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OZET

Bu c¢alisma, letal etkiye sahip makrofungus toksinleri olan a-amanitin ve
falloidinin serum ve idrar 6rneklerinde belirlenebilmesi igin elektrokimyasal bir tayin

yontemi gelistirilmesi amaci ile gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda o-amanitin ve falloidin toksinleri ile biyolojik sivilarda
bulunan bazi1 elektroaktif bilesenlerin elektrokimyasal davraniglar1 arastirilmistir.
Elektrokimyasal yontemlerle dogrudan tayin edilebilirligi anlagilan a-amanitin ve
falloidin toksinlerinin serum ve idrardan tayini sirasinda girisim etkisi sorunu cesitli
elektrot modifikasyon islemleri ile asilmaya calisilmis ve bu etki tamamen
giderilememigtir. Ancak, a-amanitin ve falloidin toksinlerinin serum ve idrar
orneklerinden tayin dncesi ekstraksiyonu i¢in basarili protokoller gelistirilmistir. Secilen
protokoller ile elde edilen ekstraktlarin toksin igerikleri diferansiyel puls voltametrisi
yaninda HPLC yontemi ile de tayin edilmistir. Falloidinin serum ve idrar 6rneklerinden
ekstraksiyonunun tam olarak gergeklestirildigi, fakat o-amanitinin serumdan yiiksek,
idrardan ise daha diisiik bir verimle ekstrakte edilebildigi anlagilmistir. Amanitin
ELISA tayin kiti ile gergeklestirilen c¢alismalarda, o6rneklerde bulunan a-amanitin,

iireticinin 6nerdigi protokol ile secici olarak belirlenememistir.

Gergeklestirilen caligmalar ile literatiirde ilk kez oldiirlicii etkiye sahip
makrofungus toksinleri olan o-amanitin ve falloidin tayinleri igin Semikantitatif
elektrokimyasal bir yontem gelistirmeye yonelik ¢aligsmalar yapilmistir. Bu toksinlerin
viicut sivilarinda hizli bigimde tayin edilmesi ile mantar zehirlenmesi durumunda
hastanin daha kisa siirede tedavisinin yapilmasi, yasaminin kurtarilmasi, pahali ve uzun

tedavi siire¢lerinden de kaginilmas1 miimkiin olabilecektir.

Anahtar kelimeler: Amanita phalloides, a-amanitin, Falloidin, Elektrokimyasal analiz
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SUMMARY

The objective of this study was developing an electrochemical assay method in
order to determine of a-amanitin and phalloidin, which are lethal macrofungus toxins,

from serum and urine samples.

In the scope of this study, the electrochemical behaviours of a-amanitin,
phalloidin and some of the electro-active components found in the biological fluids
were investigated. The problem of interference effect, during the determination of
a-amanitin and phalloidin which are electro-active toxins, from serum and urine, was
tried to be overcome by different electrode modifications. However, the effect has not
been eliminated completely. Nevertheless, successful extraction protocols were
developed for a-amanitin and phalloidin toxins from serum and urine samples prior to
determination process. The toxin content of the extracts which obtained by chosen
protocols were determined by differential pulse voltammetry and HPLC. It was
concluded that phalloidin can be entirely extracted from both serum and urine samples,
whereas a-amanitin can be extracted from serum and urine samples with higher and
lower efficiencies, respectively. During the studies with Amanitin ELISA assay Kkit, the
toxin in the samples could not have been distinctively determined with the protocol

suggested by the producers of the kit.

This study is the first attempt in the literature to develop a semi-quantitative
electrochemical method for the determination of the lethal macrofungus toxins,
a-amanitin and phalloidin. In the case of mushroom poisoning, the fast determination of
these toxins in the body fluids, will enable saving patients’ lives through rapid treatment

and also avoiding expensive and prolonged treatment process.

Keywords: Amanita phalloides, a-amanitin, Phalloidin, Electrochemical analysis
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda mantar toplayiciligi, maddi getirisi yaninda bir hobi olarak da
goriilmesi nedeniyle artig gostermistir. Uygun nem ve mevsim kosullar1 saglandiginda
dogada farklt mantar tiirlerine rastlanmakta ve kiiltiire alinan tiirlerin yaninda farkli
tirlerin de gida olarak tiketimi artmaktadir. Makrofunguslarin farkli gelisim
donemlerinde morfolojilerinde farkliliklar goriilmesi veya zehirli tiirlerin gorsel olarak
zehirsiz tiirlerle karigtirllma ihtimali mantar kokenli zehirlenmelerin yasanmasi
acisindan risk olusturmaktadir. Ulkemizde ve diinyadaki mantar zehirlenmesi kokenli
oliimler incelendiginde, birinci dereceden sorumlu en 6nemli tiirtin Amanita phalloides
oldugu goriilmektedir. Benzer tiirlerde de bulunan a-amanitin, 6liimlerden birinci derece
sorumlu toksin olup, gec toksisite gostermekte ve vakaya zamaninda miidahele
edilememesi durumunda ise 6liim gerceklesmektedir. Bu tiir zehirlenmeler i¢in spesifik

bir antidot bulunmamasi da tedavi agisindan sorun teskil etmektedir.

Amanita phalloides basta olmak tiizere o-amanitin kokenli zehirlenme
vakalarinda, biyolojik sivilarda (serum, idrar, mide sivisi vs.) bulunan bu toksinin tayin
edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Aksi takdirde ge¢ farkedilen semptomlar diger gida
zehirlenmeleri ile benzer 6zellik gostermekte olup, ilerleyen asamalarda ise karaciger ve
bobrek iflasi ile hastanin kaybina neden olmaktadir. Farkli makrofungus toksinlerinin
cesitli yontemlerle tayinini igeren literatiirler bulunmaktadir. Bunlarin igerisinde
a-amanitin tayinini amaglayan ¢alisma sayist ¢ok fazla olmayip, kullanilan yontemler de
hastane acil servisinde uygulanabilir yontemler degildir. Ticari olarak elde edilebilecek
bir a-amanitin ELISA tayin kiti olmasina ragmen bu kitin fiyat1 oldukc¢a yiiksek ve raf
omrii kisadir. Mantar zehirlenme vakalarinin yilin belirli doneminde artig gosterdigi ve
her hastaneye bu vakalarin gelmedigi goz oniinde bulundurulursa 48 ve 96’11 setler

halinde satilan bu kitlere iilkemizde yogun bir talep olmadig1 kolayca anlasilabilir.

Bahsedilen nedenlerle a-amanitin tayininin hastanelerin acil servislerinde
uygulanabilir, uzman bir arastiricit gereksinimi olmadan, hizli, kolay, dogru, hassas ve

ucuz bir sekilde yapilabilmesi biiyilk Onem tagimaktadir. Giiniimiizde sensor



teknolojisinin ilerledigi, bir ¢ip lizerinden birden fazla biyokimyasal analiz testlerinin
yapilabildigi diistiniildiigiinde, bu teknolojilerin biiyiik bir kisminin temelini olusturan
elektrokimyasal yontemler 6nem kazanmaktadir. Elektrokimyasal yontemlerin tayin
amacli tercih edilmesinin bir baska nedeni ise bu sistemlerin tasinabilir hale getirilebilir

sistemlere doniistiiriilebilme esnekligi saglamasidir.

