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Coskun NC ve Kaya E

Zehirli Mantar Toksinlerinin Analiz Yontemleri

OZET

Misetizm olarak da bilinen sapkali mantarlar ile zehirlenme vakalar1 tibbi
imkanlarin ¢ok gelistigi giiniimiizde bile 6liimle sonuglanabilmektedir. Yaklagsik
100 gesit zehirlenmeye yol agcan mantar tiiriiniin arasinda yaklasik 10 tanesi 6liimciil
zehirlenmelere yol acabilmektedir. Zehirlenme durumunda bu mantar toksinlerinin
erken tespiti hayati 6nem tagimaktadir. Bu derlememizde mantar toksinlerinin hangi
yontemler ile tespit edildikleri tek bir kaynakta toplanmistir. Baslica toksinler
olarak; Amatoksinler, Fallotoksinler, Virotoksinler, Koprin, Giromitrin, Ibotenik
asit ve Muskimol, Muskarin, Orellanin, Psilosin ve Psilosibin yer almistir. Analiz
yontemleri icerisinde ise; Ince tabaka kromatografisi, Eliza yontemi, LC-MS/MS,
HPLC, Gaz Kromatografi, LC-QTOF yer almaktadir. Bu derlememizde amag;
ozellikle oliimciil zehirlenmeye sebep olan baslica sapkali mantar toksinlerinin
analiz metotlarini tek bir kaynakta toplayarak arastirmacilara giivenilir bir kaynak
saglamaktir.

Anahtar Kelimeler: Mantar, Zehirlenme, Analiz, Toksin, Analitik

Analysis Methods of Poisonous Mushroom Toxins
ABSTRACT

Mushroom poisoning, also known as misetism, can lead to death, even in the
present day, where medical facilities are highly developed. Of the 100 fungal
species that cause poisoning, about 10 can cause fatal poisoning. Early detection of
these fungal toxins is vital rdin case of poisoning. In this review, the methods by
which fungal toxins are detected are collected in a single source. The main toxins;
Amatoxins, Fallotoxins, Virotoxins, Coprin, Giromitrin, Ibotenic acid and
Muskimol, Muscarin, Orellanin, Psilocin and Psilocybin. In the analysis methods;
Thin layer chromatography, Eliza method, LC-MS/MS, HPLC, Gas
Chromatography, LC-QTOF. The purpose of this review; The aim of this study is to
provide a reliable source for researchers by combining the analysis methods of the
main mushroom toxins which cause fatal poisoning.

Keywords: Mushroom, Poisoning, Analysis, Toxin, Analytical
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1. GIRIS

Mantarlar, heterotrof, spor olusturan,
klorofil bulundurmayan, parazit ve saprofit olarak
yasayan Okaryotik canllardir. Uremeleri hem eseyli
hem de eseysiz olarak sporlar olusturarak meydana
gelir. Biinyelerinde klorofil bulunmadigindan,
organik madde olusturma kabiliyetine sahip
degillerdir. Beslenmeleri i¢in diger canlilar ve 6li
artiklar1 gerekir. Yagam gereksinimleri rutubet, 151k,
sicaklik ve toprak-odun asitligidir. Mantarlar
parazitik organizmalar olduklarindan bitkiler ile
simbiyotik veya ¢iirimiis bir konakta saprofitik
olarak yasarlar(1).

Fungus  kelimesinin  kaynagmin  eski
yunancadaki 6ldiirme manasinda kullanilan “fingus
ago”’ya dayandig: diistiniilmektedir(1).

Antik caglardan beri pek ¢ok uygarlikta
mantarlarin izlerine rastlanabilir. Tarihte mantarlar
tedavi amaciyla kullanildiklart gibi kotii amaclar
icin de kullanilmiglardir. Eski Yunanli hekimlerce
tedavi amaciyla kullanildiklar1 yazitlarda karsimiza
¢ikmaktadir. Glinlimiizde pek ¢ok hastaligin
tedavisinde oncii olmus penisilinlerin “Penisillium”
tiiri mantarlardan tiretildigi bilinmektedir(2).

Yeryliziinde tanimlanmis 22.000 civarinda
sapkali mantar tiirli olmasina ragmen diinyada
ylizbinler ile ifade edilen sapkali mantar tirii
oldugu  konusunda  ¢esitli spekiilasyonlar
bulunmaktadir. Ulkemizde ise yaklasik 2200
sapkalt mantar tiirii tanimlandig1 ve bu tanimlanan
tirlerden 100 civarinda zehirli mantar tird
bulundugu, bu tiirlerden yaklagik 10 tanesinin
olimciil oldugu bilinmektedir. 2014 yili verilerine
gore iilkemizde 5000 civarinda mantar zehirlenmesi
(misetizm)  vakast  Ulusal Zehir Danigma
Merkezi’ne bildirilmistir(2).

Ulkemizin kirsal kesimleri basta olmak
iizere pek c¢ok yerinde halk mantarlar1 toplayarak
gida olarak tiiketmektedir. Mantarin protein
icermesi ve bedava olmasi ile lezzeti nedeniyle
insanlar tarafindan tiiketildigi = goriilmektedir.
Ulkemizde yeterli bilgiye sahip  olmayan
toplayicilar tarafindan toplanan mantarlarin besin
olarak tliketilmesi ile Oliimler goriilebilmektedir.
Aynit zamanda yanlis inanislar nedeniyle de
mantarlarin  zehirli olmadig1 kanisina varilarak
zehirlenme vakalarinin  goriildiigii  bildirilmistir.
Mantarlarin zehirli olan ¢esitleri dogada zehirsiz
olan mantarlarin arasinda yetigebildigi gibi zehirsiz
olan mantarlara da benzeyebilmektedir. Bu nedenle
mantarlarin  ayrimi  uzman bir kisi tarafindan
yapilmalidir. Zehirlenmeler 6zellikle mantarlarin
yogun olarak yetistigi sonbahar ve ilkbahar

aylarinda goriilmektedir. Modern tipta goriilen tiim
gelismelerine ragmen gilinimiizde bazi mantar
zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilan kesin etkili
bir ila¢ bulunamamastir.

