ya da antikorlar mikrotitrasyon plakalarina
immobilize edilmekte ve ortama antikor ya da antijene bagli olan enzimin reaksiyonunda
renk degisikligi olusturabilecek substrat maddeler ilave edilmektedir. Eklenen substrat,
baglanmis enzim konjugati ile hidroliz oldugunda renkli irtinler ortaya ¢ikmakta ve
olusan renk yogunlugu spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir (Immer ve Lacorn 2015).
En sik kullanilan enzimler peroksidaz, alkalen fosfataz ve beta galaktozidazdir. Ozellikle
sandvi¢ ve rekabet¢i ELISA yontemleri gidalardaki proteinlerin miktarsal tayininde

kullanilmaktadir (Schubert-Ullrich ve ark. 2009).

Peng ve ark. (2014) yumurta alerjeni olan ovalbiimini tespit etmek i¢in olduk¢a hassas
bir sandvi¢ ELISA yontemi gelistirmistir. Alerjene ve gida matrisine bagl olarak tespit
limiti 0,05 ila 10 ppm arasinda degisen gluten, soya, siit, yumurta gibi farkli gida

alerjenlerinin tespiti i¢in kullanilan ticari test Kitleri mevcuttur.
Torok ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada gidalarda ELISA yontemiyle alerjen analizini

etkileyen faktorleri incelemislerdir. Gliadin, siit, yumurta veya soya proteinleri eklenerek

kurabiye hamuru hazirlanmis ve hem hamur hem de pisirilen kurabiyeler ticari olarak
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temin edilebilen ELISA test kitleri ile analiz edilmistir. Sonugta gida matrisinin tiird,
uygulanan islemler ve kullanilan ELISA Kitinin tiiriiniin, geri kazanim sonuglarinin
belirsizliginde rol oynayan ii¢ ana faktér oldugunu belirlemislerdir. Ayrica protein
kaynaklarmin 1s1 stabilitesine bagli olarak, geri kazanim degerlerine 1s1l islemin
etkilerinin de farkli oldugunu ancak arastirilan ELISA testlerinin dogrulugu tizerinde 1s1l

islemin en yliksek etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

ELISA kitleri ile gidalardaki yumurta alerjeninin tespitine yonelik olarak yapilan diger
bir caligmada referans materyal (NIST referans madde (RM) 8445) ve yumurta eklenerek
hazirlanmis ve farkli siirede pisirme islemi uygulanmis kurabiye 6rnekleri farkli ELISA
test kitleri kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan degerlendirmede ELISA test Kitleri ile
elde edilen sonuglarin birimlerinin farkliliginin test kitlerini ve elde edilen sonuglar
kiyaslamada zorluga yol actig1 ve ayrica 1s1l iglem gormiis iirlinlerde geri kazanimlarin

daha diisiik oldugu bildirilmistir (Diaz-Amigo 2010).

Western blot yonteminde ise gida drnegindeki proteinler 6nce Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle molekiil agirliklarina gore 6n
ayrima tabi tutulup; ayrilan proteinlerin membrana aktarimi, bloklama, birincil antikor
uygulanmasi, ikincil antikor uygulanmasi ve goriintiileme basamaklarini kapsamaktadir.
Gidalardaki alerjenlerin Western blot yontemiyle analizi ELISA ydntemine gore daha
diisiik hassasiyete sahip olmasina ragmen ozellikle islenmis gidalarin protein-peptid
profilleri hakkinda ayrintili bilgi edinilmesine olanak sagladigindan diger yontemlerle

birlikte kullanilarak tercih edilmektedir (Sena-Torralba ve ark. 2020).

Chassaigne ve ark. (2009) yer fistigindaki alerjenlerin tespiti i¢in 2D-PAGE, Western blot
ve kiitle spektrometresi teknigini kullanarak Ara h 1, Ara h 2 ve Ara h 3/4 alerjenlerinin
hassas bir sekilde tanimlamasini gerceklestirmislerdir. 2D Western blot ve kiitle
spektrometresi teknigi birlikte kullanilarak bugday alerjenlerinin tespitinin amaglandigi
calismada 2D Western blot teknigi kullaniminin klinik semptomlarla baglantili spesifik
alerjenlerin kesin olarak tanimlanmasina olanak tanidigi ve bugday alerjisi teshisinde

hassasiyeti artirdigi belirtilmektedir (Courtois ve ark. 2020).
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Immiinokromatografik kart testleri diger adiyla kalitatif yanal akis testleri de 6zellikle
gida isletmelerinde alerjen bulasisinin tespitinde tasinabilir olmasi, cihaza ihtiyag
duyulmamasi, hizli ve dogru sonug¢ vermesi sebebiyle tercih edilmektedir (Schubert-
Ullrich ve ark. 2009, Zheng ve ark. 2012). Bu testler gézlem penceresindeki kontrol ve
test cizgilerinde gozle goriilebilen renkli ¢izgi bulunup bulunmamasina gore sonug

vermektedir (Akata ve ark. 2014).

Masiri ve ark. (2016) badem siitii, kaju siitii, hindistan cevizi siitii ve soya siitiindeki
alerjenlerin tespiti i¢in panel tipi ¢oklu immiinokromatografik kart testi gelistirmislerdir.
Ozellikle soya, gliadin, yumurta, siit gibi bircok alerjenin tespitine yonelik ticari kitler

mevcuttur.

Immiinokimyasal tekniklerin uygulanmasinda bazi zorluklarla karsilasilabilmektedir
(Monaci ve ark. 2011, Marzano ve ark. 2020). Fermentasyon sirasinda
mikroorganizmalar proteinleri kismi olarak pargaladigindan fermente gidalarda alerjen
proteinlerin ELISA yontemi ile analiz edilmesinin mimkiin olmadigt bildirilmistir
(Battaglia 2008). Maillard reaksiyonlart gibi muhtemel reaksiyonlardan dolay:1 protein
yapisinda degisiklik olabilmekte ve ELISA ile alerjen proteinlerin tespitinde problemler
yasanmaktadir (Cucu ve ark. 2012a, 2012b). Ayrica farkli antikorlarin kullanilmasi, 6rnek
hazirlama asamasi, test kitlerinde kullanilan birimlerin farkli olmasi ve kullanilan
standartlardaki farkliliklar sonuglar arasinda farkliliklara sebep olmaktadir (Ahsan ve ark.
2016). Coklu alerjen analizi igin olusturulacak kitler yiiksek maliyetli oldugundan
genelde her alerjene 6zel ayri kitler tiretilmektedir (Hoffmann ve ark. 2017).

2.6.2. DNA yontemleri

DNA tespitine dayanan Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR) testleri gidalardaki
alerjenlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Isil islem, pH degisimi gibi uygulamalar
protein yapisini bozarak yanlis negatif sonuglara sebebiyet verirken DNA proteine gére
daha stabildir, ayrica alerjenlerin ekstraksiyonu sirasinda da bozulmaya ugramaz.

Literatiirde alerjenlerin PCR teknigi ile belirlendigi ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.
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Suh ve ark. (2019) domates, elma, seftali ve kivideki alerjen genlerin belirlenmesi igin
PCR yontemi gelistirmislerdir. Yapilan diger bir calismada islenmis et iiriinlerindeki soya
alerjeni 10 mg/kg seviyesinde RT-PCR yontemi kullanilarak belirlenebilmistir (Costa ve
ark. 2017). Ancak bu calismalarda islenmis {irlinlerinde DNA izolasyonu i¢in 6zel
ekstraksiyon yontemleri gelistirilmelidir. ELISA kitlerinde oldugu gibi balik, kabuklu
deniz triinleri, yer fistig1, soya, gluten gibi gida alerjenlerinin tespit edilmesi amaciyla
ticari olarak satisa sunulan PCR kitleri de bulunmaktadir. PCR teknigiyle alerjenler
proteinlerden degil DNA {izerinden dolayli olarak tespit edilmeye ¢alisilmaktadir. Bu
teknikle yumurta ve siit gibi ¢ok az DNA igeren gidalarda yanlis negatif sonuglar elde
edilebilmektedir (Lee ve Kim 2010).

2.6.3. Biyosensorler

Biyosensorler gida giivenligi ve kalitesinin izlenmesinde hizli, tasimabilir, yatirim
maliyeti gerektirmeyen bir yontem oldugundan 6zellikle pestisit kalintilari,
mikrobiyolojik bulasanlar, mikotoksinler ve alerjenlerin analizinde son yillarda tercih
edilmeye baglanmistir (Thakur ve Ragavan 2013, Bas ve Deniz 2015). Optik ve
elektrokimyasal biyosensorler gida alerjenlerinin tespitinde en c¢ok kullanilan

sensoOrlerdir.

Yuan ve ark. (2018) gida iirtinlerinde yer fistig1, susam ve soya alerjenlerinin 0,4 mg/kg
seviyesine kadar tespit edebilen biyosensor gelistirmislerdir. Fu ve ark. (2018) ise
ovalbumin alerjenini tespit etmek amaciyla optik biyosensor gelistirmislerdir. Gelistirilen
biyosensor 0,5 -15 mg/mL araliginda ovalbiimin tespitine olanak saglamistir, ayrica
yumurta beyazinda %99,25-118,90 geri kazanim saglanmistir.  Yapilan diger bir
caligmada gida tirtinlerindeki Sola | 7 domates alerjenini 90 dakikada tespit edebilen bir

elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir (Pereira-Barros ve ark. 2019).

2.6.4. Kiitle spektrofotometresi

Gida matrisinin kompleks yapis1 veya gidanin islenmesi sirasinda meydana gelen yapisal

degisikliklerden dolay1 immiinokimyasal veya DNA esasli tekniklerle alerjen proteinlerin
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tanimlanmasinda bazi1 problemler ortaya g¢ikabilmektedir. Ayrica gida sanayinde yeni
gida formiilasyonlarinin gelistirilmesinin yan1 sira yeni isleme yontemlerinin de
kullanilmaya baslanmasi alerjenler ile ilgili siirekli ¢calismalar yapilmasi zorunlulugunu
da beraberinde getirmektedir. Dogru, hassas ve hizli analitik araglar gidalarda alerjen
kontrolii i¢in giderek daha fazla talep edilmekte olup omik teknolojileri 6zellikle de
proteomiks gida alerjenlerinin tespiti ve miktar tayininde yiiksek dogruluk sagladigindan
son yillarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Carrera ve ark. 2018, Dhondalay ve ark.
2018).

Proteomiks bir organizma, doku veya hiicrede herhangi bir anda bulunan proteinlerin,
izoformlarinin, modifikasyonlarinin, birbirleriyle etkilesimlerinin, proteolik parcalanma
tiriinlerinin ¢esitli ayirma teknikleri kullanilarak tanimlanmasi ve karakterizasyonunu
inceleyen bir bilim dalidir. Gilinlimiizde proteomik teknolojisi, Ozellikle kiitle
spektrometrisi ve ayirma tekniklerindeki 6nemli ilerlemelerden dolay: gida gibi karmasik
matrislerde proteinlerin analizine ve karakterizasyonuna olanak sagladigindan gida
kimlik belirleme, gida giivenilirligi ve kalitesinin belirlenmesine yonelik c¢alismalarda

tercih edilmektedir.

Proteomiks teknigi sahip oldugu yiiksek hassasiyet ve segicilikten dolay1 diger tekniklerin
dogrulanmasi amaciyla ve alerjenlerin ¢oklu tespitinde kullanimi hizla yayginlasan bir
tekniktir (Lu ve ark. 2009). Bu teknik ile proteinler ¢ok biiyiik bir hassasiyetle
tanimlanabilmekte ve dizi analizleri, kisa zamanda, ytliksek bir dogrulukla ve proteinlerin
yapisindan kaynaklanan pek c¢ok smirlamadan etkilenmeksizin yapilabilmektedir
(Hanash 2003, Phizicky ve ark. 2003, Zhu ve ark. 2003). Proteomiks tekniginin

uygulamasi Sekil 2.3’te sematik olarak gdsterilmistir.

23



] o @
e © o
— —
4 . ® o q
Ornek hazirlama/ Enzimatik pargalanma
ok ame-kleri Protein ekstraksiyonu Proteinler e
£ Marker Veritabani LC-QTOF MS
idleri analizi analizi
e peptidlerin
belirlenmesi

Sekil 2.3. Proteomiks tekniginin 6zet gdsterimi

Gida alerjenlerinin tanimlanmasinda, ¢oklu analizinde ve miktarsal tayininde tiglii
kuadrupol, orbitrap ya da ugus zamani kiitle spektrometrisi gibi yiiksek ¢oziintirlikli
kiitle spektrofotometreleri yiiksek cihaz maliyeti ve deneyimli personel ihtiyacina ragmen
tercih edilmektedir (Lopez-Pedrouso ve ark. 2020). Proteomiks teknigi uygulanirken
tiimevarimsal proteomik (Bottom-up) ve timden gelimsel (Top down) proteomik olarak
iki farkli yaklagim kullanilmaktadir (Sekil 2.4).

Tiimden gelimsel proteomiks Tiimevarimsal proteomiks
(Protein Esash Yaklagim) (Peptid Esash Yaklagim)
Jel Bazh Jel Bazh Olmayan
Yaklagimlar Yaklagimlar

J1 iFs

‘ Enzimatik Par¢alanma ‘

‘ Kromatografik Ayrilma ‘

Protein profili Protein fragmanlari
Hedefe Dayali
MS / SIM
MS MS Hedefsiz Tarama Tarama

Alerjenlerin Alerjenlerin
belirlenmesi Alerjen peptidlerin tanimlanmasi/karakterizasyonu belirlenmesi
Miktarsal analizi Miktarsal analizi

Sekil 2.4. Tiimevarimsal ve tiimden gelimsel yontemlerin akis semasi
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Tiimden gelimsel proteomik tekniginde kiitleleri 6l¢iilen intakt proteinlerin molekiiler
agirhiklart standart ile veya protein dizi veri tabanlarinda eslestirilerek tanimlama
yapilmaktadir (Chen 2008b). Bu yontemde MS analizi Oncesi proteinlere enzimatik
par¢alama islemi uygulanmamakta, intakt protein ve bu proteine ait dizilim
incelenmektedir. Basit protein karisimlarinin analizinde tercih edilen bir yontem olmasina
ragmen molekiil agirligi 200 kDa’dan biiyiik molekiillerin analizi zordur (Han ve ark.
2006).

Timevarimsal proteomik teknigi giinlimiizde kiitle spektrometresi tabanli protein
tanimlanmasi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem olup proteinlerin tanimlanmasi, peptidler
izerinden gergeklestirilmektedir. Bu yontemde jele dayali veya kromatografik 6n
aymrimlar ile proteinlerin ekstraksiyon ve saflastirma islemleri gergeklestirilmektedir
(Cosette ve ark. 2012). Jel bazli yaklasimlarda 2-boyutlu jel elektroforezi ya da tek
boyutlu sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilmakta
olup, jelsiz yaklasimlarda iyon degisim kromatografisi, affinite kromatografisi, ters faz
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, membran kromatografisi, yiiksek

performans sivi kromatografisi kullanilmaktadir (Abdallah ve ark. 2012).

Ekstraksiyon sonrasi proteindeki amino asit zinciri gesitli enzimler kullanilarak belirli
noktalarindan kesilmekte ve proteinlerin tanimlanmasi kismi sekans analizine
dayanilarak gerceklestirilmektedir. Tripsin, hem uygun kiitle tayin araligi bakimindan
hem de polipeptid baglarini lizin ve arjinin amino asitlerinden keserek tripsin ile muamele
edilmis olan polipeptidten olusan parcalarin tahmin edilebilir olmasindan dolay siklikla
tercih edilmektedir. Enzimatik parcalanma sonrasi olusan pargalanma triinleri kiitle
spektrometresi ile analiz edilerek elde edilen MS ve MS/MS spektrumlari tarama
motorlar1 aracilifi ile uygun veri tabaninda taratilarak proteinlerin tanimlamasi

yapilmaktadir (Downs ve Johnson 2018).

Proteomiks caligmalarda kullanilan kiitle spektrometreleri ornek girisi, iyon kaynagi,
kiitle analizorii, dedektor ve veri sistemi olmak iizere bes ana kisimdan olusmaktadir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kiitle spektrometresinin ana bilesenleri

Kiitle spektrometresi dncesi kompleks karigimlardaki proteinler genellikle asetonitril gibi
gradient organik ¢oziiciiler ile sivi kromatografisi cihazi kullanilarak ayrilmaktadir.
Ayrim sonrasi 6rneklerden elektrosprey iyonizasyonu (ESI) veya matriks yardimcili lazer
desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) gibi iyonlastiricilar kullanilarak iiretilen pozitif veya
negatif iyonlar, kiitle/yiik (m/z) oranlarma gore ayrilmak iizere kiitle analizoriine
gonderilmektedir. ESI iyonlastirma tekniginde iyonlar atmosferik basing altinda
olusturulurken, MALDI tekniginde ise atmosferik basin¢ veya vakum altinda
olusturulmaktadir. ESI ve MALDI iyonlastirma teknikleri yliksek hassasiyete sahip olup
ozellikle proteinler gibi biiylik, ugcucu olmayan, yiiklii molekiillerin analizinde ve peptid

karisimlarinin analizinde tercih edilmektedir (Mann ve ark. 2001).

Iyon kaynaginda iiretilen iyonlar, kiitle-yiik oranlarina gore; ugus zamanl analizérler,
kuadrapol, iyon tuzakli analizorler, gibi farkli kiitle analizorleri kullanilarak ayrilmaktadir
(Peterson ve ark. 2012). Ugus zamanlh analizorlerde degisik kiitleli iyonlarin ayni
gerilimle hizlandirildiklar1 zaman ayni siirede degisik hizlar kazanmalar1 6zelliginden
yararlanilmaktadir. Ugus tiipiine gonderilen iyonlar burada ugus zamanlarina bagl olarak
kiitle/yiik oranlarina gore ayrilmaktadir. Kuadrapol analizorler ise birbirine paralel ve
karsilikl1 olarak ayni polaritede olan dort silindirik ¢ubuktan olugsmaktadir. Bu ¢ubuklara
uygulanan dogru akim ve radyo frekansi voltaji degistirilerek sadece bazi kiitle/yiik
oranindaki taneciklerin gecmesi saglanarak spektrum elde edilmektedir. Iyon kapani

analizorlerinde merkez elektrot halka; {ist ve taban elektrotlar yarim kiire olacak sekilde
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ti¢ elektrot bulunmaktadir. Bu tuzaga ¢esitli radyo frekans uygulamalari yapilarak tuzakta

biriken iyonlarin se¢imli olarak detektore firlatilmasi saglanmaktadir.