Makrofungus kokenli zehirlenmeler ile ilgili arastirmalar incelendiginde
doldurulmasi gereken bazi bosluklar oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu eksiklikleri kisaca
ozetlemek gerekirse;

1. Oliimciil mantar zehirlenmelerinin belirlenebilmesi i¢in biyolojik sivilardan
toksin tayinini dogru ve duyarl bir bicimde gergeklestirmek gerekmektedir. Bu amacla
kullanilabilecek kolay, hizli, ulasilabilir ve ucuz bir yontem gelistirilmelidir.

2. Bu toksinlerin biyolojik sivilardan elektrokimyasal yontemlerle tayin
edilmesine iligkin herhangi bir ¢alisma yapilmamistir (Anonim, 2017a; Anonim,
2017b).

3. a-amanitin ve falloidin tayinine iliskin herhangi bir sensor gelistirilmemistir.

Bu ¢aligmada biyolojik sivilardan hizli, kolay, dogru, hassas ve ucuz bir sekilde
a-amanitin ve falloidin tayini yapilmasi amaglanmis ve farkli makrofungus toksinlerinin
de elektrokimyasal davranislar1 incelenmistir. Bu amacla yapilmasi planlanan baglica
calisma basamaklar1 sunlardir:

1. o-amanitin ve falloidin toksinlerinin farkli elektrot sistemleri ile elektrokimyasal

davraniginin incelenmesi,

2. o-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayinlerinde girisim

etkisinin belirlenmesi,
3. Biyolojik sivilarda a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayini,

4. Elektrokimyasal yontemin HPLC ve ELISA yontemleri ile karsilagtirilmasi

Bu ¢alisma literatlire a-amanitin ve falloidin toksinlerinin biyolojik sivilardan

elektrokimyasal yontemler ile tayinine iligkin veriler kazandirmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Makrofunguslar besinsel degerleri yaninda giinlimiizde bazi farmakolojik ve
tibbi Ozellikleri nedeniyle ilgi odagi olmaktadirlar. Mantar toplayiciligl, ekonomik
getirisi ve sosyo-ekonomik boyutu yaninda son zamanlarda hobi olarak da yayginlagmis
bir eylemdir. Toplanan mantarlarin zehirli olup olmadigina karar vermek ise hayati
Oonem tasimaktadir. Zehirli bir mantar yenilmesi durumunda yenilen mantarin yasi
miktar1, cografik bolgesi, hazirlanis sekli ve zehirlenen bireylere gore elde edilen toksik
bulgular degiskenlik gosterebilir. Bu asamada vakanin hastaneye bagvurmasi
durumunda semptomlar, elde edilen biyokimyasal bulgular ile zehirlenmeye neden olan

toksin tiiriiniin tespiti ve toksin miktarinin tayin edilmesi ise 6nem tasimaktadir

2.1. Makrofungus Kokenli Zehirlenmeler

Mueller vd. (2007), gliniimiizde bilinen yaklasik 21.679 makrofungus tiirii
oldugunu sdylemistir. Bu tiirlerin 200-300 kadar1 gilivenle yenilebilirken, 50-100
kadarinin insanlar i¢in zehirli tiirler oldugu diisliniilmektedir (Berger ve Guss, 2005;
Yardan vd., 2008). Mantar kokenli zehirlenmelerde ortaya ¢ikan sendromlar mantarda
bulunan ana toksine gore farkliliklar gosterirler. Zehirli mantarlarda bulunan ana toksin

gruplar1 Cizelge 2.1°de sunulmustur (Berger ve Guss, 2005).



Cizelge 2.1. Makrofungus toksinlerinin siniflandirilmasi (Berger ve Guss, 2005)

Toksin Grubu Toksin Igeren Makrofungus Tiir Adi

Amanita bisporigera, A. suballiacea, A. tenuifolia,
A. Dbrunnescens, A. ocreata, A. phalloides, A. verna,
A. virosa, Conocybe filaris, Galerina marginata,
G. venenata, Lepiota helveola

Siklopeptidler

Gyromitra brunnea, G. caroliniana, G. fastigiata,
Monometilhidrazinler | G. gigas, G. infula, G. esculenta, Helvella lacunosa,
H. elastica, Paxina spp., Sarcosphaera coronaria

Boletus miniato-olivaceus, B. satanas, B. astwoodiae,
Gastrointestinal irritant | Chlorophyllum  molybdites, Lactarius  torminosus,
L. glaucescens, Tricholoma pardinum, T. venenatum

Conocybecyanopus, Gymnopilus aeruginosus,
G. validipes, Panaeolina foenisecii, Panaeolus

HalisinasyCgigl subbalteatus, Psilocybe baeocystis, P. caerulescens,

indoller : ) .
P. cubensis, P. cyanescens, P. mexicana, P. pelliculosa,
P. semilanceata, P. silvatica, Stropharia spp.
. Amanita smithiana, C. splendens, Cortinarius orellanus,
Orellanin

C. rainierensis, C. limonius, C. rubellus

Disiilfiram benzerleri | Ampulloclitocybe clavipes, Coprinopsis atramentaria

Boletus spp., Clitocybe phyllophila, C. rivulosa,
Muskarin Omphalotus illudens, Inocybe rimosa, |. erubescens,
I. whitei, Inocybe geophylla var. lilacina, 1. geophylla

Amanita muscaria, A. pantherina, Amanita cokeri,
Izoksazoller A. solitaria, A. strobiliformis, A. cothurnata, A. gemmata,
Panaeolus papilionaceus

Makrofungus toksinleri toksisite gosterme zamanlariin erken ve ge¢ olmasina

gore 2 farkli gruba ayrilirlar (Dokmeci, 1994; Aji, 2001).

2.1.1. Erken toksisite gosteren makrofungus toksinleri

Erken toksisite gdsteren makrofungus toksinleri, ge¢ toksisite gosterenlere
oranla daha az toksik olup, oliim orani diisiiktiir. Mantar yendikten sonra yaklasik
2-3 saat igerisinde siddetli gastrointestinal iritasyona (bulanti, kusma, diyare, karin

agris1) neden olurlar. Mide yikama ve semptomatik tedavilerin bu tip zehirlenmeler icin


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=253217
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=318990
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=438519

yeterli oldugu diistiniilmektedir. Genellikle 1-2 giin igerisinde iyilesme goriiliir. Amanita
muscaria, A. pantherina, bazi Clitocybe, Inocybe, Psilocybe, Panaeolus, Agaricus

tiirleri bu tipte toksin igerirler.