2. MANTAR TOKSIN ANALIZLERINDE
KULLANILAN YONTEMLER

Mantarlarin  toksin  analizleri, toksinin
cesidine ve kimyasal 6zelliklerine gore farklilik arz
edebilmektedir. Mantar toksini analizlerinde en sik
kullanilan metotlar asagida belirtilmistir.

2.1. SELEKTIF METOTLAR;

2.1.1. ELiZA: Eliza (ELISA: Enzym-
linked immunusorbent assay) yOntemi; peptid,
protein, antikor gibi maddelerin dl¢limiinde
kullanmilan  ve antikoru enzimle isaretleme
prensibiyle ¢alisan bir yontemdir. Bu yontemde
antikor veya antijen enzim ilave edilerek
isaretlenmekte ve olusan enzimatik reaksiyon
aktivitesi Olgiilmektedir. Bu analiz metodunda
direkt, indirekt ve sandvi¢ metodlar1 vardir. En sik
kullanilani sandvig metodudur. Siklikla
mikrobiyolojik analizlerde kullanilan bu yontem
hizl1 ve yiiksek standarda sahiptir(3).

2.1.2. Lateral akim immiinassay
(LFI)(Kalitatif)(Kart test) : Mobil kart seklinde
uygulanabilen bir yoOntemdir. Normalde test
yapilmadan once kart iizerinde gozle goriilebilen
herhangi bir ¢izgi bulunmaz. Bu testlerde esas
reaksiyon antijen-antikor kompleksinin olugsmasina
baghdir. Genel olarak, antijen veya antikordan
birisi kart testin zemininde bulunan nitroseliiloz
membrana sabitlenir, digerinin ise reaksiyon
pedinde hareketli kalmasi saglanir. Bu hareket
esnasinda kompleks olusur ve bu kompleksin
varligina veya yokluguna gdre sonu¢ yorumlanir.
Kart testlerde, test ¢izgisi alaninda nitroseliiloz
zemine sabitlenen molekiillere gore, sandvi¢ model
ve yarismalt model olmak {izere 2 farkli c¢aligma
prensibi bulunmaktadir. Bu ydntem prensip olarak
mantar toksinlerinin analizi i¢in uygun olmakla
birlikte, halen bu amagla {iretilmis herhangi bir kit
bulunmamaktadir(4).

2.2. KROMATOGRAFIK METOTLAR

2.2.1. ince tabaka kromatografisi: Bu
Olgiim metodunun temeli “kati-sivi absorpsiyon
kromatografisi” dir. Ince tabaka kromatografisinde
sabit faz, ¢esitli boyutlardaki plakalar {izerine ince
bir tabaka halinde sivanmis kat1 absorban maddedir.
Bu yontemde hareketli fazin sabit faz iizerinden
ilerleyisi, asagidan yukar1 dogru olmaktadir.
Coziicii, kapiller etkisi ile igerisine yerlestirilen ince
tabaka plakas1 tizerinde ilerler. Bu ilerleme
sirasinda, sabit faz tlzerine damlatilan numune
icerigindeki maddeler fakli hizlarda ilerlerken
birbirlerinden ayrilirlar(5).

2.2.2. Gaz kromatografisi: Bu analiz
yonteminde kromatografi cihazlari
kullanilmaktadir. Sabit fazin kat1 bir adsorban veya
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kat1 bir destek yiizeyine kaplanmig sivi ve hareketli
fazin ise gaz oldugu kromatografik tekniklere gaz
kromatografisi (GC) adi verilir. Bu yontem
orneklerde bulunan ve ozellikle gaz halinde veya
kolayca gaz fazmma gecebilen maddelerin
analizlerinde kullanilir. Tastyic1 gaz olarak N2 veya
Helyum gazlar1 kullanilir.  Gaz kromatografisi
kullanilarak ~ maddelerin saf olup olmadig
anlasilabilir.  Analitik  yontemler igerisinde
giivenilirligi en yiiksek metodlardan biridir(5).

2.2.3. Yiiksek Basinch Likit
Kromatografisi (HPLC — UV/FD/PDA): Yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi
yine bu yontem igin 6zel gelistirilmis analitik cihaz
ile sabit faz olarak katt maddelerin bulundugu
kolon ve hareketli faz olan sivi ile ayrimim
saglamaktadir.  Giinlimiizde  yaygin  olarak
kullanilan yiiksek basingli sivi kromatografisi, gaz
kromatografisinde ugucu olmadiklarindan
ayrnistirilamayan  maddelerin - 6lglimiinde  sikga
kullanilmaktadir. Bu ydntemde, bir sivi igerisinde
¢Oziilmils madde sabit fazin kat1 oldugu kolonlara
enjekte edilir ve bir pompa yardimiyla kolondan
hareketli faz olarak bir ¢oziici veya ¢oziicii
karigimi gegcirilir. Boylece kullanilan ¢6ziicti ile kati
sabit faz arasindaki yarig sonucu karisimdaki
bilesenler hizli bir sekilde birbirinden ayrilir. HPLC
cihazlarinda, bu maddeleri saptamak iizere farkli
tirde dedektorler kullanilabilmektedir. Bu ydntem
ile aromatik hidrokarbonlar, proteinler, amino
asitler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar,
pestisitler halinde pek ¢ok organik ve inorganik
maddelerin analizleri kolaylikla
saglanabilmektedir(5).

2.2.4. Sm Kromatografi-Kiitle
Spektrometri Sistemi (LC-MS/MS): HPLC ve
kiitle  spektrometresi  sistemlerinin  birbirine
eklenmesi ile olusturulmus bir sistemdir. Sistemde
stvi kromatografisi ve ardigik {i¢ adet kuadropol
bulunmaktadir. Sistem iyonlagtirma kaynagi ile
¢aligmaktadir. Molekiiller, iyonlagtirma kaynaginda
iyonlasarak kiitle spektrometresine gecer. Birinci
kuadropolde olusan ana iyonlar m/z (kiitle/yiik)
oranina goére Dbelirlenir. Bu iyon kollizyon
hiicresinde kollizyon gaz1 (genellikle azot) ile
parcalanir. Sonrasinda pargalanma sonucu olusan
iyonlar son kuadropolde m/z (kiitle/yiik) oranlarina
gore ayrilir. Sonug olarak ana iyon ve pargalanan
iyon eslestirmesi yaparak yiiksek bir duyarlilik ile
kantitatif analiz yapilabilir(6).