Dedektorde farkli m/z degerine sahip iyonlarin goéreceli yogunluklarina gore verdikleri
bir spektrum elde edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan dedektdr elektron
cogalticilardir. Son olarak veri sisteminde m/z degerlerinin x ekseninde, bagil
yogunluklarinin da y ekseninde yer aldigi pikler seklinde kiitle spektrumu elde
edilmektedir (Thomas 2011). (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6. Ovalbumine ait ELINSWVESQTNGIIR peptidinin MS/MS spektrumu
(Fremout ve ark. 2010)

Peptidlere ait kiitle spektrumlar1 veri tabanlarina yiiklenerek peptidlerin tanimlamasi
yapilmaktadir. MS/MS spektrumlarini pek ¢ok farkli algoritmaya gore veri tabaninda
bulunan ayni proteinin ayni enzimle bilgisayar simiilasyonu ile hazirlanmis teorik kiitle
profilleri  ile karsilastirip sonug¢ lreten g¢esitli yazilimlar  bulunmaktadir.
UniProtKB/Swiss-Prot ve NCBI veri tabanlar1 protein verilerini igeren baslica veri
tabanlari olup bu veri tabanlarindaki bilgilerden faydalanarak tarama yapilmasina olanak
saglayan SEQUEST, MASCOT, X!Tandem gibi farkli yazilimlar mevcuttur. Veri
tabanlarinda tanimlanmis olan peptidlerden gidalarda alerjenlerin belirlenmesine yonelik
belirleyici peptidler secilirken peptidin pargalanma {irlinlerinin tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmasi, giiclii sinyaller vermesi ve alikonma zamanlarinin kararli ve hedeflenen
alerjen i¢in spesik olmasi mutlaka goéz Oniinde bulundurulmasi gereken faktorlerdir

(Johnson ve ark. 2011). Peptidlerin uzunlugunun 7-25 amino asit araliginda
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siirlandirilmasi oncii ve {riin iyonlarin kiitle araligin1 kapsayacak genis bir ¢aligma

aralig1 saglamakta ve segilen peptidlerin se¢iciligini artirmaktadir (Gallien ve ark. 2011).

Proteomiks teknigi kullanilarak gidalardaki alerjenlerin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda bazen tek bir proteine ait peptid alerjenlerin tespitinde marker olarak
secilirken bazi ¢aligmalarda ise farkli proteinlere ait birden ¢ok peptid dizilimi marker
olarak segilmektedir. Shefcheck ve Musser (2004) yaptig1 ¢alismada dondurmaya eklenen
yer fistigina spesifik alerjenlerin tespiti amaglanmistir. LC-MSMS kullanilarak Ara h 1
yer fistigima 6zgii alerjen olarak tespit edilmistir. Daha sonra Ara h 1 alerjeninin

dondurma matriksinde 10 mg/kg seviyesinde belirleyebilmislerdir.

Pedreschi ve ark. (2012) biskiivilerdeki eser diizeydeki yer fistig1 alerjenlerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Biskiivideki proteinin SDS-PAGE ile ayrilmasi sonrasi
enzimatik pargalama gerceklestirilmis ve LC-QTOF/MS cihaz1 ile analiz edilerek
MS/MS spektrumlar1 elde edilmistir. Elde edilen spektrumlar MASCOT programi
yardimiyla Swiss-Prot veri tabaninda analiz edilmistir. Yapilan ¢alismada biskiivilerdeki
yer fistig1 alerjeninin 10 mg/kg seviyesinde tespit edilmesi amaciyla Ara h % alerjenine
ait AHVQVVDSNGNR ve SPDIYNPQAGSLK peptid dizilimleri marker olarak

belirlenmistir.

Ansari ve ark. (2012) findiga 6zgii marker peptid dizilimlerinin LC-MS/MS ile tespitini
hedeflemisler ve Cor a 8, Cor a9 ve Cor a 11 findik alerjeni i¢in ilk olarak 8 adet marker
peptid dizilimi tespit etmiglerdir. Daha sonra peptidlerin segiciligini kontrol etmek
amaciyla BLAST programi kullanmislar ve peptid dizilimlerinden birinin diger sert

kabuklu meyvelerde de bulundugunu belirlemislerdir.

Planque ve ark. (2016) siit, kazein ve peynir alt1 suyu, yumurta (beyazi ve sarisi), soya
fasulyesi ve yer fistig1 alerjenlerinin kompleks gida matrikslerinde proteinlerin tripsinle
parcalama ve saflastirma sonrasi UHPLC-MS/MS ile tespitini amaclamislardir.
Calismada ¢ikolata, dondurma, domates sosu ve biskiivi matrisleri secilerek alerjen
proteinlerin minimum tespit edilme diizeyleri belirlenmistir. Alerjen proteinlerin tespit

limitleri kazein (0,5 mg/kg), peynir alti suyu (5 mg/kg), yumurta beyazi (3,4 mg/kg),
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yumurta sarist (30,8 mg/kg), soya (5 mg/kg) ve yer fistig1 igin 2,5 mg/kg olarak

belirlenmistir.

2.7. Gida Isleme Proseslerinin Alerjenler Uzerine Etkisi

Cogu gida alerjeni, molekiil agirhigi 10 ila 70 kDa arasinda degisen, proteolitik
reaksiyonlara, 1s1 ve asit islemlerine karsi stabil olan suda ¢6ziiniir glikoproteinlerdir
(Sicherer ve Sampson 2010). Bu alerjenik proteinler gida isleme sirasinda degisikliklere

ugrayabildiginden, gidalarin alerjenitesinde degisikliklere sebep olabilmektedir.

Gidalara kalite ve giivenilirligini artirmak, bozulma siirecini yavaglatmak, uzun siire
giivenli bir sekilde depolayabilmek, tiiketiciler i¢in daha saglikli, lezzetli gida
alternatifleri sunmak amaciyla cesitli isleme yontemleri uygulanmaktadir. Giineste
kurutma, 1s1l islem, tuzlama, tiitsiileme, dondurma ve konserve yapma gibi geleneksel
isleme yoOntemlerinin yaninda pastdrizasyon, sterilizasyon, basingli pisirme, kizilotesi
isleme, mikrodalga isleme, modifiye atmosferde ambalajlama, sprey kurutma,
ultrasonifikasyon gibi modern yontemler de giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Gida
isleme prosesleri sirasinda isleme yontemi ve uygulama parametrelerine bagli olarak
gidalardaki proteinlerin alerjen Ozellikleri degisiklige ugrayabilmektedir (Sathe ve
Sharma 2009).

2.7.1. Isil islem uygulamalari

Gidalara 1511 islem uygulanmasi ile birlikte peptid baglarimin hidrolizi, disiilfit baglarinin
yeniden yapilandirilmasi, denatiirasyon ve karbonhidrat, lipit gibi diger bilesenlerle
etkilesimlerin olmasi gibi farkli reaksiyonlar gerceklesmektedir. Isil iglem proteinlerde
ikincil ve li¢ilinciil yapilarin bozulmasina da neden olmakta ve tiim bu reaksiyonlar alerjen
peptidlerin bazilarmi1 yok ederek ya da yeni etkilesimler sonucu farkli alerjenlerin
olusmasina sebebiyet vererek gidalarin alerjen Ozelliklerinin azalmasina ya da

alerjenitenin artmasina neden olmaktadir (Wal 2003, Jimenez-Saiz ve ark. 2015).
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Ayrica 1s1l islem sirasinda proteinler seker ve aminoasitler gibi diger gida bilesenleriyle
etkilesime girebilmekte ve Maillard reaksiyonlari gibi farkli reaksiyonlara sebep
olmaktadir. Maillard reaksiyonlar1 gidada bulunan serbest amino asitlerin, proteinlerin
veya peptidlerin serbest amino gruplari ile indirgen sekerler veya lipit oksidasyon tirlinleri
arasinda gerceklesen ve enzimatik olmayan kahverengilesme reaksiyonlaridir. Maillard
reaksiyonu sonucunda pisirilen gidalarda cesitli aroma bilesikleri olusarak gidanin
duyusal 6zellikleri gelismektedir ancak bu reaksiyon sirasinda alerjen ozelliklerinde de
degisimler meydana gelebilmektedir. Sekerler ile etkilesim, proteinlerin {igiinciil yapisini
degistirebilmekte, boylece konformasyonel epitoplarmi degistirebilmekte, yeni IgE
baglanma bolgeleri yaratabilmekte, alerjenik yapiyr maskeleyebilmekte veya 6nceden
mevcut olmayan bolgeleri agiga ¢ikarabilmektedir (Maleki ve Hurlburt 2004).

Literatiirde, 1s1l islem sonrasi farkli gida alerjenlerinin stabilitesinin degerlendirildigi
calismalar mevcuttur. Uygulanan 1s1l islem tiirli, sicaklik, 1s1l islem siiresi, pH gibi
faktorler alerjen proteinlerinin fizikokimyasal 6zelliklerinde degisikliklere sebep
olabilmektedir. Ancak, 1s1l islemin proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri {izerine
olan etkileri ile ilgili belirsizlikler 6zellikle alerjen proteinlerin tespiti ile ilgili metotlarin

olusturulmasini zorlastirmaktadir (Parker ve ark. 2015).

Chassaigne ve ark. (2007) kavrulmamis ve 140°C’de kavurma islemi uygulanmis yer
fistiginda Ara hl, Ara h2 ve Ara h 3 alerjenlerinin degisimini LC-QTOF MS ile
incelemisler ve bu alerjene ait 1s1l islem sonras1 da stabilitesini devam ettiren bes peptid

dizilimini marker olarak belirlemislerdir.

Van Boxtel ve ark. (2008b) Brezilya cevizi ekstraktlarini farkli pH (2, 5, 7) seviyelerinde
120 °C'ye kadar sicakliklarda 1sittiklarinda, Ber e 1 alerjeninin yiiksek 1s1 direncine sahip
oldugunu ancak c¢ok diisik pH’larda 80 °C’de bile denatiire oldugunu ortaya
koymuslardir. pH degisimi ile birlikte protein yapisinda meydana gelen degisiklikler 1s1ya
kars1 duyarlilikta da degisime sebep olmaktadir.

Antep fistig1 alerjenitesinin sicakliga bagl degisiminin incelendigi calismada, kuru

kavurmanin IgE baglanma kapasitesine etkisinin olmadigi, buharla kavurmanin ise
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sicakliga bagli kaynaklanan protein kiimelenmesinden dolay1 IgE baglanma kapasitesinde

diisiise sebep oldugu bildirilmistir (Noorbakhsh ve ark. 2010).

Cabanillas ve ark. (2014) cevizlere uygulanan basing ve sicakligin Jug r 4 ceviz alerjenine
etkisini immunoblot testlerle incelemislerdir. 256 kPa, 138°C basing ve sicaklik
uygulamasinin Jug r 4 ceviz alerjenine IgE’ nin baglanma kapasitesini azalttigini ortaya

koymuslardir.

Sudha ve ark. (2016) bugday ununa 30 dakika atmosferik basingta buhar uygulamasi
gerceklestirmisler ve ELISA testi sonuglarina gore gliadin alerjeni sonuglarinda %40’ ik

bir diisiis tespit etmislerdir.

Ayrica 1s1l  islemle Dbirlikte Maillard reaksiyonlarina bagli olarak alerjen-
spesifik IgE diizeylerinde diislis oldugunu gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Taheri-
Kafrani ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada inek siitii alerjeni olan Beta-Laktoglobulinin
(B-Lg) lineer epitoplarini Maillard reaksiyonu sonucu modifiye ederek IgE baglama

kapasitesini diislirdiglinii belirlemislerdir.

Yer fistig1 alerjenleri olan Ara hl ve Ara h2’nin Maillard reaksiyonu sonrasi
alerjenitesinin arttigin1 gosteren bazi ¢aligmalar da bulunmaktadir (Chung ve Champagne
2001; Gruber ve ark. 2005). Nakamura ve ark. (2005) kurutulmus deniz {iriinlerinin
Maillard reaksiyonu sonrasi alerjenitesi iizerine yaptiklart ¢alismada kabuklu deniz
tirtinleri olan tropomiyosinin IgE baglama kapasitesinin arttigini belirtmislerdir. Clare ve
ark. (2007) ise Maillard reaksiyonu sonrast yer fistigt Orneklerinin IgE baglama

kapasitelerinin kontrol drneklerine benzer oldugunu ortaya koymuglardir.

2.7.2. Yiiksek hidrostatik basin¢ (HHP)

Yiiksek hidrostatik basing (HHP) uygulamalar1 gidalarda bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar1 yok ederek gidalarin raf dmiirlerini arttiran ve gidalarin renk, lezzet
ve besin degeri gibi 6zelliklerinde minimum degisiklige sebep olan bir yontemdir. HHP;

basinca, sicakliga ve kimyasal kosullara bagli olarak proteinin biyolojik islevinin kismen
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veya tamamen inaktivasyonuna yol acabilmektedir. Elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimler kovalent olmayan baglarda degisikliklere sebep olmakta ve bu durum
proteinlerin yapilarinda tersinir veya geri dondiiriilemez degisikliklere yol agmaktadir
(Meyer-Pittroff ve ark. 2007). HHP uygulamasi gidalardaki alerjen proteinlerin yapisini

degistirerek alerjenitede degisime sebep olmaktadir.

Yamamoto ve ark. (2010), 100 MPa iizerindeki HHP uygulamasinin baslica sigir
alerjenlerinden biri olan sigir y-globulinin ti¢linciil yapisinda bir degisiklige yol agtigini
ve alerjenitesinin azaldigin1 gostermistir. Ancak HHP uygulamas tiim gida alerjenlerini
farkli sekilde etkilemektedir. Yapilan bazi ¢aligmalar 300-600 MPa’lik uygulamanin
havug, yer fistigi ve domatesteki ana alerjenlerde herhangi bir degisiklige sebep
olmadigini gostermektedir (Germini ve ark. 2007; Heroldova ve ark. 2009; Johnson ve
ark. 2010).

HHP uygulamasinin 1s1l islemle birlikte uygulandig: bir calismada elmadaki 1s1ya karsi
stabil olan Mal d 3 alerjeninin 700 MPa, 115 °C uygulama sonras1 IgE baglama kapasitesi
azalmistir (Husband ve ark. 2011). Buna karsin diger bir ¢alismada elmadaki ana
alerjenlerden biri olan Mal d 1’in 1s1l islemle birlikte uygulanan HHP uygulamasi sonrasi

alerjenitesini korudugu ifade edilmektedir (Fernandez ve ark. 2009).

2.7.3. Vurgulu elektrik alan (PEF)

PEF uygulamasi ile gidalara saniyeden daha kisa siirelerde 20-50 kV/cm gibi yiiksek
elektriksel alan siddetlerinde elektrik vurgulart uygulanarak, gidalarin ve
mikroorganizmalarin  hiicre  zarlarmin  mekaniksel olarak parcalanmasi  ve
mikroorganizmalarin inaktive edilmesi saglanmaktadir. Boylece gidalarin besin igerigine
zarar vermeden duyusal 6zellikleri yiiksek ve raf dmrii uzun gidalar iiretilebilmektedir.
PEF uygulamalar1 gidalarin alerjenitesinin azaltilmasi1 amaciyla da kullanilmaktadir
ancak PEF uygulamalarmin gidalardaki alerjen proteinler {izerine etkisiyle ilgili

caligmalar oldukga kisithdir.
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Tobajas ve ark. (2020) PEF uygulamasinin seftalideki ana alerjenlerden biri olan Pru p3
tizerine etkisini arastirmiglar ve 25 kV/ecm 50°C’de PEF uygulamasi sonucunda Pru p3
alerjenininin denatiire oldugunu ELISA testi ile tespit etmislerdir. Ancak in vitro yapilan
testlerde PEF uygulamasinin Pru p3 alerjeninin IgE molekiiliine baglanma kapasitesini
etkilemedigini ortaya koymuslardir. Bu sebeple PEF uygulamasinin gidalardaki alerjen
proteinleri nasil etkiledigi ile ilgili kesin bir sonuca varamamiglardir. Johnson ve ark.
(2010) ise yer fistig1 ve elma orneklerine 2Hz frekansta 0-35 kV/cm araliginda PEF
uygulamasi gerceklestirmis ancak bitki alerjenlerinde herhangi bir modifikasyon

gbzlemlememislerdir.

2.7.4. Fermantasyon

Gidalar tat, yapi, besin degeri ve raf Oomriiniin iyilestirilmesi amaciyla; bitkisel ve
hayvansal kokenli iirlinlerin dogal florasinda bulunan c¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan veya fonksiyonel mikroorganizmalari i¢eren starter kiiltiir ilavesi ile fermente
edilmektedir. Fermente gida tiriinleri, biyoaktif peptidler ve fenolik bilesikler bakimindan
zengin olup, antioksidan aktiviteleri yiiksektir (Rizello ve ark. 2012, Tamang ve ark.
2016). Fermantasyon sirasinda dogrusal ve konformasyonel epitoplarin modifikasyonu
veya pargalanmasi yoluyla gidalardaki alerjen proteinlerde degisiklikler meydana

gelebilmektedir.

Siit proteinlerinin Lactobacillus ile fermantasyonu B-Lg ve a-La alerjenitesini azaltmakta
ve IgE baglama kapasitesini diisiirmektedir (Yao ve ark. 2015). Lactobacillus bulgaricus
ve Lactobacillus helveticus suslarinin birlikte kullanilmasiyla ger¢eklesen fermantasyon
sonucunda da suslarin tekli olarak kullamildig1 fermantasyona gore B-Lg ve o-La

alerjenitesinde azalma meydana gelmistir (Bu ve ark. 2010).

Soya siitiiniin Lactobacillus helveticus ve Enterococcus feacalis suslari tarafindan
fermantasyonunun, iki ana soya alerjeni olan Gly m 5 ve Gly m 6 alerjenlerine karsi
hastalarin IgE immiinoreaktivitesinin azaldigini gostermektedir (Meinlschmidt ve ark.
20164, Biscola ve ark. 2017).
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Yang ve ark. (2018) tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise in vitro ve in vivo
olarak yapilan testler L. casei, maya ve Bacillus subtilis igeren baslangi¢ kiiltiirii ile soya

fasulyesi kiispesinin kati hal fermentasyonu sonucu alerjenitenin azaldigi ifade edilmistir.

2.7.5. Enzimatik hidroliz

Enzimatik hidrolizde esas olarak, proteolitik veya hiicresel enzimlerle alerjenleri
peptidlere ve / veya amino asitlere kismen veya biiyiik 6l¢iide hidrolize ederek dogrusal
epitoplar parcalanmaktadir. Hidroliz sonrasi alerjenite iiretilen peptidlerin tiirii, pH,
sicaklik, hidrolizin derecesi ve enzim-substrat orani gibi islem kosullarina bagli olarak

degismektedir.

Cabanillas ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada alkalaz ve flavourzyme enzimlerini ard
arda ekleyerek ve birlikte kullanarak hidroliz edilen mercimek 6rneklerinin bu enzimleri
tek tek kullanarak hidroliz edilen 6rneklere gore daha diisiik IgE baglama kapasitesine
sahip oldugunu belirtmiglerdir. Hidroliz 1s1l islemle birlikte uygulandiginda alerjen
proteinleri pargalama etkisi artmaktadir. Ornegin siit proteinleri 1s1l islemle birlikte
hidroliz edildiginde B-lactoglobulin alerjenitesinde diistis tespit edilmistir (Peyron ve ark.
2006).

Kulis ve ark. (2012) kaju proteinlerinin pepsin ile par¢alanmasi sonrasi kajunun farelerde
daha diisiik bir alerjenik aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Diger bir ¢alismada da yer
fistiginin tripsin ile hidrolizi sonucu alerjenitenin etkili bir sekilde azaldig: belirlenmistir

(Hazebrouck ve ark. 2012).

Pushpa ve ark. (2018) tarafindan yiiriitiilen caligmada peynir alt1 suyunda B-lactoglobulin
alerjenitesi ELISA testi ile 6l¢iilmiis ve yalnizca 75-125°C araliginda farkl siirelerde 1s1l
islem uygulandiginda antijen konsantrasyonunda maksimum %12’lik bir azalma
bulunurken 1si1l islem ve hidroliz Dbirlikte uygulanan Orneklerde antijen
konsantrasyonunda %50’ye varan diisiis tespit edilmistir. Giliniimiizde hidrolize peynir

alt1 suyu veya kazein kullanilarak iiretilen siit bazli iiriinler basta olmak tizere ¢ok sayida
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hipoalerjenik gida bulunmaktadir ve bu iiriinler siit alerjisi olan ¢ocuklar tarafindan da

tiketilebilmektedir.