2.1.2. Geg toksisite gosteren makrofungus toksinleri

Geg toksisite gosteren makrofungus toksinleri, yiiksek toksisiteye sahiptirler ve
yenildikten 6-72 saat sonra akut zehirlenme belirtileri gozlenir. Enzimatik
metabolizmay1 etkilerler ve sitolitik bir etkiyle agir organik bozukluklara yol acarak
genellikle 6liimle sonlanirlar. Tedavileri giigtiir. Aji (2001), bu zehirlenmeler icerisinde
en tehlikeli olaninin Phalloides sendromu oldugunu ve alinan toksin miktarinin ne kadar
az ise toksisitenin o kadar ge¢ goriilecegini soylemistir. Bu grupta Amanita phalloides
basta olmak iizere A. virosa, A. verna, Gyromitra esculenta, Coprinopsis atramentaria
ve Cortinarius orellanus gibi tiirler bulunmaktadir. Sekil 2.1°de A. phalloides,

A. virosa ve A. verna’nin karpofor yapilari sunulmustur.

Sekil 2.1. Amanita phalloides (Anonim, 2017c), Amanita virosa (Anonim, 2017d) ve
Amanita verna (Anonim, 2017e) karpofor yapilari

Amanita, Galerina ve Lepiota tiirleri siklopeptid toksin igeren grup iiyeleri olup,
mantar zehirlenmesi kdkenli 6liimlerin bilyiik bir kismindan sorumludurlar. Amanita
phalloides birinci dereceden sorumlu tiir olarak gosterilirken bu tiir yaninda Amanita
virosa ve Amanita verna tiirleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bilinen en toksik ve oldiiriicti

mantar tiirii olan Amanita phalloides yapisinda 3 farkli toksin grubu bulundurmaktadir.



1. Amatoksinler (iki halkali oktapeptidler)
2. Fallotoksinler (iki halkali heptapeptidler)
3. Virotoksinler (Tek halkali heptapeptidler)

Amanitin tiirevleri 6liimciil etkiye neden olarak bilinen en etkili toksinlerdir.

Halk arasinda “kdy gociliren mantari” olarak da bilinen Amanita phalloides
zehirlenmelerinde 6liim oranlar1 ¢ocuklarda %50, yetiskinlerde ise %20-30 olarak
bildirilirken, karaciger transplantasyonu yapilamayan vakalarda ise %83’tiir (Jander vd.,
2000). Amatoksinlerin toksisitesinin, fallotoksin ve virotoksinlerinkine oranla ~ 10-20
kez daha fazla oldugu sdylenmistir (Bidnychenko, 2001; Escudi¢ vd., 2007). Ergiiven
vd. (2004), bu toksinlerin karaciger bobrek ve/veya merkezi sinir sistemi kokenli

oliimlerin % 90’1ndan sorumlu oldugunu sdylemistir.

Amatoksinler 6zellikle RNA polimeraz II’ye baglanarak protein sentezini inhibe
ederler. Memeliler disindaki canlilarin RNA polimerazlari amatoksinlere karsi daha az
duyarhidirlar. Fallotoksinler ise amatoksinlere oranla daha az toksiktirler ve
toksisitelerini 6zellikle karaciger hiicrelerinde F-aktin molekiiliine siki bir bigimde
baglanma yolu ile gosterirler (Bidnychenko, 2001). a-amanitin ve falloidinin kimyasal

yapist Sekil 2.2°de sunulmustur.
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Sekil 2.2. a-amanitin (a) ve falloidinin (b) kimyasal yapis1 (Webster ve Weber, 2007)



Cesitli kaynaklarda sunulan veriler incelendiginde amatoksinler i¢in belirtilen
LD50 degerinin ortalama olarak 0,1-0,8 mg/kg, fallotoksinler i¢in 2-3 mg/kg oldugu
gorilmektedir (Faulstich, 1980). Belirtilen degerler dikkate alindiginda 50 gram
agirliginda tek bir mantarin igerdigi amanitin miktarinin zehirlenmek icin yeterli oldugu
anlagilmaktadir (Bresinsky ve Besl, 1985; Gill ve Sterling, 2001). Siklopeptid igeren
tirlerdeki toksin miktarlar1 ve karpofor lizerindeki farkli bolgelerdeki dagilimlar

Ornegin toplandig1 zaman ve yere gore degiskenlik gostermektedir (Vetter, 1998).

Donmez vd. (2001), o ve P-amanitinin pisirme ve dondurma gibi fiziksel
islemlerden etkilenmedigini ayni zamanda tatsiz ve kokusuz oldugunu sdylemislerdir.
Farkli aragtirmacilar tarafindan 7 aydan daha fazla siire dondurucuda saklanmis bir
A. phalloides mantarinin neden oldugu zehirlenme ve Olim gergeklestigi rapor
edilmisgtir (Himmelman vd., 2001). Cizelge 2.2’de A. phalloides zehirlenmelerinin

klinik evreleri 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Amanita phalloides zehirlenmelerinin klinik evrelerine ait bulgular (Arici,
2012)

Evre Klinik Bulgu

8-12 saat stiren bir evredir (En kisa 6 saat en uzun ise 40 saat
Inkiibasyon sirdiigii kaydedilmistir). Bu evrede hastada herhangi bir
bulgu yoktur.

12-24 saat siiren bir evredir. Siddetli ishal, kolik tarzi karin

) ) agrist  ve  kusma  goOriilmesi  nedeniyle  mantar
Gastrointestinal . . ' . . o
zehirlenmesinden siiphelenilmez ise viral gastroenterit ile

karistirilabilir.
) ) 24-48 saat siiren bir evre olup, karaciger hasar1 biyokimyasal
Sitotoksik . o
ve klinik belirtileri belirginlesir.
Bu evrede skut tiibiiler nekroz ve bobrek yetmezligi, hepatik
Komatoz koma, nobet, solunum yetmezligi, hemoraji goriilerek 4-7

giin igerisinde o0liim gerceklesir.




Mantar zehirlenmelerinin biiyiik cogunlugundan sorumlu olan A. phalloides ve
siklopeptid zehirlenme vakalarinda erken teshis biiylik Onem tasimaktadir. Erken
evrelerde karin agris1 ve ishal gibi gastrointestinal sikayetler ile hastaneye basvuran
kisilerde bu semptomlar baska bir hastalik ile karistirilip, hasta evine gonderilebilir.
Fakat karaciger hasarina bagli semptomlar ortaya ¢ikmaya basladiginda tedavi siireci

zora girecek veya etkin bir tedavi uygulanamayip hastanin kayb1 gerceklesecektir.

Klinik bulgularin bu denli ciddi oldugu bir zehirlenme tiirii ig¢in spesifik bir
antidot bulunmamaktadir. Amatoksin ve fallotoksinler i¢in viicutta herhangi bir antikor
tiretilmemesi viicudun savunmasiz kalmasina neden olmaktadir. Mantar zehirlenmesi
tiplerine gore cesitli tedaviler uygulanirken, tedavinin yetersiz kaldigr durumlarda ise
karaciger transplantasyonu son segenek olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Ahiskali vd.