2.2.5. LC-TOF (Time Of Flight): Siv1
¢ozeltide bulunan maddenin sivi kromatografisi
sonrasinda dedektdre wulasma (ugus) stiresinin
molekiil agirlig ile iliskilendirildigi ileri diizey bir
analitik metoddur. Bu metodda iyon kaynagi ile
yiklenen molekiiller sonrasinda 1-1,5 m
uzunlugunda olabilen tiiplerde hizlarma gore
ayrilirlar. Daha az molekiil agirligmma sahip

molekiiller daha hizli, daha fazla molekiil agirligina
sahip molekiiller daha yavas olarak dedektore
ulagirlar. Bu yontem ile daha hassas ve ayirt edici
analiz gerceklestirilir. Analitik yontemler arasinda
en hassas yontemlerden biridir(7).

3. MANTARLARDA
BASLICA TOKSIiN CESITLERI(8):
3.1. Siklopeptitler (Amanitinler, fallotoksinler,
virotoksinler) (Hepatotoksik)

3.2. Giromitrin (Monometilhidrazin) (Nefro-
Hepato-Norotoksik)

3.3. Orellanin (Nefrotoksik)

3.4. Muskarin (Muskarinik etki Otonom Sinir
sistemi)

3.5. Ibotenik asit ve Muskimol (Haliisinojenik)
3.6. Koprin (Disiilfiram benzeri etki)

3.7. Psilosibin (Haliisinojenik)

BULUNAN

3.1. SIKLOPEPTITLER:

3.1.1. Amatoksinler:

3.1.1.1. Yapist: 8 aminoasitten olusan halka
yapilar1 mevcuttur. Hiicresel hasara yol acarlar.
Klinikte ilk etkileri gastrointestinal sistem iizerine
olur ve kusma, diyare, karin agrisi ile seyreder.
Toksin emildikten sonra karacigere gelir ve en
biiyllk hasar1 burada gergeklestirir. Karaciger
hiicrelerinde RNA polimeraz Il enzimini inhibe
ederck protein sentezini durdurur ve birka¢ giin
iginde hiicre 6liimiine yol agar. Toksin dolagim ile
bobreklere gelir ve bobrek hiicrelerini de hasarlar.
Amatoksinler oliimciil zehirlerdendir ve mantar
intoksikasyonlart ~ sonucu  goriilen  dliimlerin
%90’1indan daha fazlasinin sorumlusudur(9).

Sekil 1. Amatoksinin (a- Amanitin) kimyasal yapisi

3.1.1.2. Amatoksin cesitleri(10)
a) o Amanitin
b) B Amanitin
) y Amanitin

d) € Amanitin
e) Amanin
f) Amaninamide

g) Amanullin
h) Amanullinik asit
i) Proamanullin
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3.1.1.3. Amatoksin iceren mantar tiirleri:

Amatoksin igerdigi bilinen mantar tiirleri;
Amanita phalloides, Amanita brunnescens, Amanita
ocreata, Amanita virosa, Amanita verna, Lepiota
brunneolilacea, Lepiota castanea, Lepiota
brunneoincarnata, Lepiota helveola, Lepiota
subincarnata, Galerina  steglichii, Galerina
marginata, Galerina autumnalis, Conocybe filaris
olarak bildirilmistir(11).

Resim 1. Amata phalloides

3.1.2. Fallotoksinler:

3.1.2.1. Yapisi: Siklopeptit yapidadirlar ve
halka  seklinde 7  aminoasitten  olusurlar.
Karacigerde nekroz yapict etkisini kisa siirede
gosterirler.  Gastrointestinal —sistemden emilimi
gosterilememigtir. Deney hayvanlarinda sistemik
uygulama sonucu 6liime yol agarlar(12).

OH
H
N
NH OH
O

Sekil 2. Falloidin kimyasal yapisi

3.1.2.2. Fallotoksin ¢esitleri: (10).
a) Falloidin

b) Falloin

c) Profallin
d) Fallisin
e) Fallasin
f) Fallasidin

Q) Fallisasin

3.1.2.3. Fallotoksin iceren mantar tiirleri:

Amanita  phalloides, Amanita virosa,
Amanita bisporigera, Amanita verna, Amanita
arocheae (13).

Resim 2. Amanita phalloides var. Alba

3.1.3. Virotoksinler:

3.1.3.1. Yapis: Monosiklik heptapeptit
yapisindadirlar. Parenteral yolla verildiklerinde
sitotoksik etki ile karaciger nekrozu yaparlar.
Etkileri fallotoksin benzeridir (12).

Sekil 3. Viroidin kimyasal yapist

3.1.3.2. Virotoksin cesitleri(10)
a) Viroidin

b) Dezoksoviroidin

C) Ala viroidin

d) Ala dezoksoviroidin

e) Viroisin

f) Dezoksoviroisin

3.1.3.3. Virotoksin iceren mantar tiirleri:
Amanita virosa(2).

Resim 3. Amanita virosa

3.1.4. SIKLOPEPTITLERIN ANALIZi

Siklopeptitlerin analizinde yaygin olarak
kullanilan yontemler asagida listelenmistir.

a) Spesifik reaksiyon (Meixner test-
Wieland test)(amatoksinler)
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b) ELIZA (alfa amanitin, beta amanitin,
gama amanitin)

c) Ince tabaka kromatografisi
(amatoksinler, fallotoksinler, virotoksinler)

d) HPLC (amatoksinler, fallotoksinler,
virotoksinler)

e) LC-MS/MS ve LC-QTOF
(amatoksinler, fallotoksinler, virotoksinler)

3.1.4.1. Siklopeptitlerin Wieland Testi
(Meixner Testi): Farkli kaynaklarda bu iki farkli
isimle de kullanilabilmektedir. Bu yontemde, taze
mantar ezilerek emici kagit, suyu ile islatilmustir.
Daha sonra bu islakligin kurumasi beklenmis ve
islaklik kuruduktan sonra olusan lekeye %25°lik
HCL damlatilmigtir. Mantar suyu numunesinde
0,02 mg/ml’den fazla amatoksin varsa 5-10 dakika
sonra leke Once yesil mavi, sonra ise mavi renk
aldig1 goriilmiistiir. Testin negatif ¢ikmast mantarin
zehirsiz oldugu anlamina gelmez. Gorece siibjektif
bir sonu¢ verdiginden giivenilir olarak kabul
edilmemektedir, kullanimi tavsiye edilmez(12).