2.7.6. Diger 1s1l olmayan islemler

Isinlama, ultrases ve soguk plazma teknolojisi gibi 1s1l olmayan yontemler gidalardaki
alerjen 0Ozellik gosteren proteinlerin yok edilmesi ya da azaltilmasi amaciyla

kullanilmaktadir.

Gida 1sinlama; 1smmlama dozuna, protein konsantrasyonuna, oksijen varligina ve
molekiiler yapiya bagl olarak gida proteinlerinin immiinoreaktivitesinde degisiklikler
yaratabilmektedir. 10 kGy'lik bir isinlama dozu, hem saflagtirilmig Ara h6 alerjeninin hem
de fistik proteini ekstraktinin antijenitesini azaltarak yalnizca %5'lik IgG baglanma

kabiliyeti saglamistir (Luo ve ark. 2013).

Kasera ve ark. (2012) 25 kGy'lik 1ginlama dozu ve kaynatmanin baklagil proteinlerinde
¢ozinlrligl azalttigi ve buna bagl olarak alerjenitenin de azaldigini belirlemislerdir.
Buna karsilik, Gomaa ve Boye (2015) tarafindan yapilan ¢alismada 10 kGy dozunda y-
1sinlamanin bugdaydan yapilan ekmek hamurunun ve makarnanin yam sira yumurta
proteinlerinin (ovalbiimin ve ovomukoid) antijenitesinde 6nemli bir azalmaya sebep

olmadigini bildirmislerdir.

Ultrases uygulamalari; uygulama maliyetinin diisiik olmasi, ¢cevre dostu olmasi, gidanin
tat ve koku gibi duyusal ozelliklerine etkisinin sinirli olmasi sebebiyle kurutma,
sterilizasyon, enzim inaktivasyonu, ekstraksiyon ve homojenizasyon gibi bir¢ok farkli
amaglarla gida sanayinde kullanilmaktadir (Onwude ve ark. 2017). Ultrases uygulamasi
proteinlerin dogal yapisinda, 6rnegin konformasyon degisiklikleri, ikincil yapiya hasar,
diger molekiil ici/molekiiler etkilesimlerin olusumu, disiilfiir bagmin yeniden
yapilandirilmasi gibi bircok degisiklige neden olmaktadir. Buna gore, ultrases alerjenik
Ozellikleri de etkileyebilmektedir ancak uygulanan islemin siddeti, siiresi, ¢evresel

kosullar ve protein yapisina bagl olarak farklilik gosterebilmektedir.
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Yapilan bir ¢aligmada 50°C ve 1.5 saatlik yiiksek siddetli ultrases uygulamasi karides
ekstraktlarinin ve ¢ig karideslerde bulunan baslica alerjen olan Pen a 1'in alerjenitesini

azalttig1 ifade edilmistir (Zhenxing ve ark. 2006).

Li ve ark. (2013) kavrulmus yer fistiginda ultrases uygulamasi sonrasi tripsin ve
kimotripsin ile enzimatik hidrolize tabi tutulmus orneklerde Ara h 1 ve Ara h 2
alerjenlerinin  konsantrasyonunda azalma ve buna bagli olarak IgE baglanma

kapasitesinde diisiis tespit etmislerdir.

Diger bir ¢alismada soya fasulyesi tohumlarina farkli gii¢ seviyelerinde (0-300 W)
ultrases islemi uygulamislardir. Daha sonra 5 giin ¢imlenmeye birakilan tohumlardan en
yiiksek giigte ultrases uygulamasina tabi tutulanlarda IgE baglama kapasitesinde yaklagik
%51,39 azalma tespit edilmistir (Yang ve ark. 2015).

Soguk plazma teknolojisi ozellikle gidalarda bulunan mikroorganizmalarin inaktive
edilmesi, gida ambalaj materyallerinin modifikasyonu, pestisit ve mikotoksinlerin
parcalanmasi gibi amagclarla son yillarda kullanilmaya baslanan bir yontemdir. Maddenin
dordiincii hali olarak da tanimlanan plazma; foton, iyon, elektron, serbest radikaller ve
molekiiller gibi reaktifler icermekte olup proteinlerin yapisinda ve buna bagli olarak

gidanin alerjen 6zelliklerinde degisiklige sebep olabilmektedir.

Tammineedi ve ark. (2013) kazein, B-laktoglobulin ve alfa laktalbumin siit alerjenlerinin
azaltilmasinda soguk plazma uygulamasinin etkinligini arastirmislardir. Kontrol 6rnegi
ve islem uygulanan 6rneklerin SDS-PAGE analizi sonucunda alerjen proteinlere ait jel

bant yogunlugunda ve IgE baglama kapasitesinde 6nemli bir fark tespit edilememistir.

Meinlschmidt ve ark. (2016b) soya alerjeni olan B-konglisinin ve glisinine dogrudan veya
indirekt olarak soguk plazma uygulamis ve soguk plazmanin mevcut protein bantlarinin
yogunlugunun azalmasina, ayrica 50 kDa'da yeni protein bantlarinin olusumuna neden
oldugunu tespit etmistir. SDS-PAGE profilinde protein bantlarinin kaybolmasina paralel
olarak ELISA analizi sirasinda soya proteini orneklerinin immiinoreaktivitesinde %89-

100'e varan azalma tespit etmislerdir.
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Venkataratnam ve ark. (2020) ise yer fistig1 alerjeni olan Arah 1 ve Ara h 2 iizerine soguk
plazma uygulamasmin etkisini incelemisler ve SDS-PAGE ile analizde proteinlerin
¢cOziinlirliiglinde azalma tespit etmislerdir. Ayrica soguk plazma uygulamasi ile alerjen
proteinlerin ikincil yapilart modifikasyona ugrayarak alerjenitede %60’larin tizerinde
azalma belirlemislerdir. Karideste bulunan baslica alerjen olan tropomiyosini hedefleyen
benzer bir arastirmada, 30 kV voltaj ve 60 Hz frekansta 5 dakika dogrudan soguk plazma

uygulamasinin alerjenitede %76 azalma gosterdigi belirtilmistir (Shriver 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Findik ve badem ornekleri

Bu ¢alismada materyal olarak badem (Prunis dulcis L.) ve findik (Corylus avellana L.),
kullanilmistir. Cesitler arasinda alerjen proteinler agisindan farkliliklarin arastirilmasi
amactyla Giresun Findik Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden Tombul, Palaz, Fosa,

Mincane ve Cakildak findik gesitleri temin edilmistir (Sekil 3.1).

Palaz

’;aluldak
Sekil 3.1. Findik ¢esitleri (A: Tombul, B: Palaz, C: Fosa, D: Mincane, E: Cakildak)
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Badem ile ilgili calismalarda Antepfistigi Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin
edilen Nonpareil, Laurenne, Teksas, Ferraduel ve Ferragnes ¢esitleri kullanilmistir (Sekil

3.2).

A ’ A Nonpareil

C ! Teksas D i i Ferraduel

Ferragnes

Sekil 3.2. Badem ¢esitleri (A: Nonpareil, B: Laurenne, C: Teksas, D: Ferraduel,
E: Ferragnes)
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Calismada kullanilan findik ve badem cesitlerine Cizelge 3.1°de belirtilen siire ve

sicakliklarda 1s1] islem uygulamasi yapilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma sirasinda uygulanan 1s1l islem siire ve sicakliklari

Siire (dKk) Kavurma Sicakhg (°C)
130
15 150
170
130
30 150
170

Farkli siire ve sicakliklarda 1s1l islem uygulamasi yapilmis badem 6rnekleri Sekil 3.3te,

findik 6rnekleri ise Sekil 3.4°te gosterilmektedir.

130°C-15 dk ~ 150°C-15 dk

130°C-30dk | 150°C-30 dk 170°C-30 dk

Sekil 3.3. Farkl: siire ve sicakliklarda kavrulan badem 6rnekleri
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130°C-15 dk

150°C-15 dk

170°C-15 dk

130°C-30 dk

150°C-30 dk

170°C-30.dk

Sekil 3.4. Farkli siire ve sicakliklarda kavrulan findik 6rnekleri

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

Asetonitril (%99,9), metanol (%99,9), amonyum bikarbonat (Bioultra, %99,5), dibazik
sodyum fosfat (%99), TRIS (Hidroksimetil) aminometan (%99,9), fosforik asit (Bioultra,
%85), sigir serum albiimini (analitik saflikta), ditiotreitol (%98), iyodoasedamid
(Bioultra), tripsin enzimi (sigir pankreas) ve Bradford belirteci (0,1-1,4 mg/ml protein)
Sigma Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir. Hidroklorik asit (HCI;
%37) ve formik asit (%98-100) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin

alimmustir. Ultra saf su Milli-Q System (USA) cihazi kullanilarak elde edilmistir.

INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1; %98,1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2;
%98,0), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02; %98,4) ve VQVVNENGDPILNDEVR (Pru
du 6.02.01; %98,1) sentetik peptid standartlar1 Biomatik (Delaware, USA, LLC)

firmasindan alinmistir.
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3.2. Yontem

Badem ve findikta bulunan alerjen peptidlerin belirlenmesi ve farkli gesitlerdeki marker
peptid dizilimlerindeki farkliliklarin arastirilmasi amaciyla uygulanan yontem Sekil

3.5’te verilmistir.

Analiz i¢in uygun
ekstraksiyon ¢ozeltilerinin
belirlenmesi

Numunelerin ekstraksiyonu

Enzimatik parcalama
siiresinin optimizasyonu ﬂ

Orneklerin ekstraksiyon sonrasi
LC-QTOF MS cihazinda analizi

|

MS/MS verilerinin Mascot
yazilimina yiiklenmesi ve spesifik
peptid dizilimlerinin belirlenmesi

i

Badem ve findik 6rneklerine farkh
siire ve sicakliklarda kavurma islemi
uygulanmasi

J

Stabilitesini koruyan peptid
dizilimlerinin belirlenmesi

.

Farkh findik ve badem Gida orneklerinde
cesitlerinde marker marker olarak
olarak belirlenen belirlenen
alerjenlerin kantitatif alerjenlerin kalitatif
analizi analizi

Sekil 3.5. Calismada uygulanan yontem
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3.2.1. Protein ekstraksiyonu

Findik ve badem orneklerinde protein ekstraksiyonu ile ilgili calismalarda kullanilmak
tizere bes farkli findik ve badem ¢esidi karistirilip 6giitiilerek findik ve badem numuneleri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu 6rneklerde ilk olarak LECO FP-528 cihazi kullanilarak
AOAC 990.03 (2002) yontemine gore protein tayini yapilarak orneklerdeki azot miktari
belirlenmistir. Orneklerde 6,25 ¢evirme faktdrii kullanilarak protein miktar

hesaplanmustir.

Proteinlerin ekstraksiyonu i¢in en uygun ekstraksiyon ¢ozeltisinin belirlenebilmesi
amaciyla 6n denemeler gergeklestirilmistir. Literatlir taramasi sonrast TRIS/HCI,
amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve 0,01 M HCI tamponlar1 6n denemeler i¢in
secilmistir. Homojenize edilmis ornekten 90 mg tartildiktan sonra lizerine 3 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek 60 dakika vortekste karistirllmigtir. 4000 rpm’de 5 dk
santriflij sonras1 0,45 um’lik PVDF filtrelerden gegirilerek (Millipore Millex-HV, Merck)

ekstraktlar hazirlanmastir.

Badem ve findik 6rneklerinden elde edilen ekstraktlardaki protein miktar1 ise Bradford
yontemine (Kruger 2009) gore yapilmistir. Analizlerde 1 mg/mL sigir serum alblimini
(Merck 112018) farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek 595 nm’ye ayarlanmig
spektrometrede absorbans degerleri okunmus ve kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(Sekil 3.6). Elde edilen standart grafigi kullanilarak orneklerdeki protein derigimi
belirlenmistir.

y =1,1045x + 0,0286

12 R?=0,9968

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbans

0 0,5 1

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.6. Bradford kalibrasyon egrisi
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3.2.2. Bekleme siiresinin optimizasyonu

Calismada proteinlerin peptidler halinde parcalanmasi i¢in tripsin enzimi ilavesi yapilip
37°C’de etiivde bekletme islemi gergeklestirilmistir. Etlivde en uygun bekleme siiresinin
belirlenebilmesi amaciyla 2-24 saat aralifinda etiivde bekletilen Orneklerin LC-
QTOF/MS ile analizi gerceklestirilmis ve farkli siirelerde bekletilen 6rneklerdeki

peptidlerin pik alanlar1 karsilagtirilmistir.

3.2.3. LC-QTOF/MS analizleri i¢in 6rnek hazirlanmasi

200 mM TRIS/HCI (pH=7,5) ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,6058 g TRIS tartilarak ultra
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir. Cozeltinin pH'sinin 7,5 degerine ayarlanmasi 0,1M

HCl ilavesi ve pH metre ile dlgiilerek gergeklestirilmistir.

100 mM ditiotreitol (DTT) ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,15 g DTT tartilarak ultra saf su

ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

100 mM iyodoasedamid (IAA) ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,036 g IAA tartilarak ultra
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Analizden hemen 6nce hazirlanmig ve 1s1ktan

korunmustur.

1 mg/mL enzim ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 1mg tripsin, 1 mL 50 mM amonyum

bikarbonat ig¢erisinde ¢oziilerek enzim ¢dzeltisi hazirlanmustir.

Homojenize edilmis 30 mg 6rnek tartildiktan sonra tizerine TRIS/HCI ¢o6zeltisi eklenerek
vortekste karistinlmigtir. Daha sonra disiilfit baglarinin kirilmasimi kolaylagtirmak
amactyla DTT ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’lik etlivde bekletilmistir. Etiivden alinan
ornek oda sicakligina geldikten sonra IAA ile alkilasyon islemi gergeklestirilmistir.
Ardindan 1 mg/mL tripsin enzimi ilave edilip 37°C’lik etiivde 18 saat bekletilerek
proteinlerin peptidlere par¢alanmasi saglanmistir. Etiivden alinan 6rnekler 4000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilerek LC-QTOF/MS cihazinda analiz edilmistir. Ornek hazirlama

islemine ait ayrintili akis semast Sekil 3.7°de verilmistir.
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[ Ogiitiilmiis ve homojenize edilmis 30 mg drnek tartilir. ]

‘ 1 mL 200mM TRIS/HCI eklenir ve 1 dk vortekste karistirilir. ’

‘ 100 puL 100 mM DTT ¢ézeltisi ilave edilerek 37°C’lik etiivde 20 dk bekletilir.

Oda sicakligina geldikten sonra iizerine 100 puL 100 mM IAA ¢6zeltisi eklenir.
Karanlhkta, oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilir.

‘ Bu ¢ozeltiden 50 pL alinip ayri bir 2 ml’lik ependorf tiipiine aktarilr. ’

‘ Ornek ¢ozeltinin {izerine 50 puL 1mg/mL enzim ¢ozeltisi ilave edilip 37° C'lik etiivde 18 saat bekletilir.

[ Etiiv sonrasi 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek LC-QTOF MS cihazina enjekte edillir. ]

Sekil 3.7. Alerjen peptidlerin LC-QTOF/MS analizi igin 6rnek hazirlama prosediirii

3.2.4. LC-QTOF/MS cihazi ile MS ve MSMS analizleri

MS ve MS/MS analizleri Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Gida Kimlik
Belirleme ve Alerjen Laboratuvari’nda bulunan sivi kromatografisi ugus zamanl kiitle
spektrometresi (LC-QTOF/MS Agilent 6550, Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.8). Ilk olarak tarama modunda drneklerin MS
toplam iyon kromatogramlari, daha sonra da MS/MS modunda kiitle spektrumlar1 elde

edilmistir.
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Sekil 3.8. LC-QTOF/MS cihazi (Agilent 6550)

Analizlerde 4,6x100mm, 2.7y C18 kolon kullanilmigtir. SuL. numune cihaza enjekte
edilmis ve akis hiz1 0,5 mL/dk olarak belirlenmistir. Mobil faz olarak ultra saf su
(%0,1°1ik formik asit ilaveli) ve asetonitril (%0,1’lik formik asit ilaveli) kullanilmistir.
Mobil faz akis programi Cizelge 3.2°de verilmistir. Kolon firin sicakligi 40°C tutularak,
analiz siiresi 23 dakika olarak belirlenmistir. Analizler pozitif iyonlastirma modu
kullanilarak yapilmistir. 121.0509 ve 922.0098 m/z oranina sahip olan iyonlar analizlerde
referans iyon olarak kullanilmistir. LC-QTOF/MS c¢alisma kosullar1 Cizelge 3.3’te

verilmigtir.

Cizelge 3.2. HPLC hareketli faz akis programi

Zaman(dakika) A (%) B (%)
0.0 95.0 5.0
2.0 95.0 5.0
20.0 40.0 60.0
22.0 5.0 95.0
23.0 5.0 95.0
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Cizelge 3.3. Alerjen analizleri i¢in ¢aligma kosullari

LC-QTOF/MS caligma sartlari

Iyon kaynag: ESI

Gaz sicakligt 200°C
Kurutma gaz akisi 14 L/dk
Nebulizer basinci 30 psig
Yardimci gaz sicakligi 350°C
Yardime1 gaz akisi 11 L/dk
Fragmentor voltaji 300V
OCT 1 RF Vpp 750 V
Skimmer voltaj1 65V
Nozzle voltaji 300 V

MS Sartlar1

Kiitle araligi 100-2500 m/z
Tarama hizi 2000 ms/spektrum
MS/MS Sartlari

Kiitle araligi 100-2500 m/z
Tarama hizi 333 ms/spektrum
Izotop modeli Peptid

Findik ve badem ¢esitlerinde Cor a 9.1 (INTVNSNTLPVLR), Cor a 9.2
(VQVVDDNGNTVFDDELR), Pru du 6.02.01 (VQVVNENGDPILNDEVR) ve Pru du
6.02 (ALPDEVLQNAFR) alerjenlerinin kantitatif analizleri i¢in her bir alerjen
standardindan 0,01 mg hassasiyetle 1 mg tartilmis ve ultra saf su ile 1 mL’ye
tamamlanarak 1000 mg/L derisime sahip ana stok standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilerden 40’ar mikrolitre alip 1000 plL’ye tamamlanarak ara stok c¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu ¢ozelti kullanilarak 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 mg/L

konsantrasyonlarinda kalibrasyon ¢6zeltileri hazirlanmistir.

Findik alerjenlerinin kantitaif analizinden elde edilen Cor a 9.1 peptidine ait kalibrasyon
egrisi ve kiitle spektrumu Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da, Cor a 9.2 peptidine ait kalibrasyon

egrisi ve kiitle spektrumu ise Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de verilmistir.
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Cor.a.9.1-6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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Sekil 3.9. Cor a 9.1 alerjeni kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.10. Cor a 9.1 alerjenine ait MS/MS spektrumu
Cor.a.9.2- 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
@ x106 | y=51968.618185 * x +50151.760857
2 1R"2=0.99717433
% 1] Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
Q
T 09
0.84
0.79
0.61
0.59
0.44
0.3
0.2
0.14
07 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.11. Cor a 9.2 alerjenine ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.12. Cor a 9.2 alerjenine ait MS/MS spektrumu

Badem alerjenlerinin kantitatif analizinde kullanilan Pru du 6.02.01 alerjen peptidine ait
kalibrasyon egrisi ve kiitle spektrumu Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te, Pru du 6.02 peptidine
ait kalibrasyon egrisi ve kiitle spektrumu Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da verilmistir.