(2012) tarafindan bildirilen tedavi protokolii Sekil 2.3’te sunulmustur.

MANTAR ZEHIRLENMESI TEDAVI PROTOKOLU

SPESIFiK TEDAVI

Mide yikama (ilk 6 saatte)
Aktif kdmiir

Penisilin G

N — asetilsistein

Silibinin

Kan filtrasyonu

DESTEKLEYICi TEDAVI

S1v1 elektrolit tedavisi
Koagiilasyon sorunlarmin diizenlenmesi
Yogun bakim

KARACIGER TRANSPLANTASYONU

Sekil 2.3. Mantar zehirlenmesi tedavisinin akis semasi (Ahiskali vd., 2012)



lliev ve arkadaglari (1999), bir mantar zehirlenmesi durumunda hastanin bir
saglik merkezine bagvurmast ve tibbi miidahale almasi i¢in gegen siirenin yaklagik
12 saat oldugunu bildirmektedir. Ulkemizde ise zehirlenme ile zehir danisma merkezine
ulagma arasinda ortalama 13,5 saat gectigi ifade edilmektedir (Hocaoglu vd., 2010).
Cizelge 2.2°den izlenebilecegi gibi bu siire hastaya miidahale i¢in ¢ok gec¢ kalinmis bir
evre degildir. Ancak hastanin yasaminin kurtarilmasi i¢in hasta viicudundaki amanitinin
erken asamada belirlenmesi yasamsal 6nem tasimaktadir. Aksi halde eldeki tek secenek
olarak karaciger transplantasyonu gibi erisilmesi ve uygulanmasi zor tedavi siiregleri

kalmaktadir.

2.1.3. Ulkemizde ve diinyada durum

Mantar zehirlenmesi lilkemizde hemen her bolgede gozlenen 6nemli ve yaygin
bir saglik sorunudur. Makrofunguslar ekolojik istekleri dogrultusunda ¢ayir, orman gibi
alanlarda mevsime bagl olarak gelisebilmektedirler. Ilkbahar ve sonbahar
mevsimlerinde havadaki yogun nem orani, uygun sicaklik kosullar1 ve topragin bitki
kalintilartyla zenginlesmesi nedeniyle dogada sapkali mantarlarla karsilasma sikligi
artmaktadir. Bu nedenle zehirli mantar ve mantar zehirlenme vakalar1 ile siklikla
sonbahar aylarinda karsilasiimaktadir. Istanbul Yusa tepesi civarinda bir saatte 50 adet,
Belgrat Ormaninda ise bir saatte 115 adet Amanita phalloides mantar1 toplanmasi
(Istloglu vd., 1995), olayin boyutlarin1 ifade etmeye yetecek bir &rnektir. Ustelik
mantarlarin kurutularak, konserve veya tursu halinde saklanmasi ve tiikketimi nedeni ile

sonbahar diginda da mantar zehirlenme vakalar1 yasanabilmektedir.

Mantar zehirlenmelerini de igeren zehirlenme vakalarini engellemek, miidahale
etmek ve izlemek amaci ile bir¢ok iilkede hizmet veren zehir damisma merkezleri
bulunmaktadir. Ulkemizde bu amagla 1986 yilinda kurulan ve 24 saat hizmet veren bir
merkez, “Ulusal Zehir Danisma Merkezi—-UZEM” adi altinda c¢alismaktadir. UZEM
2008 yil1 faaliyet raporunda, 1988 yilinda zehirlenme basvurusu sayisinin 1.100 iken,
2008 yilinda bu saymin 77.988’e ulastig1 soylenmektedir. 2008 yilinda gerceklesen
zehirlenmelerde iigiincii sirada besin zehirlenmeleri yer almakta ve bunun % 43,54’ tinli

mantar zehirlenmeleri olusturmaktadir. Zehirlenen kisilerin yas dagilimlarina
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bakildiginda kiigiik c¢ocuklardan yetiskinlere kadar genis bir yelpazede oldugu
goriilmektedir (Ozcan ve Ikinciogullari, 2009).

Mantar zehirlenmelerinin risk analizi i¢in, mantarlarla zehirlenmenin tiim
zehirlenmelerdeki orani ve mantarlar ile zehirlenmelerdeki 6liim orami olarak iki
parametre incelenebilir. Ulkemizde acil servislerine basvuran mantar zehirlenmeleri
vakalarina iligkin olduk¢a kapsamli degerlendirmeler yapilmistir. Buna gore iilkemizde
tuim zehirlenmeler arasinda mantarlarla zehirlenmelerin oraninin % 1,50-10,9 kadar
oldugu belirtilmektedir (Kalkan vd., 1998; Alagozli vd., 2002; Akkose vd., 2005;
Ayoglu vd., 2009; Satar vd., 2009; Mutlu vd., 2010; Ozayar vd., 2011).

Almanya’dan sunulan bir derlemede (Jander vd., 2000) Amanita phalloides
nedeni ile gerceklesen zehirlenmelerde 15 farkli g¢aligmadaki 6liim orani % 4,8-34,5
araliginda degismektedir. Bu oran kuzey Amerika i¢in % 0,02-11 (Nordt vd., 2000;
Beug vd., 2006), Iran i¢in % 12 (Pajoumand vd., 2005) ve Romanya i¢in % 26,1
(Hocaoglu vd., 2010) olarak sunulmustur. Ulkemizden bildirilen arastirmalarda ise
mantarlarla zehirlenmelerde Olim oranmnin % 0,94-36,8 oldugu belirtilmektedir
(Unliioglu ve Tayfur, 2003; Unliioglu vd., 2004; Cetin, 2007; Cevik vd., 2007; Ergiiven
vd., 2007; Ayoglu vd., 2009; Eren vd., 2010; Yardan vd., 2010). Ancak, Tiirkiye’den
bildirilen olgular genellikle iiniversite hastanelerinden ve smirli sayidaki mantar
zehirlenme olgularimi icermektedir. Bu nedenle gerek tiim zehirlenmelerdeki mantar
zehirlenmesi oraninin gerekse mantar zehirlenmelerindeki 6liim oraninin belirtilenden

daha yiiksek oldugu ongoriilmektedir.