3.1.4.2. Siklopeptitlerin Eliza Analizi: Alfa
amanitin ve beta amanitin icin 6zel ELISA kitleri
bulunmaktadir. Ornek olarak insan kan ve idrar
orneklerinden 80 — 2000 pg ml-1 araliginda tespit
edilebilmektedir. Ayrica gama amanitin de alfa
amanitin kiti ile %22 c¢apraz reaksiyon goriilme
oraniyla tespit edilebilmektedir. Kullanighi bir
yontemdir fakat kit gereksinimi vardir (14).

3.1.4.3. ince Tabaka Kromatografisi: Bu
yontemde, taze 1 gr mantar parcalanarak 100 ml
metanol ile karigtirtlip 1 saat su banyosunda
kaynatilmistir. Sogumasi  beklenerek  cam
pamugundan siiziilmis ve 50 ml metanol
eklenmigtir. 30 dakika daha kaynatilmis ve
siizlilmigstiir. Metanol ugurularak uzaklastirlmistir.
Kalan kuru madde 2 ml metanolde ¢oziilerek 10x10
silica gel 60 plaga uygulanmigtir. Hazirlanan plak,
kloroform, metanol, glasiyal asetik asit, su
(75:33:5:7.5,v/v) ¢oziicii sistemi ile yiikseltilmistir.
Metanolde  bulunan  sinnamaldehidin ~ %1’lik
¢Ozeltisi belirteg olarak plakaya piskiirtimiis ve
plak kurutulduktan sonra HCL buhari ile muamele
edilmigtir. Sonugta plak {izerinde amatoksinler mor,
fallotoksinler mavi, virotoksinler kahverengimsi-
yesil veya renksiz gOrilmiistir. Bu analizde
amatoksinin  dedeksiyon smirt 0,05 pg’dir.
Kantitatif sonu¢ alinamamaktadir, kalitatif olarak
sonuglar1 verimlidir(12).

3.1.44. HPLC ile analiz yontemi: Bu
analiz yonteminde tiim sivi veya sivi hale
getirilebilen Ornekler (mantar, kan, serum, idrar,
doku vs.) kullanilabilir. Sistemde dedektor olarak
DAD dedektér kullanilmis olup 302 nm
(amatoksinler igin) ve 291 nm (fallotoksinler i¢in)
saptanmigtir.  Kolon  olarak C18  (ODS)
kullanilmistir.  Mobil faz olarak; amonyum
asetat/asetonitril (90:10, v/v) kullanilir. Akim hiz1 1
ml/dk olarak belirlenmistir(9).

Baska bir c¢alismada alfa amanitinin
saptanmasi i¢in; 250mmx4.6mm RP-18 (5um)
ODS/2 kolon kullanilmistir. Mobil fazda ise %20
metanol i¢ginde 50mM = sitrik asit, 0.46mM
oktansiilfonik asit ve pH 5.5 olacak sekilde 10M
NaOH katilmis ve 0.45um membrandan filtre ve
degaze edilerek hazirlanmistir. Ornekler oda
1isisinda ve akim hizi 1.0 ml/dk olacak sekilde 20 pl
enjekte edilmistir. Spektroskopik ve coulochemical
analiz i¢in; fotodiod array dedektér ve/veya
Colouchem 11 ile guard cell ve analytical cell
elektrokimyasal dedektor kullanilmigtir. Tim
calismalarda her iki dedektorde kullanilmistir.
Elektrokimyasal potansiyel degerleri: guard cell -
550 mV, analitik dedektor +500 mV olarak daha
once raporlanan prosediirlere gore ayarlanmistir.
Gegerli 5 pA tam skala kullanilmigtir. Tiim 6rnekler
goriinebilir ultraviyole skalada 230 ila 400 nm
arasinda toplanmustir. Kantitatif analizler igin 305
nm UV dalgaboyu kullanilmistir(15).

Bir diger ¢alismada; 6rneklerin ekstraksiyon
islemi i¢in 30 dakika %50 metanolde kaynatilarak
yapilmis ve 5 dakika 5000 rpm’de santrifiij
isleminden sonra supernatant 0,25 pum filtreden
stiziilerek HPLC cihazina 10 pl miktarla enjeksiyon
yapilmistir. Her numuneden 3 ayr1 6lgiim yapilmis
ve alfa amanitin standart kalibrasyon egrisi i¢in 0,2-
0,4-0,6-1-2 pg miktarlarinda olmak iizere 5 noktali
olarak hazirlanmistir. Korelasyon (R2) 0.9993, egri
denklemi (y= 352476x + 17338) olarak
bulunmustur. Sistemde HPLC, 303 nm UV dalga
boyu ve C18 250x4,6 mm kolon (5 um partikiil)
kullanilarak, 1ml/dk akis hiz1 ile analiz yapilmistir.
Mobil fazda ise amonyum asetat (50 mM)
+metanol+asetonitril kullanilmigtir(16).

HPLC yontemiyle amatoksinleri analizi
oldukca  verimli  olarak  yapilabilmektedir.
Dedeksiyon limitleri, dogruluk ve kesinlikleri
yeterlidir. Mantar numunelerinde ve kan-idrar vb
insan numunelerinde analiz yapmak i¢in uygun bir
yontemdir. Bir¢ok arastirmada bu yontemle
analizlerin yapildig1 goriilmektedir. Kit gereksinimi
olmayan bir yéntemdir. Ozel cihaz gerektirmesi,
analitik standartlarin 6zel olarak temin edilmesi ve
tecriibeli personel gerektirmesi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir.