Pru du 6.02.01 - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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Sekil 3.13. Pru du 6.02.01 alerjenine ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.14. Pru du 6.02.01 alerjenine ait MS/MS spektrumu
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Pru du 6.02. - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

8 x106 | y=47156.044562 * x + 30952.389655
2 R"2=0.99574346
0.94 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 2
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.15. Pru du 6.02 alerjenine ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.16. Pru du 6.02 alerjeni MS/MS spektrumu

3.2.5. Alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi

Findik ve badem o6rneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi amaciyla
ornekler ekstraksiyon ve enzimatik pargalanma sonrast LC-QTOF/MS cihazi ile analiz
edilerek MS/MS spektrumlari elde edilmistir. MS/MS spektrumunda yer alan parcalanma
driinlerinin kiitlelerine ait bilgilerden peptidin sekansini belirlemek ic¢in 6rneklere ait
veriler mgf. formatina cevrilerek Mascot arama motoruna

(http://www.matrixscience.com/cgi/search)  yiiklenmis ve Orneklerdeki  peptid

dizilimlerinin tanimlanmasi yapilmaistir.
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Mascot veri tabaninda tanimlama yapilirken uygulanan islemler asagidaki
sekildedir;

e Peptid Orneklerinde veri tabanlarinin birbiri ile tutarliligini saglamak ve
karsilastirma kolaylig1 elde etmek i¢in enzimatik reaksiyonda kullanilan tripsin
sabit modifikasyon olarak se¢ilmistir.

e Yazilimda taksonomi boliimii Green plants olarak secilmis ve ornekteki m/z
degerleri ile eslesen peptidlerden bitkileri kapsayan familyanmn listelenmesi
saglanmistir. Peptid tolerans1 +1.2, MS/MS tolerans degeri £0.6 Da araliginda
secilmistir.

e Aminoasit kiitliphanesi olarak en sik kullanilan SwissProt (AA) ve NCBIprot
(AA) kiitiiphaneleri secilmistir (Sekil 3.17).

SCIENCE
L ] Froducts Technical support  Training Mews BSlog Newsletter Contact

rwer | Database search help

MASCOT MS/MS lons Search

Wou me [nurcsn Email [nurcsnaysan@yahoo. com

, [NCEIprot [AAS Amino scid [A4)
SwissProt (A8 = contaminans

Fungi_EST
Hurman_SST
Invertebrates_EST
Mammals_EST

Mus_EST =~
\iridiplantae {Sreen Flanis) ol
Trypsin ol Allgw up te [T ¥ | missed ceavages
MNone b
Carboxyrmethyl (51
=
=
Display all modifications
— none selectad —
= Carbarmyl (]
< Carbarmyl
Cation:Ma | -
12 Cs ¥ | #3c[0w ME/MS kol £ [0S s =
e E+, 2+ and 4+ ¥ Menoisotopic & Awversgs

Dosya Seg | findik_COR .. 150319.mgf
Mascot genenc hd sz

Defauk hd Er

a [AUTO ¥ | hits

Start Search ... Reset Form

Sekil 3.17. Mascot yaziliminda tarama i¢in segilen parametrelerin gésterimi
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3.2.6. Kek ve dondurma orneklerinin hazirlanmasi

Findik ve badem orneklerinde belirlenen alerjen peptilerin gergek gida orneklerinde
saptanabilirligini arastirmak amaciyla, tiretiminde findik ve bademin yaygin olarak
kullanildig1 kek ve dondurma tercih edilmistir. Ayrica, gida drneklerinin segilmesinde

orneklerin farkli islem ve termal proseslere sahip olmasina dikkat edilmistir.

Kek iiretimi icin seker, yumurta, yag, siit, kabartma tozu, vanilya ve un kullanilmistir. Tk
olarak seker ve yumurta cirpilmistir. Daha sonra bu karisima yag ve siit eklenip
karigtirmistir. Son olarak un, kabartma tozu, vanilya ve farkli oranlarda (10 ppm, 100
ppm, 1000 ppm, 10000 ppm) findik ve badem ilave edilerek homojen bir karisim elde
edilmistir. Elde edilen karistm muffin kaliplarina doldurularak 180°C’de 30 dakika

pisirilmistir. Pigirilen 6rnekler 6giitiilerek analiz i¢in -20 °C’de saklanmustir.

Dondurma iiretiminde; siit, seker ve salep karisimi kullanilmistir. Siit ve seker karistirilip
kisik ateste yaklasik yarim saat kadar kaynatilmistir. Daha sonra bu karisima sahlep ilave
edilerek 10 dakika daha kaynatilmaya devam edilmistir. Hazirlanan dondurma miksi
4°C’ye kadar sogutulup sicakligi -18°C’ye ayarlanan dondurucuya bosaltilmistir.
Dondurucu yaklasik 5 dakika kadar ¢alistirilmis ve elde edilen dondurmalar analiz i¢in -
20°C’de saklanmistir. Dondurmalara farkli oranlarda (10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm,
10000 ppm) findik ve badem ilave edilerek minimum tespit sinirmin belirlenmesi i¢in

analizler gergeklestirilmistir.

3.2.7. Metod validasyonu

Kalitatif analiz icin validasyon ¢alismast

Calismada findik ve bademde alerjen proteinlere ait marker peptidlerin kalitatif ve
kantitatif olarak belirlenmesi i¢in iki ayr1 validasyon c¢alismasi yapilmistir. Gida

orneklerinde badem ve findik alerjenlerinin varligimin kalitatif tespiti i¢in Cizelge 3.4’te

belirtilen validasyon parametreleri ile ¢alisilmustir.
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Cizelge 3.4. Kalitatif validasyon parametreleri

1 Hassasiyet (SE) Pozitif olarak elde edilmesi beklenen sonuglardan
pozitif olanlarin, toplam pozitif olarak elde
edilmesi beklenen sonuglara oranidir.

SE =N11/N1_
Rolatif SE (%) =100 x N11/N1
2 Dogruluk (RA) Iki farkli metot ile elde edilen sonuglarin,

caligmalarin veya beklenen sonuglar ile elde
edilen sonuclarin uyum derecesidir.
RA = (N11 + N22)/N
Rolatif RA (%) =100 x (N11 + N22)/N

3 Yanlis Negatif Orani (FN) Pozitif olarak beklenirken negatif olarak elde
edilen sonuglarin, pozitif olarak elde edilmesi
beklenen sonuglara oranidir.
FN=N12/N1_=1-SE

4 Ozgiilliik (SP) Negatif olarak elde edilmesi beklenen
sonuclardan negatif olarak elde edilenlerin,
toplam negatif olarak beklenenlere oranidir.

SP = N22/N2_
Rolatif SP = 100 x N22/N2_
5 Yanlis Pozitif Oran1 (FP) Negatif olarak elde edilmesi  beklenen

sonuglardan pozitif olarak elde edilenlerin, toplam
negatif olarak elde edilmesi beklenen sonuglara

oranidir.
FP =N21/N2_=1-SP
6 Gozlenen ve Beklenen Beklenen sonuglar ile gozlenen sonuglarin
Sonuglarin Uyumu istatistiksel olarak %90 giiven araliginda ne

oranda uyumlu oldugunu belirlemek i¢in Cohen’s
Kappa Coefficient Test kullanilir.

7 Minimum Tespit Sinir1 (LOD)  Metodun hedef analiti dogru ve giivenilir olarak
saptayabildigi en kiiclik seviyedir.

Gozlenen ve beklenen sonuglarin uyumunu belirlemek i¢in Cohen’s Kappa Coefficient
Test yapilirken Kappa degeri %90 giiven aralifinda asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

 PI-Pe _ Nyp#hp _ (Np_xN_g)+(Nz_xN_g)
1-p, Po N Pe N2

Kappa (K)

(3.1)

N11: Gergekte pozitif olup, analiz sonucunda da pozitif saptanan 6rnek sayisi

N22: Gergekte negatif olup, analiz sonucunda da negatif saptanan 6rnek sayisi
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Ny : Gergekte pozitif olan toplam drnek sayisi

N2_: Gergekte negatif olan toplam 6rnek sayisi

N_1: Analiz sonucunda pozitif saptanan toplam 6rnek sayisi

N_»: Analiz sonucunda negatif saptanan toplam 6rnek sayisi

N: Caligmada kullanilan toplam 6rnek sayisi

N12: Calismal ile negatif, ¢calisma 2 ile pozitif bulunan numune sayisi

N21: Calisma 1 ile pozitif, calisma 2 ile negatif bulunan numune sayisi

Alerjenlerin kalitatif olarak belirlenmesine yonelik validasyon c¢alismalari1 Cizelge 3.5°te

verilen plana gore yapilmistir.

Cizelge 3.5. Elde edilen sonuglarla beklenen sonuglarin karsilastiriimasi

Calismal/ Elde Edilen Sonug¢ Toplam
Pozitif Negatif
(Tespit Edildi) (Tespit Edilemedi)
Cahisma2/ Pozitif N1l N12 N1_
Elde (Tespit Edildi)
Edilen
Sonug¢ Negatif N21 N22 N2_
(Tespit
Edilemedi)
Toplam N 1 N 2 Nt=N1_+N2_

Kantitatif analiz icin validasyon ¢alismast

Farkli badem ve findik ¢esitlerinde marker olarak belirlenen peptid dizilimlerinin
miktarsal olarak analizlerinin yapilabilmesi amaciyla kantitatif analizler i¢in validasyon
caligmast yapilmistir. Kantitatif analiz validasyon parametreleri Cizelge 3.6’da
verilmistir. Kantitatif validasyon ¢alismalarinda Cor a 9.1, Cor a 9.2, Pru du 6.02.0 ve

Pru du 6.02 peptidlerine ait sentetik peptid standartlar1 kullanilmigtir.
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Cizelge 3.6. Kalitatif validasyon parametreleri

Tespit Limiti (LOD)
Olgiim Limiti (LOQ)
Dogrusallik
Tekrarlanabilirlilik
Tekrar Uretilebilirlik

Geri Kazanim

~N oo o0 A O WDN P

Dogruluk

3.2.8. istatistiksel analizler

Arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve verilerin istatistiki
analizleri SPSS. 21.0 istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir. Analiz 6ncesi
verilerin normal dagilip dagilmadigi Kalmogrov-Simirnov ve Shapiro Wilk testleri,
varyanslarmn homojenligi varsaymmi Levene testi ile test edilmistir. Onemli bulunan
varyasyon kaynaklarina ait ortalamalar LSD ve Duncan Coklu Karsilastirma testine tabi

tutularak karsilastirilmigtir (Cimen 2015).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Protein Ekstraksiyonu

Findik ve badem o6rneklerinde ortalama protein degeri 13,62+0,38 g/100g ve 20,57+0,95
g/100g olarak belirlenmis ve ekstraksiyon verimliligi hesaplamalarinda bu degerler
kullanilmistir. TRIS/HCI, amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve 0,01 M HCI
tamponlar1 kullanilarak ekstraksiyonlar gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon sonrasi protein
tayinleri Bradford yontemine gore yapilmis ve yilizde ekstraksiyon verimlerine ait

sonuclar Cizelge 4.1°de verilerek, Sekil.4.1°de grafiksel olarak gosterimistir.

Cizelge 4.1. Farkli ekstraksiyon c¢oziiclileri kullanilarak elde edilen ekstraksiyon
verimleri (%)

50 mM 0,01 M 50 mM 50 mM

Amonyum HCI Dibazik sodyum TRIS/HCI

karbonat fosfat (pH 7,5)
Findik 59,63+1,54b 14,85+0,95d 49,76%1,57c 73,67£1,67a
Badem 61,85+1,57b 13,23+1,35d 47,80%1,39¢ 72,38+0,84a

Her ekstraksiyon 3 tekrarli yapilmis ve veriler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir. Satirlardaki
farkli harfler, ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklari ifade etmektedir (p<0.05)

80
70
60
50
40
30

Ekstraksiyon verimi %)

20
10 I I
0
Findik Badem

B Amonyum karbonat | HCI Dibazik sodyum fosfat TRIS/HCI

Sekil 4.1. Farkl ekstraksiyon ¢ozeltilerinin verimi (%)
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Caligmada badem ve findik 6rnekleri i¢in farkli ekstraksiyon c¢ozeltileriyle elde edilen
verimler arasinda istatistiksel olarak Oonemli fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Findikta en yiiksek ekstraksiyon verimi 50 mM TRIS/HCI (pH 7,5) tamponu kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerinde %73,67 olarak tespit edilmis, en diisiik verim
ise %14,85 ile 0,01 M HCI tamponu kullanilarak bulunmustur. Badem 6rneklerinde de
findiga benzer sekilde en yiiksek ekstraksiyon verimi 50 mM TRIS/HCI (pH 7,5)
tamponu ile %72,38 olarak bulunmus, en diisiik verim ise 0,01 M HCI tamponu ile

%13,23 olarak tespit edilmistir.

Badem ve findik 6rneklerindeki protein ekstraksiyonunda en yiiksek verim TRIS/HCI ve
amonyum karbonat ¢ozeltileri ile elde edildiginden 50-250 mM araliginda TRIS-HCI ve
amonyum karbonat ¢6zeltileri kullanilarak numuneler hazirlanmig ve LC-QTOF/MS ile
analiz edilmistir. Elde edilen spektrumlarda findik ve badem i¢in se¢ilmis olan peptid
dizilimlerinin alanlar1 belirlenmis ve en yiiksek pik alanlarinin hem findik hem de badem
orneklerinde 200 mM TRIS/HCI (pH 7,5) ¢ozeltisi kullanilarak elde edildigi saptanmustir
(Sekil 4.2. ve Sekil 4.3).
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® INTVNSNTLPVLR-Cora.9.1  ® VQVVDDNGNTVFDDELR-Cor a.9.2

Sekil 4.2. Cor a 9.1 ve Cor a 9.2 peptidlerine ait pik alanlar1
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Sekil 4.3. Pru du 6.02 ve Pru du 6.02.01 peptidlerine ait pik alanlar

Literatiirde, gidalardaki proteinlerin ekstraksiyon verimliligi ile ilgili olarak g¢esitli
ekstraksiyon ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilmis ¢aligmalar bulunmaktadir. Sze-Tao
ve Sathe (2000) yaptiklari calismada amonyum bikarbonat, etanol, TRIS/HCI, NaOH ve
NaCl ¢ozeltileri kullanarak elde ettikleri ekstraktlarda en yiiksek protein miktarini 0,1 M
NaOH ¢ozeltisi kullanarak tespit etmislerdir. Ayrica pH 4 oldugunda ¢6ziiniirliigiin en

diisiik oldugunu, pH<3 ve pH>6 iken ise ¢oziiniirliiglin arttigini belirtmislerdir.

Poms ve ark. (2004) yer fistigindaki alerjenlerin tespitinde protein ekstraksiyonu
asamasinda farkli ekstraksiyon ¢ozeltilerinin verimliligini karsilastirmiglardir. Bu amacla
on yedi farkli ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanarak protein ekstraksiyonu gerceklestirmisler
ve Bikinkoninik (BCA) asit yontemi kullanarak ekstraktlardaki protein miktarini
belirlemislerdir.  Arastirma  sonuglarinda  ekstraksiyon  ¢oOzeltilerindeki  tuz
konsantrasyonunun verime dnemli bir etkisi bulunmazken, pH degerinin verime etkisinin
onemli oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle TRIS/HCI-tuz tamponu (TBS), sodyum borat
ya da sodyum karbonat tamponlar1 gibi pH 8-12 araliginda c¢alisan tampon ¢ozeltileri ile

yiiksek verim elde ettiklerini ifade etmislerdir.
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Dooper ve ark. (2008) findik oOrneklerinde iki farkli ekstraksiyon prosediiriiniin
ekstraktlardaki protein profiline etkisini SDS-PAGE yo6ntemi ile incelemislerdir. 0,05 M
TRIS (pH 7,5) tamponu ile oda sicakliginda 5 dakika kuvvetli karistirma sonrasi elde
edilen protein bantlarinin 0,01 M TRIS - 0,5 M glisin tamponu ile 45°C’de 16 saat hafif
karistirma sonucu elde edilen bantlara gére daha az ve diisiik yogunluga sahip oldugunu
ve protein ekstraksiyonu icin oda sicakliginda ve kisa siireli ekstraksiyon prosediiriiniin

yeterli oldugunu ifade etmislerdir.

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde alerjenlerin LC-QTOF/MS ile
analizi Oncesi proteinlerin ekstraksiyonu amaciyla 50 mM TRIS/HCI, 50 mM sodyum
fosfat ve 0,01 M HCI tamponlarmi kullanmiglardir. LC-QTOF/MS ile elde ettikleri
toplam iyon kromatogramlarinin yogunluklarinin birbirine oranimi1 1:0.87:0,12 olarak
bulmuslardir ve 50 mM TRIS/HCI tamponunu c¢alisma sonug¢larimiza benzer sekilde
ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak se¢mislerdir. Yer fistigi, badem, findik ve ceviz
orneklerinden 50 mM TRIS/HCI tamponu ile elde ettikleri ekstraktlarda elde edilen

verimlerini sirasiyla %83, %80, %92 ve %85 olarak tespit etmislerdir.

Calinoiu ve ark. (2013) findik proteinlerinin farkli ¢ozeltilerle ekstraksiyonuna yonelik
yaptiklar1 arastirmada, tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara paralel olarak TRIS/HCI

(pH 7,5) ¢ozeltisini kullanarak en yiiksek ekstraksiyon verimini elde etmislerdir.

De Angelis ve ark. (2018a) yer fistigi ve findikta protein ekstraksiyonu igin fosfat
tamponlu tuz ¢dzeltisi, Tris/HCI, Ure/TBS (50 mM Tris/Cl, 150 mM NaCl) ve amonyum
bikarbonat ¢ozeltileri ile ekstraksiyon denemeleri gergeklestirmislerdir. Caligmada en
yiiksek ekstraksiyon verimini Ure/TBS tamponu ile kavrulmamis yer fistig1

orneklerindeki %53, findikta ise %52 olarak bulmuslardir.
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4.2. Bekleme Siiresinin Optimizasyonu

Calismada proteinlerin peptidlere parcalanmasi amaciyla tripsin enzimi ilavesi yapilip
37°C’de etiivde bekletme islemi gergeklestirilmistir. Etlivde en uygun bekleme siiresinin
belirlenebilmesi amaciyla literatiir arastirmasi sonucu findik ve badem i¢in iki ayr1 peptid
belirlenmis ve etiivde farkli siirelerde bekletme sonrasi bu peptidlerin pik alanlar

karsilastirilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli bekleme siirelerinden sonra elde edilen pik alanlar1

Etiivde Bekleme Siiresi (Saat)
Marker iyonlar 2 4 8 12 18 24

VQVVNENGDPILNDEVR 450808 474350 526254 835477 2069797 1942698
(Pru du 6.02)

INTVNSNTLPVLR 149716 639868 727825 904045 1713201 1616165
(Cora9.l)

Peptidlerin pik alanlarina ait veriler incelendiginde enzimatik par¢alanmanin en iyi
gerceklestigi siire 18 saat olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). 18 saatten sonra peptidlerin

pik alanlarinda azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.4. Pru du 6.02 ve Cor a 9.1 peptidlerinin farkl: siirelerdeki pik alanlari

Proteazlar siifindan sindirim sistemi enzimi tripsin; polipeptid baglarini lizin ve arjinin
amino asitlerinden kesmektedir. Bu sebeple tripsin ile muamele edilmis olan

polipeptidten olusan pargalar kromatografik yontemlerle tayin edilebilmektedir.