Oldukg¢a yogun bir tehdit olmasina karsin lilkemizde acil servislere basvuran
hastalarin serum, idrar ve/veya diskilarinda amatoksinlerin belirlenmesine yonelik
yontemler bulunmamaktadir (Ahiskali vd., 2012). Amatoksinler sadece “Ulusal Zehir
Danmisma Merkezi-UZEM” biinyesinde ve daha c¢ok deneysel amagclarla tayin
edilmektedir (Ahiskal1 vd., 2012). Bu nedenle mantar zehirlenmesi teshisinin konmasi
i¢in sadece,

a. Mantar yenmesi,

b. Mantar yendikten sonraki ilk 24 saat i¢inde bulanti ve kusma,
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. Bu belirtilere neden olacak bagka nedenlerin olmamasi,

d. Akut karaciger toksisitesine neden olan bir baska neden olmamasi,
gibi klinik belirtilere giivenilmektedir. Bu durum teshis ve tedavide gecikmelere, yanlis
olumlu teshislere (hastanin A. phalloides yemis oldugu teshisi) ve daha tehlikeli bir
durum olarak yanlis olumsuz teshislere (hastanin A. phalloides yememis oldugu teshisi)
neden olmaktadir. Mantar zehirlenmesi vakalarinda riski arttiran diger bir faktor, acil
servise basvuran hastalarin yedikleri mantarin bilimsel ismini bilmemesidir. Bu durum
zehirlenmeye neden olan mantarin teshis edilememesine neden olmaktadir. Sonug
olarak mantarin 6liimciil bir etkiye sahip olup olmadig1 bilinememekte ve bazen riskli

hastalar iyilesme sanistyla evlerine gonderilmektedir.

A. phalloides ile gerceklesen zehirlenme vakalarinda hastanin hayatta kalip
kalmayacagimi tiiketilen mantarin miktari, saglik kurumuna bagvuru hizi, teshis hizi,
hastanin yasi, cinsiyeti, genel direnci gibi faktorler belirlemektedir. Sonug¢ olarak
siklopeptid yapida toksin igeren mantar tiiketimi sonucu olusan zehirlenme vakalarinda
erken tan1 ve tedavinin hayat kurtarici oldugu bilinmektedir. Hastanin yasaminin
kurtarilmasi icin en oncelikli ihtiyag, hasta viicudundaki toksinlerin erken asamada
belirlenmesidir. Insan yasamini tehdit eden bu makrofungus toksinlerinin kolay, hizli,
ucuz, ulagilabilir yontemlerle ve dogru ve duyarl bigimde tayin edilmesinin yasamsal

onemde oldugu anlagilmaktadir.

2.2. Toksin Tayin Yontemleri

a-amanitin ve falloidin bilesiklerinin zehirlenmeden sonra kan ve idrarda
bulunma siiresi konusunda arastirmacilar tam bir uzlas1 saglayamamis goriinmektedir.
Vetter (1998), amatoksinlerin 12 saat i¢inde plazmadan emildigini ifade etse de,
Ahiskali vd. (2012), serumda zehirlenmeden sonra 24-48 saatte belirlenebilecegini
bildirmektedir. Jander vd. (2000) ise toksinin zehirlenmeden sonra 72. saate kadar
kanda belirlenebilecegini vurgulamaktadir. Ahiskali vd. (2012), bu toksinlerin idrarda
daha yiiksek derisimlerde bulundugunu, Defendenti vd. (1998) bu miktarin
50-500 ng/ml araliginda oldugunu ve Vetter (1998) ise toksinin idrarda uzun siire

(zehirlenmeden sonraki 4 giin boyunca) belirlenebilecegini vurgulamaktadir. Toksinin
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en erken teshisi mantarin yenmesinden 90 dakika sonra idrarda rapor edilmistir
(Defendenti vd., 1998) ki bu miidahale i¢in dnemli bir zaman kazandirmaya aday bir
durumdur. Her kosulda viicuttaki toksinlerin belirlenmesi icin biyolojik 6rnek olarak

kan ve idrarin 1yi birer kaynak oldugu goriilmektedir.

Giliniimiizde o-amanitin ve fallotoksinlerin hasta viicudunda belirlenmesi igin

kullanilan 6l¢iim yontemleri su bigimde siralanabilir:

2.2.1. Wieland/Meixner testi

Testin ¢alisma prensibi, indollerin aromatik aldehitlerle renkli bilesik olusturma
ilkesine dayanir. Derisik HCI ¢ozeltisi ile kagidin yapisinda bulunan lignin tepkimeye
girerek aldehit olusturur ve amatoksinler bu aldehitlerle renkli bilesik olusumuna neden

olur. Bu reaksiyonu psilosibin, bufotenin gibi baska indoller de verebilir (Mat, 2000).

Hastanin midesinden almman materyal, kuru mantar 6rneginden elde edilen
metanol ekstrakti veya taze karpofor orneginin suyu lignin yoniinden zengin bir kagit
(baskisiz gazete kagidi vs.) tlizerine damlatilir ve kurumaya birakilir. Daha sonra aymi
bolgeye derisik HCl ¢ozeltisi uygulanir. Ortamda amanitin var ise 1-2 dakika
(30 dakikaya kadar beklenebilir) i¢erisinde mavi-yesil renk olusumu gozlenebilir. Testin
yanlig pozitif sonu¢ verme ihtimali géz oniinde bulundurularak sadece baskisiz gazete
kagidi {lizerine damlatilmis HCI c¢ozeltisi negatif kontrol olarak kullanilmalidir.
Kullanim olarak pratik bir yontem olmasina ragmen psilosibin varligi, giines 1s1gima
maruz kalma, yiiksek sicaklifa maruz kalma gibi bazi durumlarda yanlis pozitif
sonuglar verebilir (Berger ve Guss, 2005). Beuhler vd. (2004) psilosin ve triptaminlerin
varhiginda da yalanct pozitif reaksiyon olustugunu bildirmislerdir. Bu nedenlerle

Wieland/Meixner testinin gilivenilir ve duyarli bir test olmadig1 anlagilmaktadir.

2.2.2. Enzim bagh immiinosorbent testi (ELISA)

Serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda amanitin varliginin arastirilmasi igin

yarismali immiinolojik kitler ticari olarak bulunmaktadir. Bu kitler a ve y-amanitine
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spesifik poliklonal antibadi icermekte ve streptavidin-biotin kompleks olusumuna dayali
analiz yapmaya yardimci olmaktadir. Amanitin varliginda gergeklesen tepkime sonucu

olusan renk spektrofotometrik olarak analiz edilmektedir.