3.1.45. LC-MS/MS yontemi ile analizi:
Siklopeptitlerin analizi amaciyla yiiriitiilen ve LC-
MS/MS sistemi kullanilan bir ¢alismada; 1.8 um
(2.1x100 mm) C18 (ODS) kolon ile UPLC-Triple
quadrupole (MS/MS) kullanilmistir.  Sistemde
ornekler icin kolon bolgesinde termostatl
sogutucunun yanisira amanitin toksinleri icin ikili
sistem olan XEVO TQ MS dedektor elektrospray
pozitif iyon modu (ESI+) (Turbo iyon spray) ve
iicli quadrupole analizér kullanilmistir. TQ MS
6l¢timiinde: kapiller voltaj, 1.5 kV; ektraktor voltaj,
3 V; iyon kaynak 1sis1, 150 °C; desolvation gaz
(1000 L h—1, 500 °C), nitrojen; collision gaz (0.22
mL dk—1) argon kullanilmistir.
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Ornekler kiitle spektrofotometreye akim hizi
0.02 mL/dk—1 olacak sekilde verilmislerdir.
Kromatografik sisteme 6rnekler 20 pL enjeksiyon
volimi; 0.5 mL/dk—1 akim hizi; 40 -C kolon
sicaklig;10 °C otomatik ornekleme sicakligi; (A)
0.02 M amonyum asetat pH 5 ve (B) asetonitril
mobil faz sivilar1 olmak iizere gradiyent protokolii
gesitli oranlarda degismek suretiyle 10 dk toplam
Olciim siiresi olacak sekilde ¢aligilmistir(17).

3.1.4.6. LC-QTOF yontemi ile analizi: Bu
yontemin kullanildigi analizde; siklopeptitlerin
tespiti i¢in ileri kromatografik tetkiklerden olan LC-
QTOF sistemlerinden NanolLock Spray iyon
kaynakli QTOF spektrometre ile birlikte UPLC
sistem kullamilmustir. Kiitle spektrometresi pozitif
elektrospray modunda ve ¢oziiniirliigi 10,000
(FWHM) ve kapiller voltaj ayar1 2.5 kV ile cone
voltaj ayart 40 V olacak sekilde belirlenmistir.
Cihaz st kiitle sinir1, 4 ng/ml sodyum format , %90
metanol ile 80-1300 m/z olacak sekilde
diizenlenmistir. Orneklerin Sl¢iimii sirasinda UPLC
Symmetry C18 kolon ile 180 mm-20 mm, 5 mm
kolon kullanilmigtir. Kolon 99.9% A (su, 0.1%
formik asit) ve 0.1% B (asetonitril, 0.1% formik
asit) yitkanmig ve akim hizi1 10 ml/dk olacak sekilde
kullanilmistir. Sonrasinda ornekler C18, 3 mm, 75
mm-150 mm kolon ve akim hizi 0.4 ml/dk. olacak
sekilde analiz edilmislerdir(18).

3.2. GIROMITRIN

3.2.1. YAPISI

Metilhidrazin ~ yapisinda bir maddedir.
Fizyolojik sartlarda saniyeler i¢inde N-metil N-
formilhidrazine sonrasinda da formik asit ve
hidrazine parcalanir. Oda 1sisinda yagli, renksiz ve
ucucu bir sividir. Kaynatma ile hidrazinleri
parcalansa da kalanlarin zehirlenme olusturma
potansiyeli olabilir. Kaynatirken buhart ile
zehirlenme  ihtimali de vardir.  Giromitrinin
pargalanmasi sonrasi olusan hidrazinler karacigerde
nekroz yaparlar(19)

O
VN\TJ

Sekil 4. Gyromitrin kimyasal yapis1

3.2.2. ICEREN TURLER

Gyromitra esculenta, G. ambigua, G. gigas,
H. lacunosa, Helvella crispa, Paxina leucomenas,
Sarcosphaera crassa(12).

Resim 4. Gyromitra esculenta

3.2.3. ANALiZ YONTEMLERI

3.2.3.1. ince Tabaka Kromatografisi
yontemi ile analizi: Giromitrinin ince tabaka
kromatografisinde analiz ydntemi igin Once
yogunlagtirtlmis kloroform ekstresi silica jel 60
plakaya uygulanmugtir. Ornekler diklormetan-
metanol (9:1, v/v) oraninda hazirlanan ¢oziicii
sistemi kullanilarak yiiriitilmiistir. Kurutulmus
plak iizerine taze hazirlanmig sinnamaldehit-HCL
belirteci piiskiirtiilerek plak 800C’de bir kag¢ dakika
isitilmis ve sonrasinda hidrazinler plak iizerinde
parlak sar1 lekeler halinde goriilmiistiir(20).

3.2.3.2. Gaz Kromatografi ve GC-MS/MS
yontemi ile analizi: Giromitrinin GC-MS/MS ile
analizinin yapildig1 bu ¢aligmada; Electron-impact
mod (EI)  kullanilmigtir.  Kapiller  kolon
30mx0.25mm 1.D., 0.25m Ozelliklerinde
kullanilmistir. Enjektor sicakligi 280 <C olup, kolon
sicakligi; degisken sekilde ayarlanmistir. Full-scan
EI kiitle spektrogram (m/z 35-650, 2.42 scan/s) 70
eV kayit edilmistir(21).

3.3. ORELLANIN

3.3.1. YAPISI

3,3",4,4 -tetrahidroksi-2,2"-bipiridil
yapisinda molekiildiir. Polar ve renksiz bir bilesik
olup mavi fluoresans gosterir (22)

O HO OH

Sekil 5. Orellaninin kimyasal yapist

Konuralp T1p Dergisi 2020;12(1): 148-158

153



Coskun NC ve Kaya E

3.3.2. ICEREN TURLER
Cortinarius orellanus, C. orellanoides,
Orellani tiirleri (12).

/ N

Resim 5. Cortinarius orellanus

3.3.3. ANALiZ YONTEMLERI

3.3.3.1. ince Tabaka Kromatografisi
yontemi ile analizi: Orellanin iceren bir parca kuru
mantar toz haline getirildikten sonra %50 metanol
ile karistirilmis ve 15 dk. oda 1sisinda bekletilerek
stizlilmistiir. Elde edilen karisim silica gel 60 plak
lizerine uygulanmig ve n-Butanol,asetik asit,su
(3:1:1,v/v) ¢Oziicii sisteminde  yiiriitilmiistir.
Orellanin i¢in elde edilen RF degerleri, floresan
indiiktorsiiz selilloz plakalarinda sirasiyla 0.85 ile
0.70 arasindadir. Bilesiklerin selilloz plakalari
iizerindeki yeri, goriiniir 1gikla ve 366 nm'de UV
1s181yla goriiniir olmustur(23).