Biskiivideki, yumurta, siit ve yer fistig1 alerjenlerinin LC-MS/MS ile analizinin yapildigi
bir ¢alismada protein/tripsin oran1 ve 2-16 saat araliginda farkli pargalanma siireleri
incelenmistir. Tiim alerjen peptidler i¢in optimum pargalanma siiresi dort saat olarak

belirlenmistir (Boo ve ark. 2008).

Korte ve Brockmeyer (2016) ekmek ve ¢ikolata gibi farkli gida matrikslerinde alerjenleri
proteomiks teknigi kullanarak belirlemislerdir. Protein ekstraksiyonu sonrasi enzimatik
parcalanmanin tamamlanabilmesi amaciyla ekstraktlar1 ¢aligmamizda kullandigimiz

siireye benzer sekilde 37°C’de 14 saat inkiibe etmislerdir.

Nitride ve ark (2019) yumurta ve siit alerjenlerinin kiitle spektrometresi ile miktarsal
olarak belirlenmesinde ekstraksiyon ve enzimatik parcalanma islemlerinin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada; lizozim ve ovalbuminin enzimatik par¢alanmasi isleminde 16
saatten sonra peptid yogunlugunun arttigini, kazeinin enzimatik par¢alanmasi isleminde

ise ilk dort saatte peptid yogunlugu maksimuma ulastigini ortaya koymuslardir.
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Islenmis gida iiriinlerinde susam alerjenlerinin LC-MS/MS ile tespiti i¢in yapilan
calismada 6rneklere 0,5-16 saat arasi tripsinle parcalanma islemi uygulanmis ve marker
olarak belirlenmis olan peptidlerin alanlar1 karsilastirilmistir. Yapilan degerlendirmede 4
saatlik parcalanma siiresi ile 8 ve 12 saatlik parcalanma siiresi sonrasi peptidlerin alanlar
benzer bulundugundan numune hazirlama islemleri igin dort saat optimum olarak

belirlenmistir (Ma ve ark. 2020).

Proteinin yapisina bagli olmakla birlikte genellikle 4-20 saat arasi bir siire proteinlerin
enzimatik pargalanmasi igin yeterli olmaktadir ancak en iyi pargalanma siiresinin

belirlenmesine yonelik ¢aligmalarda stabilitesini koruyan peptidlerin se¢imi de dnemlidir.

4.3. Orneklerdeki Alerjen Peptid Dizilimlerinin Belirlenmesi

Findik ve badem Orneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi amaciyla
ekstraksiyon ve enzimatik parcalanma sonrasi elde edilen numunelerin LC-QTOF/MS
(Agilent 6550, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) cihazi kullanilarak MS ve MSMS
spektrumlar1 elde edilmistir. Ornek olarak findiga ait toplam iyon kromatogrami ve

MSMS spektrumu sirastyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.5. Findik numunesine ait toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.6. Findik numunesinden elde edilmis peptidlerin LC-QTOF/MS ile elde edilen
kiitle spektrumu

LC-QTOF/MS cihazindan elde edilen MS/MS verileri mgf. dosya formatina
dontistiiriildiikten sonra Mascot yazilimina yiiklenmis ve SwissProt/NCBIprot
kiitiiphaneleri segilerek proteinlerin tanimlanmasi yapilmistir. Mascot yazilimindan elde

edilen sonuclarin 6rnek gosterimi Sekil 4.7°de verilmistir.

& C  © Givenli degil | matrixscience.com/cgi/maste B & o :
P Search parameters R
}score distribution
}Legend
Protein Family Summary
Format | significance threshold p<  0.05 Max. number of families 30 #lhelp]
Display non-sig. matches Dendrograms cut at 0
Preferred taxonomy Al entries v
¥ Sensitivity
J Prateins (2) H Report Builder H Unassigned (664) ‘ §_permalink

Protein families 1-2 (out of 2)

10 v|perpage 1 Expand all | | Collapse all

=

Find Clear

Accession ¥ contains ¥

vi 1::AHA36627.1 143 Cora 9 allergen [Corylus avellana]

Score Mass Matches Sequences emPAL
11 #1::AHA36627.1 143 59207 3(3) 3(3) 0.19 Cor 2 9 allergen [Corylus avellana)

P 1 sameset of 1:AHA36627.1

3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate)

¥l Auto-fit to window

Query Dupes Opserved Mr(expt) Mr(calc) DeltaM Score Expect Rank U Peptide

7181 720.9120 1439.8095 1439.8096 -9.0001@ 71 9.8e-06 M1 U R.INTNSNTLPVLR.W
367 967.9573 1933.9000 1933.9018 -0.00180 99 8.7e-10 P1 U R.VQWDDNGNTVFDDELR.Q
467 933.8306 2798.4970 2798.4966 0.00041 19  0.018 M1 U R.JUNEEIE TR G

Sekil 4.7. Findik numunesinin Mascot yazilimindaki arastirma sonucu
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Mascot yazilimindaki arastirma sonuglarma gore findiktaki Cor a 9 alerjenine ait
INTVNSNTLPVLR peptid diziliminde tripsin enzimi ile parcalanma islemi sirasinda
yiikiin amino terminali tarafinda kalmasi ile olusan b tiirii iyonlar ile karboksi terminali

tarafinda kalmasi ile olusan y tiirii iyonlar Sekil 4.8’de verilmistir.

MATRIX . .
MiEES Mascot Search Results
Peptide View
BIS/MS Fragmentation of INTVNSNTLPVLE
Found in AHA6627.1 in NCBIprot, Cor a % allersen [Coryhis zvellana]
Match to Query 181: 1439 809344 from720.91204 8 2-+) rimsaconds(637 65 1) index(253)
Title: F_1_1_findik mom TEIS _MSMS 031018 meted.d. MS/DMS of 7T20.9120485 2+
DatafileF 1 1_findik num TRIS_MSAS 031018 metod 1.mef
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hﬂTJ/\l'(N|5|"'.I(T[,L|P VLR
<
1 — A lwd
= ] — it
m B -
a2 e g
o
p s B
E ] = 3
2] = 2
E. = = .
20 = - i0ws
] I \ E E £ B = 3
= = =
i M I ] bl | L T T T ¥ T T Lkl
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1| 114.0513] 37.3453 1 13
2| 228.1343{114.5708] 211.1077)106.0375 N |1327.7328)664.3700) 1310.7063]655.8568] 1309.7223]655.3648] 12
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Sekil 4.8. INTVNSNTLPVLR alerjenine ait peptid dizilimi
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Findik 6rneklerinde Mascot yazilimi kullanilarak alerjen peptid dizilimleri belirlendikten

sonra peptid dizilimleri https://www.uniprot.org/peptidesearch/ adresinde BLAST

programi kullanilarak dogrulanmistir (Sekil 4.9).

PeptideSaaron.P201911280C470328CEF 7922003600924 9D456CE QDR 048K

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

UniProtkB resuts
X

UniProtkB consists of two sections:

The UniPrat Knowledgebase (UniProtkB) is the central hub for the callection of functional
information an proteins, with accurate, consistent and rich annatation. In addition to
capturing the core data mandatory for each UniProtk® entry (mainly, the amino acid
sequence, profein name or description, taxanomic data and citation information), as much
annotation infarmation 25 possible is added.

3
!'fl Reviewed (Swiss-Prot) - Manually annotated
Recards with information extracted from literature and curator-evaluated computational
analysis.

Unreviewed (TrEMBL) - Computationally analyzed
‘( ) p, Vo @telp DUriprotk help video  BOther tutorial and videos & Downloads
Records that awalt full manual annotation,

Filter y & BLasT L0oinzd @ Addtobasket 4 Columns 2 10202 ShowZ

Protein names
Unreviewed (2 Entry name Gene names Length | Peptide search:...0F4BK
TENEL

1 resultfs) selected. (Clear Selection)

Popular organisms

0 ¥ ADADAORTE3 AQAQAOP7E3_CORAV [+ Cora9allergen Corylus avellana (European hazel) 514 Match to INTVNSNTLPVLR
CORAV(2

(Corylus maxima) 49

Sekil 4.9. Findik numunesinde belirlenen alerjen peptid dizilimlerinin UNIPROT
veritabaninda dogrulanmasi

Findik ve bademdeki alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla tiime varimsal
proteomiks teknigi kullanilarak yukarida agiklanan tiim asamalar her bir 6rnek igin
tekrarlanmigtir. Cizelge 4.3’te kavrulmamis findik ve badem Orneklerinde belirlenen
peptid dizilimlerinin kiitle/ylik (m/z) oranlari, alikonma zamanlar1 ve UniProt

veritabanindaki tanimlamalar1 verilmistir.
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Cizelge 4.3. Kavrulmamis findik ve badem orneklerinde ekstraksiyon sonrasi marker
olarak belirlenen peptid dizilimlerine ait veriler

Ornek Peptid Dizilimi Kiitle/yik ~ Alikonma UniProt
(m/2) zamant veritabani
sonuclari
Findik  INTVNSNTLPVLR 720,9121 11,283 Cora9
ALPDDVLANAFQISR 815,4344 9,567 Cora9
TNDNAQISPLAGR 678,8461 6,946 Cora9
VQVVDDNGNTVFDDELR 967,9582 12,227 Cora9
AFSWEVLEAALK 682,7123 13,716 Cora11.0101
VQVLENFTK 539,3021 4,231 Cor a11.0101
Badem ALPDEVLQNAFR 686,8626 13,524 Prunin 2
TDENGFTNTLAGR 698,3254 9,688 Prunin 2
TEENAFINTLAGR 718,3596 6,569 Prunin 1
VQVVNENGDPILNDEVR 955,4829 10,579 Prunin 2
QEGGQGQQQFQGEDQLDR  1024,4575 8,517 Pru du 6
ISTLNSHNLPILR 493,2874 4,752 Prunin 1

Kavrulmamis findik orneklerinde belirlenen peptid dizilimlerinin ait oldugu Cor a 9
alerjenine ait amino asit dizisi Sekil 4.10’da, Cor a 11.0101 alerjenine ait amino asit dizisi
ise Sekil 4.11°de gosterilmis olup, marker olarak belirlenen dizilimler kirmizi ile

isaretlenmistir.
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10
MAKLILVSEFES
60
RIEAEAGQIE
110
ERGRGITGVL
160
GDIIALPAGV
210
DDEHQRQOGQOQ
260
FNVDVDTARR
310
EQERERQRROQ
360
TVNSNTLPVL
410
VVDDNGNTVF
460
SPLAGRTSAT
510
RMRRRSESEG

20
LCLLVLFENGC
70
SWDHNDQOQFQ
120
FPGCPETFED
170
AHWCYNDGDS
220
QFGORRRQQQ
270
LOSNQDKRRN
320
GGRGRDVNGF
370
RWLOLSAERG
420
DDELRQGQVL
470
RALPDDVLAN

RAEA

30
LGIDVGLRROQ
80
CAGVAVIRRT
130
POQOSQOGOG
180
PVVAVSLLHT
230
HSRGKEGEQE
280
IVKVEGRLOM
330
EETICSLRLM
380
DLOREGLYVP
430
TIPONEFAVAK
480
AFQISREEAR

40
QOORHFGECNL
90
IEPNGLLLPOQ
140
QOGOSQRSEQD
190
NNYANQLDEN
240
QOQGEGNNVE'S
290
VRPERSRQEW
340
ENIGSRSRAD
390
HWNLNAHSVV
440
RAESEGFEWV
490
RLKYNRQETT

50
DRLNALEPTN
100
YSNAPELTIYT
150
RHOKIRYFQE
200
PRHFYLAGNP
250
GFDAEFLADA
300
ERQERQERES
350
IYTEQVGRIN
400
YATRGRARVQ
450
AFKTNDNAQT
500
LARSSRSSSE

Sekil 4.10. Cor a 9 alerjenine ait amino asit dizisi

10
MLPKEDPELK
60
ESYGKEQEEN
110
LATLEANPHT
160
IRIPAGTPVY
210
RAFSWEVLEA
260
RIWPFGGESS
310

NI TKGSMAGP
360
RRGVVEVAPA
410
FERDAKELAF

20
KCKHKCRDER
70
PYVFQDEHFE
120
FISPAHFDAE
170
MINRDENEKL
220
ALKVRREQLE
270
GPINLLHKHP
320
YYNSRATKIS
370
GHPVAVIASQ
420
NLPSREVERT

30

QFDEQQRRDG
80
SRVKTEEGRV
130
LVLFVAKGRA
180
FIVKILQPVS
230
KVFGEQSKGS
280
SQSNQFGRLY
330
VVVEGEGFFE
380
NNNLQVLCFE
430
FKNQDQAFFF

40

KQICEEKARE
90
QVLENFTKRS
140
TITMVREEKR
190
APGHFEAFYG
240
IVKASREKIR
290
EAHPDDHKQL
340
MACPHLSSSS
390
VNAHGNSREP
440
PGPNKQQEEG

50
ROQOEEGNSSE
100
RLLSGIENFR
150
ESFNVEHGDI
200
AGGEDPESFEY
250
ALSQHEEGPP
300
ODLDLMVSFA
350
GSYQKISARL
400
LAGKGNIVNE

GRGGRAFE

Sekil 4.11. Cor a 11.0101 alerjenine ait amino asit dizisi

Kavrulmamig badem orneklerinde veri tabaninda tanimlanmis olan peptid dizilimlerinin
ait oldugu Prunin 2, Prunin 1 ve Prunin 6 alerjenine ait amino asit dizileri sirasiyla Sekil
4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te verilmis olup, marker olarak belirlenen peptid dizilimleri

kirmizi ile gosterilmistir.
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10
CLLLLEFNGCL
60
DPOQFQLAGVA
110
ETFEDSQPQO
160
EGDIIALPAG
210
PODEEFNPOOO
260
LOGODDNRNE
310
OREQEQQOGGG
360
NHLPILRYLR
410
NGDPILDDEV
460
GRTSVLRALP

ILGY

20
ASRQHIFGON
70
VVRRTIEPNG
120
FOOQQQQQOQF
170
VAYWSYNNGE
220
GROOOOOOOG
270
IVRVOGQLDF
320
GODNGVEETEF
370
LSAEKGVLYN
420
REGOLFLIPOQ
470
DEVLONAFRTI

30
KEWQLNQLEA
80
LHLPSYVNAP
130
RPSRQEGGQOG
180
QPLVAVSLLD
230
QOGNGNNIF'S
280
VSPEFSRSAGG
330
CSARLSONIG
380
NAIYTPHWHT
430
NHAVITQASN
480
SROEARNLKY

40
REPDNHIQSE
90
QLIYIVRGRG
140
QOOFOGEDQQ
190
LNNDONQLDQ
240
GFDTQLLAQA
290
RGDQERQOEE
340
DPSRADFEYNP
390
NANALVYATR
440
EGFEYISFRT
490
NROQESRLLSA

50
AGVTESWNPS
100
VLGAVEPGCA
150
DRHOKIRHIR
200
VPRREYLAGN
250
LNVNPETARN
300
QOSOREREEK
350
QGGRISVVNR
400
GNARVQVVNE
450
DENGFTNTLA
500
TSPPRGRLMS

Sekil 4.12. Prunin 2 alerjenine ait amino asit dizisi

10
MAKAFVFEFSLC
60
GOIETWNENOQ
110
LGAVFSGCPE
160
ERQGRQOGROQ
210
VVAIPAGVAY
260
EFNQOGQSQP
310
AQALNVNEET
360
EQLQOERQQQ
410
LNSHNLPILR
460
VNENGDAILD
510
TLAGRTSFLR

20
LLLVENGCLA
70
EDFQCAGVAA
120
TEFEESQQSSQ
170
QOEEGRQOEQ
220
WSYNDGDQEL
270
ROQGEQGRPG
320
ARNLQGQONDN
370
GGOLMANGLE
420
FLRLSAERGF
470
QEVOOGQLFTI
520
ALPDEVLANA

30
ARQSQLSPON
80
SRITIQORNGL
130
OGROQEQEQE
180
QOGOOGRPQO
230
VAVNLFHVSS
280
QOHOQOPFGRPR
330
RNQTITIRVRGN
380
ETFCSLRLKE
430
FYRNGIYSPH
480
VPONHGVIQQ
530
YOISREQARQ

40
QCOLNQLQAR
90
HLPSYSNAPQ
140
ROQOOOOGEQG
190
QQQFRQFDRH
240
DHNQLDQNPR
290
QQEQQGSGNN
340
LDFVQPPRGR
390
NIGNPERADI
440
WNVNAHSVVY
490
AGNQGFEYFA
540
LKYNRQETIA

50
EPDNRIQAEA
100
LIYIVOGRGV
150
ROQOGOOEQQQ
200
OKTRRIREGD
250
KFYLAGNPEN
300
VESGENTQLL
350
QEREHEERQQO
400
FSPRAGRIST
450
VIRGNARVQV
500
FKTEENAFIN
550
LSSSQQORRAV

Sekil 4.13. Prunin 1 alerjenine ait amino asit dizisi
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10 20 30 40 50
DNHIQSEAGV TESWNPSDPQ FQLAGVAVVR RTIEPNGLHL PSYVNAPQFT
60 70 80 90 100
YIVRGRGVLG AVEFPGCAETE EDSQPOQOFQOQO QOOQQOQFRP SRQEGGQGQQ
110 120 130 140 150
QFQGEDQLDR HOKIRHIREG DITIALPAGVA YWSYNNGEQP LVAVSLLDLS
160 170
NDONQLDQOVP RREYLAGNPQ DEENPQQO

Sekil 4.14. Pru du 6 alerjenine amino asit dizisi

Careri ve ark. (2007) gidalardaki yer fistig1 alerjenlerinin belirlenebilmesi amaciyla
50°C’de 20 saat inkiibasyon sonrast ornekleri LC-QTOF/MS ile analiz etmisglerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada CCNELNEFENNQR ve SPDIYNPQAGSLK peptid dizilimlerini
yer fistig1 alerjenleri olan Ara h 2 ve Ara h % alerjenlerinin tespit edilmesinde marker

olarak belirlemislerdir.

Ansari ve ark. (2012) findik 6rneklerinde ekstraksiyon ve tripsin ile enzimatik par¢alanma
sonrast  LC-MS/MS ile marker peptid dizilimleri  belirlemislerdir.
ALPDDVLANAFQISR ve INTVNSNTLPVLR dizilimleri her iki ¢alismada da ortak
bulunan Cor a 9 alerjenine ait peptidlerdir. Calismamizda findiktaki Cor a 11.0101
alerjenine ait VQVLENFTK dizilimi marker olarak belirlenmis olup, Ansari ve ark.
(2012) ise Cor a 11 alerjenine ait AFSWEVLEAALK ve LLSGIENFR peptid
dizilimlerini marker olarak belirlemislerdir. Findik 6rneklerinde belirlenmis olan marker
dizilimlerdeki farkliligin ¢aligsmalarda kullanilan findik 6rnekleri, ekstraksiyon ¢ozeltileri

ve cihazlardaki farkliliktan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Korte ve ark. (2016) tlimevarimsal proteomiks teknigi kullanarak badem, kaju, yer fistigi,
findik ve ceviz alerjenlerinin ¢ikolata, dondurma ve ekmek matrikslerinde belirlenmesi
i¢in yaptiklar1 arastirmanin ilk asamasinda badem i¢in sekiz, findik i¢in ise alt1 adet peptid
dizilimini validasyon ¢aligmalar1 6ncesi belirlemislerdir. Calismada elde edilen sonuglara
paralel olarak findikta INTVNSNTLPVLR ve VQVVDDNGNTVFDDELR peptid
dizilimleri, bademde ise ALPDEVLQNAFR ve TDENGFTNTLAGR peptid dizilimleri

arastirmanin ilk asamasinda ortak olarak belirlenen peptid dizilimleridir.
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Planque ve ark. (2016) gida 6rneklerindeki yer fistig1 alerjenlerini tespit edebilmek igin
200 mM TRIS-HCI, pH 9.2, 2 M iire ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanarak elde ettikleri
protein ekstraktlarin1 37°C’de 16 saat inkiibe ettikten sonra LC-MSMS ile analiz etmisler
ve peptid dizilimlerinin Uniprot veri tabaninda tanimlamasin1 yapmiglardir. Calismada
yer fistig1 alerjenlerinin tespit edilmesinde kullanilmak iizere NTLEAAFNAEFNEIR,
RPFYSNAPQEIFIQQGR, FNLAGNHEQEFLR ve FNLAGNHEQEFLR dizilimlerini

marker olarak belirlemislerdir.