0,31-20 ng/ml amanitin derisim tayininde kullanilabilen bu kitler, hassas 6l¢iim
yapabilme avantajlarina karsin kisa raf Omiirleri, pahali olusu ve tiim saglik
kuruluglarinda yaygin bicimde kullanilmamasi/bulunmamas1 acisindan
dezavantajlidirlar. Kit sivilar1 2-8 °C’de sadece 7 giin ve —20 °C’de 6 ay kadar
saklanabilir. Ornek hazirlama siireleri hari¢ bazi kitler ile 1 saat icerisinde sonug
almabilirken, bazilar1 yaklagik 5 saatte sonu¢ vermektedir. o ve fy-amanitin igin
gelistirilen bazi1 ELISA yontemlerinin zehirlenmeyi takip eden ilk 36 saat i¢inde idrar
Orneginin alinmasi ve test edilmesi gerekmektedir (Parant vd., 2006). Bu da yontem i¢in
sinirlayict bir durumdur. Ayrica, falloidin i¢in herhangi bir ticari ELISA kiti

bulunmamaktadir.
2.2.3. Radyoimmun test (RIA)

Amanitin miktarinin RIA yontemi ile belirlenmesi tavsan serumunda standardize
edilmis olan ve uzun zamandir bilinen bir yontemdir (Faulstich vd., 1975). Giinlimiize
dek amanitinler i¢in gelistirimis olan RIA kitleri amanitinlerin H ve 12E’I—isaretli
antibadiler arasindaki reaksiyonlara dayali olarak kullanilmistir (Andres vd., 1986). Bu
yontemde iki aydan az olan kisa raf omrii (Zhou vd., 2011) 6nemli bir sinirlayicidir.
[saretlemede kullanilan izotoplarmn kararli olmamasi raf émriinii ve kullanim siiresini
kisitlamaktadir. Bu durumda kitler sadece mantar toplama mevsimlerinde ve 6nemli
saglik kuruluslarinda ulasilabilir olmaktadir. Mantar toplama mevsimi disinda ve tiim
saglik kuruluslarinda ulasilabilir olmamasi1 problemleri s6z konusudur (Staack ve
Maurer, 2000; Robinson-Fuentez vd., 2008). Radyoaktif madde kullanimi diger 6nemli
kisitlayicidir (Robinson-Fuentes vd., 2008; Gomolka vd., 2011).



14

2.2.4. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

HPLC, bir karisimdaki bilesenlerin bir ¢oziiciide coziilerek yiiksek basing
altinda kromatografi kolonundan gecmeye zorlanmasi ilkesi ile ¢alisan bir yontemdir.
Plazma ve idrar gibi biyolojik sivilarda amanitin varligmin HPLC araciligi ile
belirlenmesi farkli aragtiricilar tarafindan arastirilmistir. Bu yontem ile gergeklestirilen
analizlerde belirlenen amanitin miktar1 3-200 ng/ml olarak belirlenmistir (Jehl vd.,
1985, Defendenti vd., 1998; Tagliaro vd., 1991). Bu yontemin ilk akla gelen sorunu,
analizin yapildigi cihazin ve cihazi kullanacak egitimli uzman personelin hastane acil
servislerinde hazir bi¢cimde bulunmasmin miimkiin olmamasidir. Cihaz fiyatt ve
laboratuvar ortaminda sabit bir sekilde kullanilmasi nedenleri ile sadece biiyiik merkez
durumundaki kuruluslarda bulunabilmektedir. Bu nedenle kirsal alanda ulasilabilir
olmasi miimkiin degildir. Ayrica zaman kaybedilmesine neden olan ilave bir
ekstraksiyon asamasi da gerekmektedir. Ayrica cihaz, kolon, hareketli faz ve dedektor
gibi sarf malzemelerinin olduk¢a pahali olmasi nedeni ile saglik kuruluslarinda
yayginlagamamaktadir. Cihazin kullanimini sinirlayici diger faktorler arasinda hastanin
saglik kurulusuna wulasma zamaninda uzman personelin bulunmasimin garanti

edilememesi ve cithazin kullaniminin yeterince hizli olmamasi sayilabilir.

2.2.5. Kapiler elektroforez (CE)

Toksinlerin idrar ve kan 6rneklerinde kapiler elektroforez ile belirlenmesi amaci
ile oncelikle toksinlerin viicut sivilarindan izolasyonu gerekmektedir. Bu yontemde,
idrar &rneklerinin pH degerleri siilfiirik asit ile 2,0’ye ayarlandiktan sonra n-biitanol ile
muamele edilmekte ve faz ayrimindan sonra biitanol ucurularak toksin igeren ¢okelti
fosfat tamponunda (pH: 6,8) ¢oziilereck CE ile belirlenmektedir. Kan o6rneklerinde
toksinlerin belirlenmesi i¢in de Ornekler oOncelikle siilfiirik asit ilavesi ile pH 2,0
seviyesinde asetonitril ile muamele edilmektedir. Santrifiijlenen 6rneklerden alinan
stipernatant vakum altinda ugurulmakta ve ¢okelti fosfat tamponunda (pH: 6,8)

coziilerek icerdigi toksinler CE ile belirlenmektedir.
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Kapiler elektroforezde toksin degerleri, 10-200 ng toksin araliginda hazirlanan
kalibrasyon grafigi araciligi ile elde edilmektedir. Bu yolla a-amanitin, [-amanitin,
falloidin ve falloin toksin tayinleri i¢in yontem gelistirilmistir. Bu yolla fallotoksinler
(falloidin, falloin) ig¢in duyarlilik seviyesi 15 ng iken, amanitinler (o-amanitin,
B-amanitin) i¢in 10 ng olarak belirlenmistir (Bidnychenko, 2001). Diger bir ¢alismada
idrar 6rneklerinde belirlenebilen toksin limiti 5 ng olarak bildirilmektedir (Robinson-
Fuentes vd., 2008). HPLC icin siralanan tiim teknik sorunlar bu yontem/cihaz i¢in de
gecerlidir. Ayrica, ¢ok dnemli bir sorun olarak tekrarlanabilirlik problemi vardir (Zhou

vd., 2011).

2.2.6. Sivi kromatografisi - kiitle spektrometresi (LC-MS)

LC-MS, yiiksek performansli sivi kromatografisi ile kiitle spektrometresi
birimlerinden olusan yap1 ve miktar tayini yapmak icin kullamilan bir cihazdir.
Falloidin, o ve f—amanitin toksinlerinin miktar tayini diger analitik yontemlerin yani
sira LC-MS ile de gerceklestirilmektedir. Bu yontem ile idrarda o ve f—amanitin tayini
gerceklestirilen bir calismada cihazin 5 ng/ml seviyesinde toksin tayin limitine sahip
oldugu belirlenmistir (Maurer vd., 2000). Diger bir arastirmada ise idrar, plazma ve
serumdaki toksin tayin limitlerinin siras1 ile 0,5, 1 ve 1.5 ng/ml oldugu bildirilmistir
(Nomura vd., 2012). HPLC ig¢in siralanan tiim teknik sorunlar bu yontem/cihaz i¢in de
gecerlidir. Ayrica, hassas lensler, kiitle ayiricilar, elektronik yiikselticiler, kiitle
spektrometreleri gibi ek gereksinimler yontem/cihazin kullanimi ig¢in sinirlayici

faktorlerdir.

2.2.7. Matriks destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ucus zamanh Kkiitle

spektrometresi (MALDI-TOF MS)

Matriks  destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamanli kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) peptidler gibi biiyiikk biyomolekiillerin iyonizasyonu
ve karakterizasyonunda 6nemli bir yontem ve cihazdir. Bu nedenle okta ve heptapeptid
olan amanitin ve fallotoksinlerin tayininde de kullamlmaktadir. Idrardaki toksin

miktarini belirlemeye yonelik bir ¢aligmada 5 ng/ml miktarda amanitin ve fallotoksinler
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belirlenebilmistir (Gonmori vd., 2012). HPLC ve LC-MS ig¢in siralanan tim teknik

sorunlar bu yontem/cihaz i¢in de gegerlidir.