3.3.3.2. HPLC yontemi ile analizi:
Orellanin  dl¢limii  i¢in  kullanilan  ydntemler
arasinda HPLC de bulunmaktadir. Orellanin analizi
icin HPLC sistemlerinin kullanildig1 bir ¢aligmada
photodiode array UV-Vis dedektor kullanilmistir.
Sistemde C18, 3 um, 150 mmx4.6 mm hplc kolonu
kullanilmis olup mobil faz olarak da 4 mM
amonyum asetat soliisyonu (A) ve metanol (B)
soliisyonlart akim hizi 0,3 ml olacak sekilde
kullanilmislardir. Her iki mobil faz da pH 1,5
olacak sekilde o-fosforik asit ile ayarlanmistir.
Toplam c¢alisma siiresi 20 dk olup enjeksiyon
miktar1 50 pl olarak ayarlanmistir. Ayirma islemleri
oda sicakliginda gergeklesmis olup Orellanin 295
nm bandinda Uv-Vis dedektor tarafindan tespit
edilmistir(24).

3.3.3.3. LC-MS/MS yontemi ile analizi:
Orellanin analizi yapilan diger bir ¢calismada; triple-
quadruple LC-MS/MS cihazinda elektrosprey
iyonizasyon  (ESI) sistemi  pozitif modda
kullanilmistir. Dedektér 1500 V ayarlanmis ve
caligma siiresi 10 dk olmustur. Mobil fazda ¢oziicii
A: 1% formik asit, ve ¢oziicii B: asetonitril, oranlari
(5:95, viv) kullanilmistir. Kolon olarak PRP-1
kolon (PRP-1, 10 pum, 250 x 4.1 mm ID.)
kullanilmistir. Akim hiz1 0.4 ml/dak belirlenmistir.
Ornekler 1:10 90:10,v/v oraninda metanol: 3M
HCL ile dilie edilmis 20 pl kolona enjekte
edilmiglerdir. Orellanin kirilma triinleri: 253 > 163,
253 > 191, 253 > 219, 253 > 236 dalton olarak
saptanmistir(24).

3.4. MUSKARIN

3.4.1. YAPISI

3-hidroksi -2 metil — 5- (trimetil-amonyum-
metil)-oksolan yapisinda olup dogal olani L-(+)-

muskarindir(12).
CH
HyCN

H,C ] o s

OH

Sekil 6. Muskarinin kimyasal yapist

3.4.2. iICEREN TURLER

Inosibe  fastigata,  Inosibe  geophylla,
Clitocybe dealbata, Clitocybe illudens, Amanita
muscaria(25).

Resim 6. Inosibe fastigata

3.4.3. ANALiZ YONTEMLERI

3.4.3.1. ince Tabaka Kromatografisi
yontemi ile analizi: Muskarinin ince tabaka
kromatografisinde analizi i¢in 0.5 g kuru mantar toz
haline getirilerek 50 ml metanol ile karigtirtlmistir.
Karisgm 1 saat 1sititlip cam  pamugundan
stiziilmiistiir. Metanol kurutucu sistem ile ugurulup
ve kurumus kalan madde 2 ml metanol ile
cozilmistiir. Cozelti 10x10 cm selilloz plaga
uygulandiktan sonra bu plak 2-butanol-etanol
(%95), asetik asit, su (80:20:10:30, v/v) ¢oziicii
sisteminde isleme almmustir. Muskarinin
Rf=0.55"te kirmizi renkte goriilebilir haline
gelebilmesi i¢in kurutulan plak {izerine modifiye
Dragendorff belirteci puskiirtiilmiistiir(26).

3.4.3.2. LC-MS/MS yobntemi ile analizi:
Muskarinin analizi i¢in yapilan diger bir calismada;
likit kromatografi — kiitle spektrometresi
kullanilmigtir. Kolon olarak C18 kolon (150 mm x
2.0 mm, 5 um) ve mobil faz olarak 8§ mM
heptaflorobiitirik asit kullanilmigtir. Saptama degeri
muskarin i¢in 174 m/z bulunmustur. Bu yontemle
LOD ise muskarin igin 3 ng/ml olarak tespit
edilmistir(27).
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3.5. IBOTENIK ASIT VE MUSIMOL

3.5.1. YAPISI

Ibotenik asit izoksazol tiirevi bir bilesiktir.
Toksin bulunan mantarlarda sadece ibotenik asit
bulunur. Ancak bu bilesigin kurutulmast ile
dekarboksilasyon ve fotokimyasal reaksiyonu
meydana gelerek musimol ve muskazon maddeleri

olusur (12).
@)

OH
O

N
\ /' “NH,

HO

Sekil 7. ibotenik asidin kimyasal yapis1

O

N
\ /" “NH,

HO

Sekil 8. Musimoliin kimyasal yapist

3.5.2. ICEREN TURLER
Amanita muscaria, Amanita pantherina(28).

L ,
Resim 8. Amanita pantherina

3.5.3. ANALiZ YONTEMLERI

3.53.1. ince Tabaka Kromatografisi
yontemi ile analizi: Ibotenik asit ve miisimol icin
yapilan calismalarda, ince tabaka kromatografisi
teknigi i¢in 1 g kuru mantar veya 10 g taze mantar
almp 10 ml su ile kanstirilarak 2 saat
bekletilmistir. Beklettikten sonra 1 ml formik asit
ve 100 ml metanol ile karistirtlarak 1 saat sanrifiij
icinde 1sitilmigtir. Olusan sivi siiziilmils ve kalan
miktar 100 ml metanol, su (4:1) karisimi ile 1 saat
daha aymi sekilde karigtirthp ve siiziilmiistiir.
Siiziilen sivilar vakum altinda kurutulmus ve
kurutulan madde 2 ml metanol, su (1:1) karigiminda
coziilerek 10x10 cm seliloz plak iizerine
uygulanmistir.  Toksinin uygulandigi plak 2-
butanol-etanol(%95), asetik asit (%100), su
(75:25:5:25, v/v) ¢oziicli sisteminde yiikseltilmistir.
Kurutulan bu plagin iizerine belirteg olarak
ninhidrin piiskiirtilmiis ve 1000C 1sitilmig etiivde
birkag dakika bekletilmistir. Bu metodda ibotenik
asit ve miisimol plak tizerinde parlak sar1 lekeler
halinde belirir, saatler sonra kahverengi, bir gece
sonra menekse rengi olarak goriilebilir(29).