Pilolli ve ark. (2021) gikolata ve et suyu tozu matrikslerine siit, yumurta, yer fistigi, soya,
findik ve badem alerjenlerini ekleyerek model gidalar olusturmuslar ve LC-MSMS ile
analiz ederek herbir alerjen i¢in marker peptid dizilimlerini belirlemeyi hedeflemislerdir.
Gida orneklerinde alerjenlerin belirlenmesi i¢in marker peptid dizilimlerinin se¢iminde
stabiliteyi artirmak ve tekrarlanabilir sinyaller elde edilmesini kolaylastirmak igin
peptidin 7-20 arasinda amino asit igermesi kosulunu g6z 6niinde bulundurmuslardir.
Ayrica modifikasyona ugrayan peptid dizilimlerini de elimine etmislerdir. Findik
alerjenlerinin  tespiti i¢in marker olarak belirledikleri INTVNSNTLPVLR,
ALPDDVLANAFQISR, TNDNAQISPLAGR peptid dizilimleri ve badem alerjenlerinin
tespiti i¢cin marker olarak Dbelirledikleri ALPDEVLQNAFR, ISTLNSHNLPILR,
TEENAFINTLAGR peptid dizilimleri, calismamizda belirledigimiz peptid dizilimleri ile

uyumludur.

4.4. Is1l islem Sonrasi Alerjen Peptid Dizilimlerinin Stabilitesinin Arastirilmasi

Kavrulmamis badem ve findik 6rneklerindeki alerjen peptid dizilimleri belirlendikten
sonra, orneklere farkli sicaklik ve siirelerde kavurma islemi uygulanarak kavrulmamig
orneklerde belirlenmis olan peptid dizilimlerinin 1s1l islem sonrasi stabilitesi
arastirilmistir. Oncelikle farkls siire ve sicakliklardaki kavurma islemi uygulanmis drnek
ekstraktlarinin protein miktarlar1 belirlenmis ve numunelerin LC-QTOF/MS cihazinda
analizleri sonras1 MS/MS spektrumlari elde edilmistir. MS/MS verileri Mascot yazilimina
yiiklenerek 1s1l islem uygulanmis Orneklerde bulunan alerjen peptid dizilimlerinin
tanimlamasi1 yapilmistir. Isil iglem sonrasi stabilitesini devam ettiren peptid dizilimleri

gidalarda badem ve findik alerjenlerinin tespit edilmesinde marker olarak segilmistir.
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4.4.1. Isil islem sonrasi protein miktarlariin belirlenmesi

Kavrulmamis ve kavrulmus findik ve badem 6rneklerindeki peptidlerin intensitelerindeki
farkliliklara protein ¢oziiniirliigiiniin etkisinin arastirilabilmesi amaciyla ilk olarak
kavrulmus olan 6rneklerin Bradford yontemiyle protein analizleri gergeklestirilmistir.
Farkli sicaklik ve siirelerde kavurma islemi uygulanmis olan farkli findik ve badem
cesitlerine ait ekstraktlardaki protein degerlerine ait varyans analizi sonuglar Cizelge

4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Findik ve badem ekstraktlarinin protein miktarina ait varyans analizi

Badem Findik
Varyasyon Kaynagi SD KO F degeri KO F degeri
Cesit 4 ,623 264,267** 1,781  571,657**
Sicaklik 3 ,644 273,168** 821 263,575**
Siire 2 1,543  654,153** 1,322  424,244**
Sicaklik * Siire 6 ,134 56,862** ,123 39,355**
Cesit *Sicaklik * Siire 24 ,006 2,376** ,019 6,178**
Hata 40 ,002 ,003
** 1 p<0,01

Varyans tablosu incelendiginde badem ve findik 6rneklerinde ¢esit, kavurma sicakligi ve
siirenin protein miktarma etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,01). Ayrica
sicaklik*siire ve sicaklik*siire*cesit interaksiyonlari da p<0,01 seviyesinde Onemli
bulunmustur. Cizelge 4.5’de badem cesitlerinin protein degerleri ve Cizelge 4.6’da
Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Veriler degerlendirildiginde

Ferraduel ¢esidine ait kontrol 6rneginde en yiiksek protein degeri tespit edilmis, sicaklik

ve slireye bagli olarak istatistiksel olarak 6nemli farklilik gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Badem gesitlerinin protein miktarlari (mg protein/ 30 mg 6rnek)

Kavurma

?,lé?kllgl Siire (dKk) Ferragnes Ferraduel  Nonpareil Teksas Laurenne

Kontrol 5,20+0,27 5,23+0,33 4,80+0,28 4,90+0,20 4,78+0,31

130 15 4,88+0,25 4,96+0,31 4,56+0,24 4,66+£0,18 4,54+0,27
30 4,76£0,22 4,81+£0,27 4,46+0,22 4,57+0,17 4,42+0,23

150 15 4,67£0,18 4,68+0,25 4,45+0,18 4,53+0,19 4,36+0,21
30 4,56+0,18 4,58+0,22 4,33+0,16 4,42+0,18 4,23+0,19

170 15 4,48+0,17 4,57£0,22 4,29+0,14 4,34+0,16 4,17+0,17
30 442+0,15 4,47+£0,18 4,19+0,14 4,27+0,14 4,15+0,16

+: standart sapma (n=3)

Cizelge 4.6. Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore badem ¢esitleri, kavurma sicakligi
Ve siiresinin protein miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Ferragnes 4,76 b Kontrol 5,00a Kontrol 504 a
Ferraduel 4,84 a 130 471D 15 4,58 b
Nonpareil 4,50d 150 4,56 ¢ 30 450 c
Teksas 4,58 c 170 4,44 d

Laurenne 4,44 ¢

Standart hata 0,011 0,009 0,008

Aynt siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak farkli
oldugunu goéstermektedir (p<0.05).

Cizelge 4.7°de findik gesitlerinin protein miktarlar1 ve Cizelge 4.8’de Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuclari verilmistir. Veriler degerlendirildiginde Cakildak ¢esidine ait
kontrol 6rneginde en yliksek protein degeri tespit edilmis ve protein degerlerinde sicaklik
ve slireye bagl olarak istatistiksel olarak 6nemli farklilik belirlenmistir. En diisiik deger

ise Fosa ¢esidine 170°C ve 30 dakika kavurma islemi uygulandiginda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. Findik ¢esitlerinin protein miktarlari (mg protein/ 30 mg 6rnek)

Kavurma Stre

(Solé;lkhgl (dk) Tombul  Cakildak Fosa Mincane Palaz
Kontrol 3,90+0,21 4,34+0,19 3,55+0,22 4,21+0,23 3,99+0,25
130 15 3,85+0,18 4,12+0,18 3,42+0,19 4,18+0,20 3,63+0,19
30 3,82+0,19 4,04+0,17 3,29+0,20 3,88+0,17 3,48+0,19
150 15 3,80+£0,15 3,91+0,19 3,10+0,18 3,71+0,16 3,41+0,17
30 3,70+0,16  3,82+0,17 2,98+0,17 3,62+0,16 3,25+0,15
170 15 3,68+0,14  3,72+0,15 2,93+0,16 3,53+0,15 3,19+0,13

30 3,56+0,11  3,53+0,18 2,84+0,14 3,41+0,14 3,08+0,12

+: standart sapma (n=3)

Cizelge 4.8. Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore findik ¢esitleri, kavurma sicakligi
ve siiresinin protein miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Tombul 3,78c  Kontrol 4,03 a Kontrol 4,05a
Cakildak 3,95 a 130 3,81lb 15 3,65b
Fosa 3,20e 150 3,60 c 30 3,54 ¢
Mincane 3,89b 170 3,44d
Palaz 3,52d
Standart hata 0,011 0,011 0.009

Ayni siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak farkli
oldugunu goéstermektedir (p<0.05).

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde gergeklestirdikleri Bradford
testi sonuglarinda kavrulmus 6rneklerde protein miktarinda bir diisiis oldugunu ve bu
diisiislin, ¢oziintirliikte azalma ya da analiz sirasinda glikozilasyonun neden oldugu
girisimlerden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Protein miktarlarinda 137°C’de

kavurma sonrasi; cevizde %2, bademde %9 ve findikta %6’lik bir diisiis tespit etmiglerdir.
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Zaffran (2016) tarafindan yapilan ¢alismada badem 6rneklerine farkl: siirelerde otoklavda
bekletme, mikrodalga uygulamasi ve firinda kavurma islemleri uygulanmistir. 30 dakika
121°C otoklav uygulamasi sonrasi ve 140°C’de 30 dakika firinda kavurma sonrasi
ekstraktlarin ¢6ziinebilir protein degerlerinde kontrol 6rnegine gore istatistiksel olarak

p<0,05 seviyesinde énemli bir fark tespit edilmistir.

Zhang ve ark. (2016) sicaklik ve yiiksek basing uygulamasinin badem proteinlerinin
¢Ozilinlirligli ve immiinreaktivitesi lizerine etkisini incelemislerdir. Bu c¢alismada
250°C’nin altindaki sicakliklarda badem proteinlerinin stabilitesini korudugunu ancak
400°C’de kavurma ya da kaynatma gibi islemlerin protein ¢dziiniirliigiinde azalmaya

sebep oldugunu belirtmislerdir.

De Angelis ve ark. (2018a) Italya’dan temin ettikler Campana, Romana, Georgia findik
cesitlerinde ve Virginia, Zambia, China yer fistig1 ¢esitlerinde protein profili ve alerjenite
acisindan farkliliklar1 arastirmiglardir. Jel elektrofrorez ile ayrilan protein bantlarinin LC-
MSMS ile analizi sonrasi findik gesitlerinde protein profilleri ve alerjenitede farklilik
bulunmazken yer fistig1 ¢esitleri i¢erisinde Zambia ¢esidinde bazi protein bantlarinin 1s1l

islem sonras1 yok olmasi sebebiyle alerjen 6zelliginde azalma oldugunu ifade etmislerdir.

De Angelis ve ark. (2018b) 1s1 ve basing uygulamalarinin badem proteinlerinin stabilitesi
tizerine etkisini inceledikleri diger bir arastirmanin sonuglar1 da bu ¢alismada elde edilen
verilerle paralellik gostermektedir. Arastirmada 134°C, 2 atm basingta 10 ve 20 dakikada
otoklavda bekletme sonrast Bradford tayini ile elde edilen protein degerlerinde kontrol
ornegine gore %30’luk bir azalma tespit etmislerdir. Bu azalmanin sicaklik ve basing
etkisi ile proteinde meydana gelen biyokimyasal ve yapisal degisikliklerden
kaynaklandigini1 ifade etmislerdir. Proteinlerin basing ve sicaklik uygulamasi sonrasi
ikincil ve {igiinciil yapisinin zarar gordiigiinii, ayrica proteinler ve gida matriksi arasinda

meydana gelen etkilesimler sebebiyle de ¢oziiniirliigliniin azaldigin1 belirtmislerdir.

Isil islemin gidalardaki protein miktar1 iizerine etkilerinin arastirildigi calismalar

incelendiginde, c¢alisma sonuglarimiza paralel olarak 1s1l islemlerin, protein
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¢ozlinlirliiglini azaltmast ve denatiirasyona neden olmasi sebebiyle protein degerinde

azalmaya sebebiyet verdigi goriilmektedir.

4.4.2. Is1l islem sonrasi drneklerde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenmesi

Kavrulmamis 6rneklerde tespit edilmis olan alerjen peptid dizilimlerinin kavurma sonrasi
stabilitesini devam ettirip ettirmediginin arastirilmas: amaciyla kavurma islemi
uygulanan badem ve findik 6rneklerinin LC-QTOF/MS ile analizleri gergeklestirilmistir.
Badem ve findik 6rnekleri i¢in kavrulmamis 6rneklerde tespit edilmis olan ve kavurma
islemi sonras1 stabilitesini devam ettiren peptid dizilimleri gida 6rneklerinde alerjenlerin

tespit edilebilmesi amaciyla marker dizilim olarak belirlenmistir.

Ik olarak farkl: siire ve sicakliklarda kavurma sonrasi LC-QTOF/MS ile analiz edilen
orneklere ait MS/MS spektrumlart Mascot yazilimina yiiklenmis ve SwissProt/NCBIprot
kiitiiphaneleri secilerek peptidlerin tanimlamasi yapilmistir. Findik ve badem i¢in marker
olan  alerjen  peptid  dizilimlerinin  belirlenmesinde  SwissProt/NCBIprot
kiitiiphanelerindeki proteinlerle en iyi eslesen peptid dizilimlerinin segimine Ozen
gosterilmistir. Ayrica amino asit sayist 6’dan az olan peptid dizilimlerinin 6zglinliigii
diisiik kabul edilerek marker olarak secilmemistir. Benzer sekilde amino asit sayisi
20’den daha fazla olan peptid dizilimleri de kiitlelerinin biiylik olmas1 ve pargalanma

iyonlarinin tanimlanmasindaki giicliiklerden dolay1 elimine edilmistir.

Badem ve findik i¢in ikiser adet dizilim marker olarak belirlenmistir. Sekil 4.15 ve Sekil
4.16°da farkli kavurma sicakliklarinin findik alerjeni INTVNSNTLPVLR ve badem
alerjen1 VQVVNENGDPILNDEVR peptid dizilimlerine ait iyon sinyalleri lizerine etkisi
goriilmektedir. Iyon kromatogramlari incelendiginde pik alanlarinmn sicaklikla birlikte
azalsa da 170°C’de hala varligin1 devam ettirdigi goriilmektedir. Sinyallerde meydana
gelen azalmanin kavurma sonrasi ekstraktlarin protein miktarindaki diislis ve protein

yapisinda meydana gelen denatiirasyondan kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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Sekil 4.15. Farkli kavurma sicakliklarinda INTVNSNTLPVLR peptid dizilimine ait
iyon kromatogrami
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Sekil 4.16. Farkli kavurma sicakliklarinda VQVVNENGDPILNDEVR peptid
dizilimine ait iyon kromatogrami

Mascot sonugclar1 incelendiginde stabilitesini koruyan peptid dizilimlerinin yani sira bazi
peptid dizilimlerinin, protein yapisinda meydana gelen degisikliklerden dolay1 1s1l islem
sonras1 stabilitelerini kaybettikleri goézlenmistir. Bu sebeple ancak 1s1l islem sonrasi
varligim siirdiiren peptid dizilimleri gida Orneklerinin analizinde marker olarak
kullanilmistir. Sekil 4.17°de kavrulmamis findik orneklerinde tespit edilmis olan
815,4344 kiitle/ylik oranina sahip ALPDDVLANAFQISR peptid dizilimine ait iyon
kromatogramlar1 gosterilmektedir. Bu peptid diziliminin 170°C 1s1l islem sonrasi

stabilitesini kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.17. ALPDDVLANAFQISR peptid dizilimine ait iyon kromatogramlari (A:
Kavrulmamis findik 6rnegine ait kromatogrami B: 170°C kavurma islemi sonrasi peptidin
iyon kromatogrami)

Calismada gida orneklerinde findik ve badem alerjenlerinin belirlenebilmesi amaciyla
ikiser adet peptid dizilimi marker olarak seg¢ilmis olup, aminoasit dizilerine ait bilgiler

Cizelge 4.9°da verilmistir.

Isil islem, fermantasyon, hidroliz, yiiksek basing uygulamalar1 gibi farkli gida isleme
prosesleri gidalardaki proteinlerin alerjik Ozelliklerinde degisikliklere sebep
olabilmektedir. Isil islem sonrasi proteinlerin denatiire olmasiyla birlikte konformasyonel
yap1 degisiklige ugramakta ve IgE reaktif olan epitoplar yok olarak alerjenitesinde azalma
meydana gelmektedir. Ancak bazi proteinlerdeki IgE reaktif olan epitoplar 1siya karsi
dayanikli oldugundan 1s1l islem sonrasi1 da alerjen 6zelliklerini korumaktadir (Paschke
2009). Yapilan ¢aligmalar her proteinin bu proseslerden etkilenmesinin farkli oldugunu
gostermektedir (Mills ve Mackie 2008, Cucu ve ark. 2011, Pescuma ve ark. 2011,
Verhoeckx ve ark. 2015).
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Cizelge 4.9. Marker olarak belirlenen petid dizilimlerine ait 6zellikler

Gozlenen  Alikonma Pargalanma

Ornek Peptid Dizilimi m/z Jamant iyonlart
degeri
484.3248
INTVNSNTLPVLR 720.9121 11,283 329.1833
Findik 228.1349
(Corylus avellana L.) 228.1342
VQVVDDNGNTVFDDELR 967.9582 12,227 327.2020
794.3662
594.8018
ALPDEVLQNAFR 686.8626 13,524 441.1958
Badem 157.1337
(Prunis dulcis L.) 228.1346
VQVVNENGDPILNDEVR  955.4829 10,579 72.0806
327.2020

Isil islemin proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri lizerine olan etkileri ile ilgili
belirsizlikler dzellikle alerjen proteinlerin tespiti ile ilgili metotlarin olusturulmasini da
zorlastirmaktadir. Farkli gida alerjenlerinin  1s1l islem sonrasi stabilitesinin
degerlendirilmesi amaciyla ¢ogunlukla ELISA yontemlerinin kullanildigi calismalar
mevcut olmakla birlikte kiitle spektrometresinin  kullanildigi  calismalar da

bulunmaktadir.

Roux ve ark. (2001) 140°C’de 15 dakika kavurma ve 121°C, 15 psi basingta 60 dakikaya
kadar kavurma isleminin ana badem alerjeni olan prunine olan etkisini Western blot ve
ELISA yontemi kullanarak arastirmislardir. Kavurma sonrasi bademdeki amandin
miktarinda kavrulmamis Ornege gore %24’liik bir azalma meydana gelmistir.
Kavrulmamis 6rneklerde prunin miktar1 27 mg/100 mg badem olarak tespit edilirken,
altmis dakika otoklavda bekletme sonrasi prunin miktart 9,3 mg/100 mg badem olarak

bulunmustur. Arastirma sonunda prunin alerjeninin farkli 1sil islemler sonrasi da
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stabilitesini devam ettirdigini ve alerjenlerin tespitinde marker olarak kullanilabilecegini

ifade etmislerdir.