Giliniimiize dek toksin tayin yontemlerin kullanildigr calismalardan alinan

sonuclardan bazilar1 Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Diger taraftan, konu ile ilgili literatiir incelendiginde, giiniimiize kadar amanitin
ve falloidin tayini icin elektrokimyasal yoOntemlerden yararlanilmadig dikkat
¢ekmektedir. Calismanin  konusu olan o-amanitin  ve falloidin toksinlerinin
elektrokimyasal yontemlerle Ol¢imii  konusunda herhangi bir aragtirmaya
rastlanmamistir. Ayrica bu toksinlerin tayinleri i¢in elektrokimyasal bir sensoér de
gelistirilmemistir. Var olan nadir ¢alismalarin ise sadece s1vi kromatografik sistemler ile
amanitin tayini i¢in elektrokimyasal dedektor olarak kullanimi esasina dayali oldugu

goriilmektedir (Defendenti vd., 1998, Tagliaro vd., 1991).
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Cizelge 2.3. Siklopeptid yapidaki toksinler i¢in kullanilan bazi 6l¢iim yontemleri

Belirlenme Dgigl}lrs;l
Analit Ornek Limiti s Yontem Kaynak
(ng/ml) Aralign
(ng/ml)
a-amanitin Idrar 0,1 - RIA Andres vd., 1986
o-amanitin Kan 0,1 - RIA Andres vd., 1986
o-amanitin Idrar 0,22 - ELISA Anonymous, 2000
- [drar, Abuknesha ve
B-amanitin serum 0,08 - ELISA Maragkou, 2004
a-amanitin | Kan 10-12 10-130 CE Bidnychenko,
2001
B-amanitin |  Kan 10-12 10-130 CE B'd”g’gginko’
- Bidnychenko,
Falloidin Kan 15 10-130 CE 2001
. Bidnychenko,
Falloin Kan 15 10-130 CE 2001
c-amanitin | idrar 445 10-130 CE Bidnychenko,
2001
B-amanitin | idrar 4-45 10-130 CE B'dng’ggf”ko’
a ve B- . Robinson-Fuentes
amanitin Idrar 5 5-100 CE vd., 2008
B- [drar, kan,
avel mide 10 - HPLC Jehl vd., 1985
amanitin o
16CT1Z1
c-amanitin | idrar | 10200 . HpLc | Defendentivd,
1998
o-amanitin Plazma 3-200 - HPLC Tagliaro vd., 1991
o ve - fdrar 5 5-75 LC-MS | Maurer vd., 2000
amanitin
o ve p—
amanitin, Idrar 0,5 2-420 LC-MS Nomura vd., 2012
phalloidin
o ve B-
S Serum 15 2-420 LC-MS Nomura vd., 2012
amanitin
o ve B-
5. Plazma 1 2-420 LC-MS Nomura vd., 2012
amanitin
o ve B-
amanitin, Idrar 5 10-500 MALDI- | 6 nmori vd., 2012
- TOF MS
falloidin
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2.3. Elektrokimyasal Sensorler

Belirli bir analite karsi secici davranan aygita “sensor” adi verilir. Saglik,
endiistriyel stiregler, ¢evresel izleme gibi alanlarda kullanilirlar. Fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olarak 3 grupta smiflandirilirlar. Sensoérlerde alinan sinyali anlamli hale
getiren doniistiiriictiler optik, elektrokimyasal, piezo-elektrik ve termal olmak iizere

4 grupta toplanabilir (Eggins, 2002).

Elektrokimyasal sensorlerde, elektrot/cozelti ara yiizeyinde gergeklesen tepkime
sonucu olusan sinyal belirlenir. Elektrokimyasal c¢aligmalar dinamik (voltametrik
yontemler) veya statik (potansiyometrik yontemler) olmak {izere 2 sekilde
gerceklestirilebilir. Voltametrik yontemler elektron transferini izleyen bir redoks
stirecini igerirken, potansiyometrik yontemlerde ise yiiklii tiirlerin derisimlerinin
elektrokimyasal potansiyel iizerinde yarattigi degisiklik izlenir. FElektrokimyasal
yontemlerle bir maddenin varliginin arastirilmast (dogrudan analizi) i¢in analitin
elektroaktif 6zellikte olmas1 gerekmektedir (Gil ve Melo, 2010). Dolayli analizlerde ise
tepkimeye girenlerden veya lriinlerden en az bir tanesinin elektroaktif 6zellikte olmasi
yeterlidir. Elektrokimyasal yontemler ile nitel veya nicel analizler yapmak miimkiindiir.
Elektrokimyasal sensorler medikal alanda seker, iire, laktat, kolesterol, sodyum,
potasyum, oksijen, pH, pestisit, siiperoksit radikalleri gibi bir ¢ok analitin dl¢limiinde

kullanim alan1 bulmaktadir (Eggins vd., 2002; Zhang vd., 2008).

Elektrokimyasal analizlerde siklikla kullanilan voltametrik yontemlerde referans,
karsit ve calisma elektrotlarin1 igeren 3 elektrotlu sistem kullanilir. Voltametrik
yontemlerde calisma ve referans elektrotlar arasina gerilim uygulanarak, karsit ve
calisma elektrotlar arasindan akim 6l¢iimii yapilir. Alinan akim cevabi, 6l¢imii yapilan
analit derisimi ile dogru orantilidir. Doniisiimlii voltametride (DV) zamanla dogrusal
olarak artan ve azalan bir gerilim taramas1 yapilir. Bu yontem analitin yiikseltgenme ve
indirgenme davraniginin ayni1 anda izlenmesine olanak saglayarak elektrot ylizeyinde
gergeklesen tepkimenin tersinir olup olmadigi, elektrokimyasal tepkimeyi takip eden bir
kimyasal tepkimenin olup olmadigr gibi 6nemli konular hakkinda bilgiler verir.

Sekil 2.4’te ¢alismada kullanilan elektrokimyasal diizenege ait bir gorsel sunulmustur.
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Sekil 2.4. Elektrokimyasal calisma diizenegi

Elektrokimyasal yontemler kullanilarak yapilan tayin yontemlerinde kosullarin
uygun olmasi ve optimize edilmesi halinde gilivenilir sonuglara daha kisa siirede ve
diisiik maliyetle ulasmak miimkiin olabilmektedir. Bu tezde, bazi biyolojik sivilarda
(kan serumu ve idrar) a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayinlerinin

yapilmasi amaglanmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma siiresince kullanilan cihazlara ait bilgiler Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlara ait marka bilgileri

Cihaz adi Marka / Model bilgisi

Potantiyostat / Galvanostat AUTOLAB PGSTAT 204
Shimadzu LC20A VP /

HPLC / Kolon Inertsii  ODS3-C18 kolon (250 mm,
4.6 mm i.d) (GL Sciences Inc.)