3.5.3.2. HPLC yontemi ile analizi: Diger
bir miisimol analiz ¢alismasinda ise drnekler analiz
oncesi -80°C saklanmis olup buzda ¢oziilerek %5
perklorik asit eklenmis ve 4°C de 4000 rpm 5 dk.
santriflij edilerek elde edilen siipernatanttan 20 pl
HPLC-ED sistemine verilerek analiz yapilmustir.
Mobil faz olarak 100 mM Na2HPO4, %22 MEOH
ve %3.5 asetonitril pH 6.75 olacak sekilde
hazirlanmigtir. Akim hizi ise 0.7 ml/dk. olarak
ayarlanmustir. Ornekler sisteme verilmeden once
2.2 mM O-phthalaldehyde ve 0.8 mM 2-
merkaptoetanol ile kanistirllip  hazirlanmigtir.
Ayirma isleminde C18 kolon (4.6-mm i¢ ¢ap1 x 75-
mm genisligi, 3-um por ¢api, ile C18 kolon) ve
elektriksel ~ saptayici  olarak  elektrokimyasal
dedektor kullanilmigtir.  Miisimol igin saptama
limiti 0.05 pg/ml bulunmustur(30).

3.5.3.3. LC-MS/MS yontemi ile analizi:
Miisimol ve Ibotenik asit analizi igin likit
kromatografi ile 256 nm’ye ayarlanmig entegre
diode array dedektor kullanilmistir. Kromatografik
ayirmada C18 kolon (150mmx2.1mm, 3.5 pm)
400C 1sida kullanilmistir. Mobil faz ise 10mM
amonyum asetat/asetonitril ile akim hiz1 0.2 ml/dk.
olacak sekilde ayarlanmistir. Asetonitril oranlari;
0-1 dakika aras1 %30; 1-25 dakika aras1 %30’dan
%90’a; 25-30 dakika aras1 %90; 30—31 dakika arasi
%90°dan %30’a; 3146 dakika aras1 %30 seklinde
ayarlanmigtir. ESI pozitif modda kullanilmistir.
Prekiirsor iyon musimol i¢in 347 m/z ve ibotenik
asit i¢in 419 m/z tespit edilmistir. Saptanma
zamanlar1 musimol i¢in 24.4 dk, ibotenik asit i¢in
25.7 dk bulunmustur (28).

3.6. KOPRIN

3.6.1. YAPISI

Koprin toksini Coprinus atramentarius’tan
izole edilmigtir. Siklopropanon ve glutaminin
kondensasyonuyla meydana gelmistir. Koprin, 5-N-
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(1-hidroksisiklopropil)-L-glutamin yapisinda, suda
kolay ¢oziinen, kristalize, renksiz bir bilesiktir(20).

O O

HO H OH
NH,
Sekil 9. Koprinin kimyasal yapisi
3.6.2. iCEREN TURLER
Coprinus comatus, Coprinus atramantarius,

Boletus luridus, Clitocybe clavipes Pholiota
squarrosa, Tricholoma auratum(12,25).

Resim 9. Coprinus comatus

3.6.3. ANALiZ YONTEMLERI

Koprinin  ince tabaka  kromatografik
yontemle ayirmalari; selilloz plakalar iizerinde: n-
biitanol / aseton / su / dietilamin (10/5/5/2 h / h) ve
etil asetat / asetik asit / su (2/1) / 1 h / h); N- (1-
hidroksi-siklopropil) amidler,% 20 etanol iginde
taze bir % 2 ferrik klorir ve % 1 potasyum
ferrisiyaniir karigiminin, % 20 etanol igerisine
puskiirtiilmesiyle spesifik olarak tespit edilmistir.
Bazi aragtirmacilar, silis jeli plakalari ile n-propanol
/ piridin / asetik asit / su (15/10/3/10 v/v), aseton /
metanol / su (2/2/1 viv) ve etanol / su (4/1 viv)
kullanmis ve ninhidrin (1s1 ile kirmizi-mor) ile
ortaya ¢iktig1 gorilmiistiir(31).

Koprinin analizi igin daha ¢ok indirekt
yontemler kullanilmig olup, halen analizi i¢in etkili
bir analitik yontem gelistirilememistir.

3.7.  PSILOSIBIN (PSILOSIN)

3.7.1. YAPISI

2000 yil Oncesinde Giiney Amerika’da
Mayalar ve Aztek uygarliklariin psilosibin igeren
mantarlar1  kullandiklarma  dair bulgulara
rastlanmugtir.  N,N-dimetil-4-fosforiloksitriptamin
yapisindadir. Psilosin ise psilosibinin hidroliz
iriiniidiir. LSD tiirinde haliisinasyonlara yol
acabildigi gorilmiistiir(32).

(l)H
OZP—O
0]

] <
HN
Sekil 10. Psilosibinin kimyasal yapisi

3.7.2. ICEREN TURLER

Psilocybe cubensis, Psilocybe argentipes,
Psilocybe  mexicana,  Psilocybe  bohemica,
Panaeolus cyanoscens, Panaeolus foenisecii,
Gymnophilus purpuratus, Stropharia
semiglobata(25).

=2

Resim 10. Psilcybe cubensis

3.7.3. ANALIiZ YONTEMLERI

3.7.3.1. ince Tabaka Kromatografisi
yontemi ile analizi: Psilosibinin ince tabaka
kromatografisi  analizlerinde;  100-200 mg
miktarinda kuru mantar alinip toz haline getirilip
daha sonra 10 ml metanol ile karigtirilarak oda
sicakliginda bir gece g¢alkalanmigtir. Calkalanmig
stvi siiziiliip silica gel 60 plaga uygulanmis ve plak
metanol, glasiyal asetik asit, su (75:10:15, v/v)
¢oziicii sisteminde yiikseltilmistir. Sonrasinda ise
belirteg olarak 4-dimetilaminosinnamaldehit
puskiirtiilerek tespit edilmistir(20).