Venkatachalam ve ark. (2002) kavurma, haslama, otoklav ve mikrodalga uygulamalari
sonrast Nonpareil badem ¢esidindeki alerjen proteinlerin stabilitesini ELISA ve Western
blot yontemleri ile incelemisler ve uygulanan 1s1l islemlere ragmen ana badem alerjeni
olan pruninin stabilitesini devam ettirdigini ve islenmis gidalarda badem alerjenlerinin

tespit edilmesinde marker olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Hansen ve ark. (2003) 17 hasta lizerinde yaptiklari ¢alismada, ¢ig findik tiiketimi sonrasi
tiim hastalarin Cor a 1, Cor a 2 ve Cor a 8’e bagli olarak alerjik reaksiyon gosterdigi,
kavrulmus findik tiiketiminde ise hastalarin yalnizca %29’unun alerjik reaksiyon

gosterdigini rapor etmislerdir.

Iwan ve ark. (2011) Maillard reaksiyonlarinin Cor a 11 findik alerjeni iizerine etkisini
arastirmiglar ve 37°C’de 1s1l islemin spesifik IgE baglama kapasitesine bir etkisinin
olmadigin1 ancak 145°C 60 dakika uygulamasmin IgE baglama kapasitesinde diisiise

neden oldugunu bildirmislerdir.

Lopez ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢aligmada, findikta 138°C’de 15-30 dakika
otoklav uygulamasinin alerjen-spesifik IgE diizeylerinde azalmaya sebep oldugunu
belirtilmis ve bu azalmanin proteinin ¢oziiniirliigiindeki azalmayla iligkili olabilecegi

sonucuna varilmistir.

Parker ve ark. (2015) tahil barlar1 ve keklerde yumurta, siit ve yer fistig1 alerjenlerinin
ELISA ve LC-MS/MS ile analizi ve 1s1l islemin etkisinin arastirilmasi1 amaciyla yaptiklari
calismada marker peptidlerin belirlenmesi i¢in pisirme 6ncesi ve pisirme sonrasi analizler
gerceklestirmislerdir. Pisirme Oncesi ve sonrasi lizozim, ovalblimin, kazein, laktogobulin,
Arah 1, Arah 2 ve Ara h 3 alerjenlerine ait peptidlerin pik alanlarini karsilastirmislar ve
her biri i¢in pik alanlar1 benzer olarak bulunan birer peptid dizilimini marker olarak
belirlemislerdir. Yumurta ve siit alerjenlerine ait peptidlerin pik alanlarinda pisirme

sonrasi belirgin bir diisiis tespit etmigler ancak yer fistig1 alerjenleri olan Arah 1, Arah 2
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ve Ara h 3’e ait peptid dizilimlerinin pik alanlarinda Onemli bir farklilik tespit

etmemiglerdir.

Sealey-Voyksner ve ark. (2016) sert kabuklu meyvelerde 1s1l islem sonrasi alerjen peptid
dizilimlerinin stabilitesini arastirmislar ve ¢alisma bulgularimiza paralel olarak peptid
dizilimlerinin sinyallerinde azalma tespit etmislerdir. Sinyallerdeki azalmanin
glikozilasyona bagli olarak protein yapisinda meydana gelen degisiklikten oOtiirii
olabilecegini belirtmislerdir. Lipit transfer proteinleri ya da tohum depo proteinlerine ait

olan peptidlerin 1s1l iglemlere karst daha stabil oldugunu belirtmislerdir.

Korte ve ark. (2019) LC-MSMS ile gida alerjenlerinin belirlenmesine yonelik yaptiklar
calismada ekmek ve biskiivi matrikslerine findik, badem, ceviz ve yer fistig1 ekleyerek
15 ve 45 dakika pisirme islemi uygulamiglardir. LC-MS/MS ile analiz sonras1 15 dakika
pisirme islemi uygulanan biskiivilerde marker olarak belirledikleri alerjen peptidlerin
yogunlugunda %40-80 aras1 bir diisiis goriiliirken, 45 dakika pisirme islemi uygulanan
orneklerdeki marker peptidlerin yogunlugunda ise %17-65 aras1 bir diisiis tespit
edilmistir. Isil islem sonrasi peptidlerin yogunlugunun gida matriksine, alerjen
proteinlerin yapisina ve 1sil islem siliresine bagli olarak degisebilecegini ortaya

koymuslardir.

LC-MS/MS ile findik alerjenlerinin belirlenmesi amactyla yapilan diger bir arastirmada
kavurma ve karamelizasyon islemlerinin alerjen peptid dizilimleri {izerine etkisi
incelenmigtir. Yapilan ¢calismada Cor a 11 alerjenine ait olan AFSWEVLEAALK peptid
dizilimi 180°C 18 dakika kavurma ve karamelizasyon iglemi sonrasi stabilitesini
kaybederken ALSQHEEGPPR peptid diziliminin stabilitesini korudugu ifade
edilmektedir. Caligmada gidalardaki findik alerjenlerinin belirlenebilmesi amaciyla
kavurma ve karamelizasyon islemleri sonrasi varligini devam ettiren Cor a 8, Cor a 9 ve
Cor a 11 alerjenlerine ait sekiz adet peptid dizilimi marker olark belirlenmistir (Van

Vlierberghe ve ark. 2020).
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Lamberti ve ark. (2021) kuru hava ve infrared teknolojilerinin kullanildig: iki farkli
firinda findiklara 140°C ve 170°C sicakliklarda 1s1l islem uygulamiglardir. Her iki 1s1l
islem uygulamasinda da sicakligin artmasiyla birlikte protein ¢oziiniirliigiinde azalma
tespit etmislerdir. Ayrica findiktaki Cor a 9, Cor a 11 ve Cor a 14 alerjenlerinin IgE
reaktivitesinin 140°C sicakliga kadar stabilitesini korudugunu, 170°C sicaklik
uygulamasinda ise kuru hava ile 1sitilarak gergeklestirilen kavurma islemi sonras1 alerjen
proteinlerin IgE reaktivitesinin azaldigini, infrared uygulamasi yapilan 6rneklerde ise IgE

reaktivitesinin tamamen kayboldugunu belirtmislerdir.

4.5. Marker Olarak Belirlenen Peptid Dizilimlerinin Validasyonu

4.5.1. Kalitatif analiz icin validasyon calismasi

Gidalardaki badem ve findik alerjenlerinin kalitatif analizlerinin validasyon calismalari
icin kek ve dondurma 6rnekleri hazirlanarak validasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmis olup
elde edilen sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir. Validasyon parametrelerinin
degerlendirilmesi Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu

Rehberi’ne gore yapilmistir (Anonim, 2018).

Minimum tespit sinir1 (LOD) c¢aligsmasi i¢in igerisine 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm ve
10000 ppm oraninda findik ve badem ilave edilerek kek ve dondurma numuneleri
hazirlanmis ve metodun tespit edebildigi en diisiik seviye belirlenmistir. Kek numunesine
ait kromatogram Sekil 4.18’de, dondurma numunesine ait kromatgram ise Sekil 4.19’da

verilmistir.
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Cizelge 4.10. Kalitatif validasyon ¢aligsmas1 sonuglari

Validasyon

Parametresi Hesaplanan Deger Degerlendirme
-Hassasiyet SE = 20/20=1 Rolatif hassasiyet %90’dan  daha
(SE) Rolatif SE (%) =100 x 1=100 yiiksek olarak bulundugundan kabul
-Rolatif edilebilir olarak degerlendirilmistir.
Hassasiyet
(%SE)
Dogruluk (RA) RA =(20+20)/40=1 Rolatif  dogruluk %90°dan  daha
Rolatif Rolatif RA(%)=100x(20+ 20)/40 yiiksek oldugundan kabul edilebilir
Dogruluk =100x1=100 olarak degerlendirilmistir.
(%RA)
Yanlis Negatif FN=1-SE=0 Yanlis  negatif oram1  %I10’u
Orani (FN) asmadigindan metot kabul edilebilir

olarak degerlendirilmistir.

Ozgiilliik (SP)  SP =20/20=1 Ozgiillik %90’dan daha yiiksek
Rolatif Rolatif SP = 100 x 1=100 oldugundan kabul edilebilir olarak
Ozgiilliik degerlendirilmistir.
(%SP)
Yanlis Pozitif FP=1-1=0 Yanlig pozitif ~ orani %10’u

Orani (FP) asmadigindan metot kabul edilebilir
olarak degerlendirilmistir.

Gozlenen ve Po=(N11+N2)/N= (20+20)/40=1 K >0.80 — Cok iyi uyum

Beklenen Pe= [(20*20)+(20*20)]/40%=

Sonuglarin (400+400)/1600=0,5

Uyumu Kappa (K)= (1-0,5)/(1-0,5)=
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Sekil 4.18. Kek matriksine ait toplam iyon kromatogrami (LOD: 10 ppm)
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Sekil 4.19. Dondurma matriksine ait toplam iyon kromatogrami (LOD: 10 ppm)

Yapilan ¢alismada kek ve dondurma 6rneklerinde minimum tespit sinir1 10 ppm olarak
belirlenmistir. Sekil 4.20 ile Sekil 4.23 arasinda marker olarak belirlenen peptid

dizilimlerine ait LOD seviyesindeki iyon kromatogramlari gosterilmektedir.
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Sekil. 4.21. VQVVDDNGNTVFDDELR (m/z= 967.9582) peptid dizilimine ait iyon
kromatogrami (LOD seviyesi)
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Sekil 4.22. ALPDEVLQNAFR (m/z= 686.8626) peptid dizilimine ait iyon kromatogrami
(LOD seviyesi)
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Sekil 4.23. VQVVNENGDPILNDEVR (m/z= 955.4829) peptid dizilimine ait iyon
kromatogrami (LOD seviyesi)

4.5.2. Kantitatif analiz icin validasyon ¢calismasi

Calismada ayrica badem ve findik icin marker olarak belirlenmis olan peptid
dizilimlerinin ¢esitler icerisinde miktarsal olarak farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla
kantitatif olarak analizleri yapilmistir. Cizelge 4.11°de findik ve badem i¢in marker olarak
belirlenmis olan INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a
9.2), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02)

peptid dizilimlerine ait validasyon parametreleri verilmistir.

Cizelge 4.11. Kantitatif analizlere ait validasyon parametreleri

INTVNSNTLPVLR VQVVDDNGNTVFDDELR ALPDEVLQNAFR VQVVNENGDPILNDEVR

Cora9.1 Cora9.2 Pru du 6.02.01 Pru du 6.02
LOD (ppm) 0,203 0,313 0,428 0,235
LOQ (ppm) 0,359 0,513 0,651 0,318
R? 0,993 0,995 0,996 0,995
RSDpool (%) 2,72 2,03 6,09 3,01
Geri Kazanim (%) 104,2 102,1 96,7 101,2
Dogruluk (%) 103,6 101,7 97,7 100,2

Alerjen peptidlerin miktarsal analizine yonelik ¢aligmalar olduke¢a kisithdir. Bignardi ve
ark. (2010) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada badem, findik, kaju, yer fistig1 ve

ceviz alerjenlerinin tahil gevregi ve biskiivilerde LC-MS/MS ile tespit edilmesi
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hedeflenmistir. Yapilan ¢alismada sert kabuklu meyve alerjenlerine ait tespit limitlerinin

14-55 mg/kg araliginda degistigini belirlemislerdir.

Heick ve ark. (2011) ekmek oOrneklerinde siit, yumurta, findik, ceviz ve badem
alerjenlerinin LC-MS/MS ile belirlenmesini amaciyla gergeklestirdikleri ¢alismada findik
alerjeni olan INTVNSNTLPVLR diziliminin tespit limitini 0,42 mg/kg olarak
bulmuslardir. Bademdeki alerjen peptidlerden GNLDFVPPR dizilimi i¢in ise tespit limiti
0,19 mg/kg olarak bildirilmistir.

Korte ve ark. (2016) dondurma &rnekleri igerisinde sert kabuklu meyve alerjenlerinin LC-
HRMS ile tespitine yonelik yaptiklari calismada INTVNSNTLPVLR findik alerjen
peptidinin minimum tespit sinirin1 0,49 mg/kg, badem alerjeni olan ALPDEVLQNAFR
dizilimi i¢in ise 0,34 mg/kg olarak saptamislardir. INTVNSNTLPVLR diziliminin
minimum tespit limiti ¢aligmada belirlenen 0,203 mg/kg degerine gore daha diisiik iken,
ALPDEVLQNAFR igin tespit ettikleri deger calismada tespit edilen 0,428 mg/kg
degerine gore daha yiiksektir. Minimum tespit sinirindaki farkliliklarin ¢alismada
kullanilan materyal, Ornek hazirlama asamasi ve analizlerde kullanilan cihaz

farkliliklarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.6. Farkh Findik ve Badem Cesitlerindeki Alerjen Peptid Dizilimlerinin Tespiti

Calismada farkli findik ve badem cesitlerindeki alerjen peptid dizilimlerinde farklilik
olup olmadig: aragtirilmistir. Findik ekstraktlarinin tripsin ile muamelesi sonrasi elde
edilen Orneklerin LC-QTOF/MS cihazinda tarama ve MSMS modunda analizleri
gerceklestirilmistir. Fosa, Tombul, Palaz, Mincane ve Cakildak findik cesitlerine ait
toplam iyon kromatogramlar1 Sekil 4.24 ile Sekil 4.28 arasinda verilmistir. Toplam iyon
kromatogramlari incelendiginde farkli findik cesitlerine ait kromatogramlarin benzerlik

gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.24. Fosa findik ¢esidine ait toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.25. Tombul findik ¢esidine ait toplam iyon kromatogram
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Sekil 4.26. Palaz findik ¢esidine ait toplam iyon kromatogram
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Sekil 4.27. Mincane findik ¢esidine ait toplam iyon kromatogram
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Sekil 4.28. Cakildak findik ¢esidine ait toplam iyon kromatogram

Sekil 4.29 ve Sekil 4.33 arasinda ise Ferroduel, Lourenne, Nonpareil, Teksas ve Ferragnes
badem c¢esidine ait kromatogramlar gdsterilmektedir. Findik c¢esitlerine ait
kromatogramlarda oldugu gibi badem g¢esitlerine ait toplam iyon kromatogramlar1 da

kendi i¢lerinde benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.30. Lourenne badem c¢esidine ait toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.31. Nonpareil badem ¢esidine ait toplam iyon kromatogrami
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Sekil 4.33. Ferragnes badem c¢esidine ait toplam iyon kromatogrami

Farkli findik ve badem g¢esitlerinin MS/MS kiitle spektrumlarina ait veriler Matrix

Science Mascot yazilimina yiiklenmis ve SwissProt/NCBIprot kiitiiphaneleri taranarak

alerjen peptid dizilimleri aragtirilmistir. Her ¢esit i¢in veri tabanindan elde edilen sonuglar

incelendiginde farkli gesitlerde tespit edilen peptid dizilimleri arasinda bir fark olmadig:

gorilmiistiir.

Bu sebeple findik ve badem i¢in marker olarak belirlenen INTVNSNTLPVLR (Cor a
9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2), ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve
VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02) peptid dizilimlerinin kantitatif validasyon

caligmalar1 sonrasi farkli siire ve sicakliklarda kavurma islemine tabi tutulan badem ve

findik gesitlerinde miktarsal olarak farkliliklar arastirilmistir. Findik gesitlerindeki Cor a
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9.1 ve Cor a 9.2 alerjenlerinin analiz sonuglarina ait varyans analiz tablosu Cizelge

4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Findik ¢esidi, kavurma sicakligi ve siiresinin Cor a 9.1 ve Cor a 9.2 {izerine
etkisine ait varyans analizi

Cora9.1 Corad.2
Varyasyon Kaynagi df KO F degeri KO F degeri
Cesit 4 22,136 62,882** 123,876  181,344**
Kavurma Sicakligi 3 408,763 1161,156** 554,215  811,324**
Siire 2 521,313 1480,873** 464,911  680,590**
Cesit *Sicaklik 12 6,320 17,954** 16,466 24,105**
Cesit *Sicaklik * Siire 38 18,894 53,673** 21,458 31,413**
Hata 60 ,352 ,683
Toplam 120
**:p<0.01

Varyans analizi sonucunda findik 6rneklerinde; ¢esit, kavurma sicakligi ve siiresinin Cor
a 9.1 ve Cor a 9.2 alerjen miktari ilizerine etkisi ile ¢esit*sicaklik ve ¢esit*sicaklik*stiire
interaksiyonlar1 p<0.01 seviyesinde dnemli bulunmustur. Farkli findik ¢esitlerindeki Cor
a 9.1 alerjen sonuglari Cizelge 4.13’te, Duncan Coklu Karsilastirma test sonuglar1 Cizelge
4.14’te verilmistir. Yapilan Duncan ¢oklu Kkarsilagtirma test sonuglarina goére tiim
cesitlerde Cor a 9.1 miktarinda en yiiksek degere Cakildak cesidinin kontrol 6rneginde
ulasilmigtir. Palaz ve Tombul c¢esitleri arasinda Cor a 9.1 alerjen miktar1 agisindan

istatistiki olarak bir fark bulunmamustir (p<0.05).
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Cizelge 4.13. Findiklardaki Cor a 9.1 alerjeninin ¢esit, siire ve kavurma sicakliklarina
gore degisimi

Cor a 9.1 miktar1 (mg/kg)

Sicaklik Siire Cakildak Fosa Mincane Palaz Tombul
Kontrol 57,86+1,38 55,43+1,44 54,10+1,90 57,43+2,31 55,58+2,13
130 15 53,48+0,95 47,59+1,65 51,45+0,97 49,40+0,50 49,01+0,48
30 51,61+0,49 45,84+0,40 50,44+1,35 48,20+0,99 47,88+1,27
150 15 49,38+1,62 44,87+1,34 45,60+0,75 46,07+0,73 45,37+0,68
30 47,76+1,46 44,21+1,26 43,72+1,23 43,50+1,33 43,64+0,55
170 15 45,45+0,87 40,50+1,10 41,59+0,46 40,92+0,87 41,25+0,58

30 40,57+1,14 39,47+0,39 40,70+0,95 38,59+1,09 39,81+0,92

+: standart sapma (n=3)

Cizelge 4.14. Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore kavurma sicakligi, siiresi ve
cesitlerin Cor a 9.1 miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Tombul 47,35¢ Kontrol 57,08 a Kontrol 56,30 a
Cakildak 50,32 a 130 50,39 b 15 47,27 b
Fosa 46,80 d 150 47,03 c 30 4574 c
Mincane 48,57 b 170 45,74 d
Palaz 47,65 ¢
Standart hata 0,140 0,114 0,094

Ayni siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak farkl
oldugunu goéstermektedir (p<0.05).

Findik cesitlerindeki Cor a 9.2 alerjen miktarina ait sonuglar Cizelge 4.15’te, Duncan
¢oklu Karsilastirma test sonuglari Cizelge 4.16’da verilmistir. Yapilan Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglarina gore tiim gesitler igerisinde Cor a 9.2 miktar1 en yiiksek
Mincane ve Palaz cesitlerinin sicaklik uygulamasi yapilmayan kontrol 6rneklerinde tespit
edilmistir. Mincane ve Palaz ¢esitlerinin Cor a 9.2 sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmazken en diisiik deger Fosa ¢esidinde bulunmustur.
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Cizelge 4.15. Findiklardaki Cor a 9.2 alerjeninin ¢esit, siire ve kavurma sicakliklarina

gore degisimi

Findik ¢esitlerindeki Cor a 9.2 miktar1 (mg/kg)

Sicaklik ~ Siire Cakildak Fosa Mincane Palaz Tombul
Kontrol 186,19+£2,85 184,81+£2,97 187,78+2,44 187,89+3,48 185,45+3,20
130 15 182,16+1,91 186,30+2,61 183,74+2,32 181,35+2,71 181,35+2,71
30 177,824+2,35 182,06+2,05 183,20+1,23 176,90+3,16 176,90+3,16
150 15 171,844+2,40 178,26+2,19 182,18+1,72 174,76+2,43 174,76+2,43
30 168,124+2,87 176,384+2,45 178,54+2,27 173,55+2,28 173,55+2,28
170 15 165,77£2,36 175,19£2,29 175,23+2,41 171,31£2,56 171,31£2,56
30 163,12+1,66 162,63+1,78 169,33+3,12 167,75+3,33 167,75+2,33
+: standart sapma (n=3)
Cizelge 4.16. Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore kavurma sicakligi, siiresi ve

gesitlerin Cor a 9.2 miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Tombul 177,42b Kontrol 186,62 a Kontrol 185,53 a
Cakildak 175,60 c 130 181,21 b 15 177,47 Db
Fosa 174,36 d 150 176,43 c 30 175,10 c
Mincane 181,90 a 170 171,77 d
Palaz 180,87 a
Standart hata 0,195 0,159 0,131

Ayni siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak farkli
oldugunu géstermektedir (p<0.05).

Calismada kavrulmamis findik orneklerindeki Cor a 9.1 miktarinin 54,10 mg/kg-57,86

mg/kg arasinda, Cor a 9.2 miktarinin ise 184,81 mg/kg-187,89 mg/kg araliginda degistigi

[

gorilmistir. Farkli kavurma stire ve sicakligina bagli olarak da Cor a 9.1 ve Cor a 9.2

miktarlarindaki degisimler incelendiginde her iki alerjen miktarinda da sicaklik ve siireye

bagli olarak azalma meydana gelmistir.

Ansari ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada findikta bulunan farkli peptid

dizilimlerinin LC-MS/MS ile analizleri gergeklestirilmis ve findiktaki Cor a 9.1 alerjen
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miktar1 397 mg/kg olarak tespit edilmistir. Cor a 9.1 miktar1 aragtirma sonuglarimizla
kiyaslandiginda Ansari ve ark. (2012) daha yiiksek bir sonug elde ettigi goriilmektedir.
Sonuglardaki miktarsal farkliligin calismada kullanilan findik ¢esitleri ya da ekstraksiyon

yonteminin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Validasyon c¢alismalar1 sonras1 farkli kavurma prosesleri uygulanmis badem
cesitlerindeki Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02 miktarlar1 belirlenmis ve bu degerlere ait
varyans analiz tablosu Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Badem ¢esidi, kavurma sicakligi ve siiresinin Pru du 6.02.01 ve Pru du 6.02
tizerine etkisine ait varyans analizi

Pru du 6.0201 Pru du 6.02

Varyasyon Kaynagi  df KO F degeri KO F degeri
Cesit 4 237,678  8678,086**  6348,517  6561,831**
Kavurma Sicaklig 3 35,944 1312,381**  1407,777 1455,079**
Siire 2 59,282  2164,488**  1425,150  1473,036**
Cesit *Sicaklik 12 ,495 18,063** 28,524 29,483**
Cesit *Sicaklik * Siire 38 1,444 52,718** 47,086 48,668**
Hata 60 027 967
Toplam 12

0

**:p<0.01

Varyans analizi sonucunda badem 6rneklerinde; ¢esit, kavurma sicakligi ve siiresinin Pru
du 6.02.01 ve Pru du 6.02 alerjen miktar1 tizerine etkisi ile ¢esit*sicaklik ve
cesit*sicaklik*siire interaksiyonlart p<0.01 seviyesinde onemli bulunmustur. Farkli
badem g¢esitlerindeki Pru du 6.02.01 alerjen sonuglar1 Cizelge 4.18’de, Duncan ¢oklu
Karsilastirma test sonuglari Cizelge 4.19°da verilmistir. Yapilan Duncan ¢oKlu
karsilastirma test sonuglarina gore tiim ¢esitlerde Pru du 6.02.01 miktari en yiiksek Teksas
¢esidinin kontrol 6rneginde tespit edilmistir. Ferraduel ve Ferragnes cesitleri arasinda Pru
du 6.02.01 alerjen miktar1 agisindan istatistiki olarak onemli bir fark gézlenmemistir
(p<0.05).
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Cizelge 4.18. Bademlerdeki Pru du 6.02.01 alerjeninin ¢esit, siire ve kavurma
sicakliklarina gore degisimi (mg/kg)

Pru du 6.02.01 miktar1 (mg/kg)

Sicaklik Sitire  Teksas Nonpareil Ferraduel Ferragnes Laurenne
Kontrol 19,26+0,94 17,40+0,81 13,50+0,98 13,86+0,89 10,01+0,81
130 15 17,34+0,70 15,35+0,77 11,21+0,83 12,00+0,84 7,76+0,73

30 16,98+0,64 15,08+0,61 11,04+0,84 10,94+0,73 7,26+0,47
150 15 15,68+0,58 14,61+0,58 10,85+0,77 10,42+0,77 6,07+0,68

30 14,58+0,47 13,98+0,64 10,56+0,65 9,88+0,65 5,71+0,51
170 15 14,22+0,37 12,98+0,50 10,45+0,59 9,45+0,69 5,22+0,59

30  13,61+0,18 11,91+0,47 9,87+0,51 8,71+0,55 4,76+0,43

+: standart sapma (n=3)

Cizelge 4.19. Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore kavurma sicakligi, siiresi ve
¢esitlerin Pru du 6.02.01 miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Ferragnes 1121c Kontrol 14,81 a Kontrol 14,88 a
Ferraduel 11,28 ¢ 130 12,85b 15 1191b
Nonpareil 14,86 b 150 11,70 ¢ 30 11,35¢

Teksas 16,36 a 170 10,79 d
Laurenne 7,08d
Standart hata 0,011 0,032 0,026

Ayni siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan goklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak farkli
oldugunu géstermektedir (p<0.05).

Farkli badem ¢esitlerindeki Pru du 6.02 alerjen sonuglar1 Cizelge 4.20’de, Duncan ¢oklu
Karsilastirma test sonuglari Cizelge 4.21°de verilmistir. Yapilan Duncan ¢oKlu
karsilastirma test sonuglarina gore tiim gesitler igerisinde Pru du 6.02 miktarinda en
yiiksek degere Laurenne c¢esidinin sicaklik uygulamasi yapilmayan oOrneklerinde
ulagilmistir. En diisiik deger ise Nonpareil ¢esidinin 170°C’de 30 dakika kavurma islemi

uygulanan 6rnekte bulunmustur.
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Cizelge 4.20. Bademlerdeki Pru du 6.02 alerjeninin gesit, siire ve kavurma sicakliklarina

gore degisimi

Pru du 6.02 (mg/kg)

Sicaklik
(°C) Siire Teksas Nonpareil ~ Ferraduel  Ferragnes  Laurenne
Kontrol 89,24+1,80 72,67+1,65 107,97+£3,46 82,38+2,75 113,64+3,48
130 15 80,53+1,44 65,86£1,94 96,46+£3,68 75,91+£2,61 107,14+3,60
30 82,56£1,65 59,21+2,03 92,55+2,15 77,204+2,47 104,52+2,94
150 15  69,78+1,37 61,77+1,53 90,46+2,57 69,03+£2,11 106,92+2,67
30 66,15£1,09 54,77+1,85 88,47+2,02 65,95+2,06 98,37+3,08
170 15  59,74+1,59 50,45+1,66 91,13£1,89 61,25£1,76 95,53+2,89
30 55,42+1,42 46,15+1,45 83,13+1,75 59,15+1,41 91,14+0,48

+: standart sapma (n=3)

Cizelge 4.21. Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore kavurma sicakligi, siiresi ve

¢esitlerin Pru du 6.02 miktarina etkisi

Cesit Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Ferragnes 70,83 d Kontrol 95,18 a Kontrol 93,06 a
Ferraduel 95,37b 130 84,46 b 15 79,45 b
Nonpareil 57,20 e 150 78,50 ¢ 30 75,19 ¢
Teksas 73,28 ¢ 170 70,34 d
Laurenne 103,05a
Standart hata 0,232 0,189 0,156

Ayni siitundaki farkli harfler sonuglarin Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak farkl
oldugunu goéstermektedir (p<0.05).

Kavrulmamig badem cesitlerinde ise Pru du 6.02.01 miktart 13,50 mg/kg-19,26 mg/kg
araliginda, Pru du 6.02 miktar1 ise 72,67 mg/kg-113,64 mg/kg araliginda tespit edilmistir.
Artan sicaklik ve siireye bagh olarak da Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02 miktarlarinda

azalma oldugu belirlenmistir.
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Literatiirde farkli ¢esitlerde bulunan alerjenlerin karsilastirildigi ¢alismalar az sayidadir.
Calismalarin biiytik bir kismin1 ELISA veya PCR testi ile yapilan ¢alismalar olusturmakta
olup kiitle spektrometresi ile farkli ¢cesitlerdeki alerjen proteinlerin arastirildig1 ¢alismalar

oldukca kisithdir.

Runde Romer, Levantiner, Neapler, Contorta findik ¢esitlerinde; ¢esit, depolama ve 1s1l
islemin IgE baglayan epitoplara etkisini incelenmistir. Immiinoblot testlerde cesitler
arasinda alerjenik aktivitedeki fark 6nemsiz bulunurken, alerjen proteinlerin ¢ogu 170°C
tizeri sicaklilarda stabilitesini kaybetmis, yalnizca 14 kDA dan kii¢iik olan bir proteinin
alerjenitesini devam ettirdigini belirlemislerdir. On dokuz hafta depolama siiresi sonunda
da findik ¢esitlerindeki proteinlerin alerjenitesinde bir degisiklik olmadigi ifade edilmistir

(Wigotzki ve ark. 2000).

Koppelman ve ark. (2001) yaptiklar1 calismada 3 farkli yer fistig1 ¢cesidinde elde ettikleri
SDS-PAGE ve densitometrik analiz sonuglarina gore, cesitlere ait Ara hl ve Ara h2
miktarlariin toplam proteine oranlarinin %12-16 ve %°5,9-9,3 araliginda degistigini
belirtmislerdir. Analitik yontemin belirsizligi g6z oniine alindiginda gesitler arasinda Ara
h 1 ve Ara h 2 miktar1 agiSindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadigini
saptamiglardir. Ayrica ELISA testi ile IgE baglama kapasitelerini ve farkli ¢esitlerin IgE

baglama kapasitelerinin de biiyiik dl¢iide benzerlik gdsterdigi sonucuna varmiglardir.

Prandi ve ark. (2013) Italya’nin farkl1 bolgelerinde yetistirilen ii¢ farkli Triticum durum
bugdaymdaki Tri a 30 alerjeninin SDS-PAGE ve enzimatik pargalanma sonrasi LC-
MS/MS ile analizini gerceklestirmislerdir. Arastirma sonucglarina goére Durum
bugdaylarindaki Tri a 30 miktarinin 0,22-1,11 mg/g arasinda degistigini ve yetistirilen
bolge ve ¢esitler acisindan Tri a 30 miktarinda istatistiksel olarak p<0,01seviyesinde

farklilik oldugunu ifade etmislerdir.
Wu ve ark. (2016) Cin’de yetistirilen 53 farkli yer fistig1 ¢esidi iizerine yaptiklari

arastirmada SDS-PAGE ile ayristirilan alerjen proteinlerin IgE baglama kapasitelerini

ELISA testi ile karsilagtirmiglardir. Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3 ve Ara h 6 alerjenlerinin
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ELISA testi ile elde edilen miktarsal sonuglari arasinda cesitler arasinda farklilik
oldugunu ve farkliligin ¢esidin toplam protein miktariyla orantili olarak degistigini ifade

etmislerdir.

Ribeiro ve ark. (2020) alerjenitesi diisiik ve tiiketici saglig1 icin uygun olan findik
cesitlerini belirlemeyi amagladiklari aragtirmada Portekiz’de yetistirilen 18 farkli findik
¢esidi lizerinde ¢alismislardir. Findik gesitlerindeki Cor a 8, Cor a 9 ve Cor a 14 alerjenleri
icin PCR ile elde ettikleri amplifikasyon egrilerinde benzer profiller tespit etmislerdir.
Ayrica alerjik kisilerde yaptiklari testlerde cesitlerin IgE reaktivitesinde de farklilik

olmadigini ifade etmislerdir.

99



5. SONUC

Son yillarda diger tiim alerjik hastaliklarda oldugu gibi gida alerjisinin goriilme sikliginda
da hizli bir artis goriilmektedir. Degisen yasam tarziyla iligkili olarak gittikce gelisen ve
sanayilesen iilkelerde geleneksel beslenme aliskanliklarindan uzaklasildigi ve
beslenmedeki bu degisimin alerjilerde ve alerjik hastaliklardaki artisla iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Gidalardaki alerjenlerin etiketlenmesine dair yasal diizenlemeler
bulunmasina ragmen bir¢ok {iriin yanlis etiketlenme sonucu piyasadan toplatilmakta ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica ¢apraz bulasma nedeniyle gidalarda
alerjenlerin varligi gida giivenligi ve tiiketici sagligi agisindan Onemli bir risk
olusturmaktadir. Bu sebeple gidalardaki alerjenlerin tespiti ve etikette yasal

diizenlemelere uygun bir sekilde beyan edilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Sert kabuklu meyveler 6nemli bir alerjen grubunu olusturmaktadir. Badem ve findik
tilkemizde yetistirilen ve siklikla tiiketilen sert kabuklu meyvelerin basinda gelmektedir.
Bu meyveler ham veya kavrulmus olarak tiiketilebilmekte veya birgok gidanin tiretiminde
bilesen olarak kullanilmaktadir. Saglik ve beslenme agisindan yararli besinler olmasina
karsin findik ve badem bazi kisilerde alerjik reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Bu
nedenle gidalardaki findik ve badem alerjenlerin belirlenmesi gida giivenliginin
saglanmasi ve tiiketici sagliginin korunmasi icin gereklidir. Ayrica findik ve badem
cesitlerinde bulunan alerjenlerdeki farkliliklarin belirlenmesi hem tiiketiciler hem de

iireticiler i¢cin onem arz etmektedir.

Caligmada gidalardaki badem ve findik alerjenlerinin proteomiks teknigi ile
belirlenebilmesi amaciyla LC-QTOF/MS cihazi kullanilarak metot gelistirilmis ve
validasyon caligsmalar1 gerceklestirilmistir. Oncelikle findik ve badem orneklerinde
protein ekstraksiyonu amactyla TRIS/HCI, amonyum karbonat, dibazik sodyum fosfat ve
0,01 M HCI tamponlar1 kullanilarak ekstraksiyon denemeleri yapilmis ve tiim 6rneklerde

200mM TRIS/HCI ¢ozeltisi ile en yiiksek ekstraksiyon verimi elde edilmistir.

Kavrulmamis findik ve badem 6rneklerinde alerjen peptid dizilimlerinin belirlenebilmesi

icin ekstraksiyon ve enzimatik par¢alanma sonrasi ornekler LC-QTOF/MS cihaz ile
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analiz edilerek kiitle spektrumlari elde edilmistir. Kiitle spektrumunda yer alan
parcalanma triinlerinin kiitlelerine ait bilgilerden peptidin sekansinin belirlenebilmesi
amaciyla veriler Matrix Science Mascot yazilimina yiiklenmis ve SwissProt/NCBIprot
kiitiphaneleri taranarak findik ve bademe Ozgii olan alerjen peptid dizilimleri
belirlenmistir. UNIPROT veritaban1t yardimiyla peptid dizilimlerinin dogrulamasi

yapilmustir.

Kavrulmamis 6rneklerdeki alerjen peptid dizilimleri belirlendikten sonra, 6rneklere farkl
sicaklik ve siirelerde kavurma islemi uygulanarak ham 6rneklerde belirlenmis olan peptid
dizilimlerinin 1s1l islem sonrasi stabilitelerini devam ettirip ettirmedigi arastirilmistir.
Peptid yogunluguna orneklerdeki protein miktarinin potensiyel etkisini belirlemek
amaciyla, cesitli siire ve sicakliklarda kavurma islemi uygulanmis 6rneklerin protein
miktar1 belirlenmis ve kavurma sonrasi protein degerlerinde kontrol Ornegine gore

istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis tespit edilmistir.

Farkli siire ve sicakliklarda kavurma islemi sonrasi orneklere ait kiitle spektrumlar1 veri
tabaninda incelenmis ve bazi peptid dizilimlerinin varligin1 devam ettirirken bazilarinin
ise stabilitelerini kaybettigi gorilmiistiir. Isil islem sonrasi stabilitesini koruyan
INTVNSNTLPVLR (Cor a 9.1), VQVVDDNGNTVFDDELR (Cor a 9.2) dizilimleri
findik  alerjenlerinin  tespiti, ALPDEVLQNAFR (Pru du 6.02.01) ve
VQVVNENGDPILNDEVR (Pru du 6.02) peptid dizilimleri ise badem alerjenlerinin
tespiti amaciyla marker olarak belirlenmistir. Yapilan validasyon ¢aligmalar1 sonrasi kek
ve dondurma matriksleri igerisinde bulunan marker peptid dizilimleri i¢in minimum tespit

seviyesi 10 ppm olarak tespit edilmistir.

Calismada ayrica tlilkemizde yetistirilen 6nemli findik ve badem c¢esitlerinde alerjen
proteinlerde farklilik olup olmadigi arastirilmistir. Findikta Cakildak, Fosa, Mincane,
Palaz ve Tombul ¢esitleri; bademde ise Ferragnes, Ferraduel, Nonpareil, Teksas ve
Laurenne c¢esitleri incelenmistir. Veri tabanindaki arastirmalar sonucunda alerjen
kompozisyonu acgisindan cesitler arasinda bir fark olmadigi ancak marker olarak
belirlenen peptid dizilimlerinin konsantrasyonlarinda gesitler arasinda istatistiksel olarak

(p<0.01) 6nemli bir fark oldugu belirlenmistir. Findik gesitleri i¢erisinde en yiiksek Cor
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a 9.1 ve Cor a 9.2 konsantrasyonlar1 sirasiyla Cakildak ve Mincane ¢esidinde tespit
edilmistir. Bademde ise Teksas ve Laurenne ¢esitleri Pru du 6.0201 ve Pru du 6.02

alerjenlerinin konsantrasyonlarinin en yiiksek tespit edildigi ¢esitlerdir.

Bu ¢alisma ile findik ve bademdeki alerjen peptid dizilimleri yiiksek hassasiyet ve
secicilige sahip olan LC-QTOF/MS cihazi kullanilarak proteomiks yontemiyle
belirlenmistir. Boylece tek bir analiz ile farkli gida matrikslerinde bulunan alerjen peptid
dizilimlerinin ¢oklu tespiti miimkiin olmaktadir. Calisma yanlis etiketlenme veya capraz
bulagsma sonucu alerjen tespit edilen gida iiriinlerinin geri ¢cagrilmasindan kaynaklanan
ekonomik kayiplarin engellenmesine ve gida gilivenliginin saglanmasima katkida
bulunulacaktir. Ayrica Tirk Gida Kodeksi Etiketleme ve Tiiketicileri Bilgilendirme
Yonetmeligi’'nde gidalarin etiketinde belirtilmesi zorunlu olan alerjen gruplarindan

bazilarinin tespit edilmesine olanak saglanacaktir.

Yapilan ¢alismanin alerjenlerin proteomiks yontemiyle ¢oklu belirlenmesine bir temel
olusturdugu ve diger alerjen gida gruplarindaki alerjenlerin tespit edilmesi ¢aligmalarina
da fayda saglayacag: diisiiniilmektedir. Ayrica gida alerjenleri {izerine yapilacak olan

yeni arastirma ve projeler icin yol gosterici olacaktir.
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