3.7.3.2. HPLC yontemi ile analizi: Bu
toksinin kromatografik analizi likid kromatograf ile
yaptlmisti. HPLC  pompa  kontroli, UV
dedeksiyonu 269 nm olarak yapilmistir. Tim
ayirma islemleri icin C12 kolon (150mmx4.6mm)
kullanilmis ve enjeksiyon volimii 10 pL olarak
belirlenmigtir. Mobil faz olarak; 95:5 (% wviv)
metanol:10mM amonyum format, pH 3.5 ve akim
hizi 0.5 ml/dk, 5 dk siirecek sekilde
ayarlanmistir(33).

3.7.3.3. LC-MS/MS yontemi ile analizi:
Psilosibinin LC-MS-MS analizi i¢in ve triple
quadrupole LC-MS/MS sistemi kullanilmustir.
Kromatografik ayirma i¢in C18 kolon (2.1 mm x
150 mm, 1.8 pm) kullanilmig olup mobil faz olarak
da %0.3 formik asit iceren asetonitril (solvent A) ile
5 mM amonyum format pH 3 (solvent B)
kullanilmustir. Solvent A ilk 0.50 dk. %5, 0.50 ile
10.00 dk arasinda artarak %55, 10.00 ile 10.75 dk
ve 10.75- 12.85 dk arasinda artarak %90, 12.85 ile
13.00 dk arasinda ise diiserek %5 ve 13.00 ile 16.50
dk arasinda aym degerde tutulacak sekilde
ayarlanmigtir. Akim hizit 0.40 ml/dk ve kolon
sicakligi 500C olacak sekilde ayarlanmigstir. Kiitle
spektrofortometresi multiple reaction monitoring
(MRM) modu ile pozitif electrospray iyonizatsyon
(ESI) metoduna gore yapilmistir. ESI: kapiller
voltaji 3 kV, desolvation sicakligi 6000C, kaynak
sicaklik 1500C, cone gaz akim hizi 20 V/sa,
desolvation gaz akim oran1 1000 1/sa ve collision
gaz akim orani 0.12 ml/dk olarak ayarlanmistir(34).

Konuralp T1p Dergisi 2020;12(1): 148-158

156



Coskun NC ve Kaya E

3.7.34. GC-MS yontemi ile analizi:
Psilosin analizi yapilan diger bir ¢alismada ise gaz
kromatograf/kiitle spektrometre sistemi kullanilmis
olup enjektor sicakligi 250°C; dedektdr sicakligi
200°C, ve firin sicakligi 200°C ile 250°C arasinda
belirlenmistir. Kolon olarak kapiller kolon (12
mx0.2 mm [D.x033 pm film inceligi)
kullanilmistir.  Tasiyict  gaz  olarak  helyum
kullanilmistir. Orneklerin ¢dziinmesi icin metanol/
amonyum hidroxide (98+2 v/v) kullanilmig olup
enjeksiyon voliimii olarak da 10 pl verilmistir.
Dedektor elektron impakt mod (El) olarak
belirlenmistir. Kiitle spektrometresi 50-550 m/z
arasinda kayit almustir. Psilosin SIM taramasinda
psilocin-di-TMS 290, 291 ve 348 olan {i¢ iyon
bulunmustur(35).

3.7.3.5. Radioimmunassay (RiA) yontemi
ile analizi: Toksin igeren serum yada kan 6rnekleri
Tracer PBS (pH 7.4) ile diliie edilerek 100 pl’de
2000 counts per minute (cpm) olacak sekilde diliie
edilmigtir. 100 pl tracer soliisyonu, 1,5 ml vialde
100 pl diliie antiserum ile (1:100, 1:250, 1:500)
karistirilarak 75 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Elde edilen soliisyon ultra-filtrasyon cihazi ile filtre
edildikten sonra viyal 200 upl PBS ile 2 kere
yikanmistir.  Soliisyon santrifiije edilip ayirict
radyoaktif kompleks 1sinlama tiiplerine konulmus
ve 1sinlama soliisyonu ile doldurulmustur. Daha
sonra bu tiipler B-counter cihazina konularak ve
radyoaktivite okutulmustur(36).

4. SONUC

Bu derlememizde ozellikle insanlarda
zehirlenme tablosuna neden olan baslica sapkali

KAYNAKLAR

mantar toksinlerinin tespitinde kullanilan ve
literatiirde yer almis tiim analiz metotlarina yer
verilmistir. Bu sapkalt mantarlarin  dogadan
toplanarak tiiketilmesi sonucu iilkemizde ve
diinyada pek ¢ok insan ¢esitli saglik sorunlari ve
6liimle karsilagabilmektedir. Bu nedenle bu mantar
toksinlerinin tespit edilmesinin; mantar
zehirlenmelerinin teshisi, tedavisi ve 6nlenmesinde
¢ok 6nemli rolii vardir. Giiniimiizde madde analizi
yontemleri her giin gelismekte ve yeni analiz
metotlar1 literatiirimiize katilmaktadir. Mantar
zehirlenmelerinin erken tespit edilmesi tedavi
protokolii acisindan oOnem teskil etmektedir.
Hastanin zehirlendigi toksinin kisa zamanda tespiti
mortalite ve morbidite oranlarim 6nemli 6lgiide
etkileyecektir.

Ayrica mantar zehirlenmelerinde birgok
farkli mantar toksininin etken olmast soz
konusudur. Farkli toksinlerin analizinde farkli
yontemler  kullamlmaktadir.  Ozellikle  tiim
toksinleri ayn1 anda analiz edebilecek bir yontemin
gelistirilmesi klinik toksikoloji acisindan kritik
oneme  sahiptir. Bu  toksin  analizlerinin
basitlestirilmesi,  maliyetinin ~ azaltilmast  ve
yayginlastirilmast halinde pek ¢ok insanin mantar
zehirlenmelerinden 6lmesi veya zarar gormesi
Onlenebilecektir. Hatta bu yontemlerin daha da
gelistirilerek  biitlin - mantar toksinlerini analiz
edecek kapasitede, basit mobil analiz Kkitleri
seklinde kullanima sunulabilmesi halinde pek ¢ok
mantar zehirlenmesi vakasi engellenerek toplum
sagligmmi tehdit eden bu 6nemli sorunun Oniine
gecebilecektir.
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