Mikroplate spektrofotometre BioTek PowerWave XS

Santrifiij Hermle

Ultrasonik banyo ISOLAB laborgerate GmbH

Etliv New Brunswick Innova 44

pH metre Eutech Instruments lon 510

Laminar air flow Thermo HERA Safe KS12

Otoklav ALP

UV goriintiileme cihazi CAMAG 022.9120

Avyarlanabilir otomatik pipet Eppendorf research plus

Hassas terazi Mettler Toledo MX 5

Manyetik karistirict Heidolph

Ultra saf su cihazi Sartorious Arium Comfort 1-1-UV-T

Calisma siiresince kullanilan kimyasal malzemeler ve kullanim amacina ait

bilgiler Cizelge 3.2°de sunulmustur.
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Kimyasal malzeme ad1 / Marka bilgisi

Kimyasalin kullanim amaci

a-amanitin (Sigma A2263)

B-amanitin (Sigma A1304)

y-amanitin (Enzo Life Sciences ALX-350-272)

Falloidin(Sigma P2141)

Fallasidin (Sigma P8157)

Makrofungus toksin standard1

KOH (Merck 1.05033), KH,PO, (Merck
1.04873)

Tampon ¢ozelti

Dopamin (Sigma H8502), Urik asit (Sigma
u0881), Parasetamol (Fluka 00370), Folik asit
(Sigma F8890)

Girigim etkisinin arastirilmasi

HCI (Sigma 07102), HsPO, (Sigma 04107),
HCIO, (Fluka 77230), HNO; (Merck 1.00443),
H,SO, (Sigma 07208), HSO;F (Fluka 47500),
NaOH (Sigma 06203), NH,OH (Sigma 5003)

KUE 6n iglem uygulanmasi
Toksin ekstraksiyonu

Pirol-2-karboksilik asit (Alfa Aesar L13756),
Anilin-2-siilfonik  asit  (Sigma  A86805),
o-fenilendiamin (Sigma), ZnS0O,.7H,0 (Merck
1.08883), Na,CO; (Sigma 13418), LIiCIO,
(Fluka 62579), Pirol (Fluka), Anilin (Fluka)

Polimer sentezi

N-asetil-DL-Triptofan (Sigma A6251),
Propilamin (Sigma 82100)

Template sentezi

Eastbiopharm Human Amanitin ELISA Kit

Amanitinin ELISA ile tayini

Metanol (Sigma 34885), Diklorometan (Merck
1.06049),  Asetonitril  (Sigma  34851),
Kloroform (Sigma 24216), Etanol (Sigma
32221), 2-Propanol (Sigma 24137), Amonyum
asetat (Merck 1.01116)

Template sentezi
Toksin ekstraksiyonu
HPLC mobil faz

Silika Jel 60 F,5, Tabaka (Merck 1.05554.0001)

Ince tabaka kromatografisi
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3.2. Yontem

Bu ¢alismada a-amanitin ve falloidinin toksinlerinin biyolojik sivilardan tayini
icin elektrokimyasal yontem gelistirilmesine yonelik deneyler yapilmistir. Calisma
4 ana is paketinden olusmaktadir;

1. a-amanitin ve falloidin toksinlerinin farkli elektrot sistemleri ile elektrokimyasal
davranisinin incelenmesi,
2. o-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayinlerinde girisim

etkisinin belirlenmesi,
3. Biyolojik sivilarda a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayini,

4. Elektrokimyasal yontemin HPLC ve ELISA yontemleri ile karsilagtirilmasi.

3.2.1. o-amanitin ve falloidin toksinlerinin farklhh elektrot sistemleri ile

elektrokimyasal davranisinin incelenmesi

Bir analitin elektrokimyasal yontemler kullanilarak dogrudan tayin edilebilmesi
icin o maddenin elektroaktif olmas1 veya elektroaktif bir iirlin olusacak dolayli bir
inceleme protokolii olusturulmasi gerekmektedir. Bir maddenin elektrokimyasal
davraniglarin1 belirlemek amaciyla doniisiimlii voltametri (DV) ve dogrusal taramali
voltametri (LSV) yontemleri kullanilabilir. Puls uygulanan voltametrik ¢alismalarda
diisiik derisimlerde tayin yapabilmek miimkiin olmaktadir. Bu nedenle a-amanitin ve
falloidin toksinlerinin elektrokimyasal davraniglari doniisiimlii voltametri yontemiyle
incelendikten sonra uygun calisma elektrodu ile diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

kullanilarak tayin ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir.

Elektrokimyasal yontemler ile bir analitin tayinin gerceklestirilmesinde 6dnemli
olan bir unsur da ¢alisma elektrodudur. a-amanitin ve falloidin toksinlerinin
elektrokimyasal tayini amaciyla karbon temelli calisma elektrotlari iceren ti¢lii elektrot
sistemleri arasindan en uygun olani se¢ilmeye calisilmistir. Bu asamada 3 farkli
a-amanitin ve falloidin derisimi (107, 10° ve 107 M) modifiye edilmemis camsi karbon

elektrot (CKE) ve kalem ucu elektrodun (KUE) calisma elektrodu olarak kullanildigi
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sistemlerde tayin edilmistir. Fosfat tamponu ortaminda DV yontemi kullanilarak
gerceklestirilen deneylerde toksin icermeyen fosfat tamponunda yapilan Ol¢timler
negatif kontrol olarak kullanilmistir. a-amanitin ve falloidin toksinlerine ait indirgenme
ve yiikseltgenme davraniglarinin incelendigi bu is paketinde camsi karbon ve kalem
ucunun ayri ayri ¢alisma elektrodu olarak kullanildigi sistemlerin yaninda iki farkl
ekran baskili elektrot sistemi de denenmistir. Bu asamada kullanilan diger deney

kosullar1 Cizelge 3.3’te sunulmustur.

Cizelge 3.3. a-amanitin ve falloidinin elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi
asamasinda kullanilan deney kosullar

Call@ Referans Karsit . A Calisma
elektrodu elektrot elekirot | 120 Cozeltisi arali@ Tarama hizi
CKE
Karbon Ag Pt Fosfat tamponu 0-10V 50 mV/s
(pH 3,0)
Karbon Karbon

Bu asamada uygun calisma elektrodu belirlendikten sonra a-amanitin ve
falloidin tayini i¢in uygun pH degeri belirlenmistir. Farkli pH degerlerindeki fosfat
tamponu ortaminda diferansiyel puls voltametrisi yontemi kullanilarak, 20 mV/s tarama
hiziyla en yiiksek akim cevabi elde edilen pH degeri ¢alismanin diger asamalarinda

kullanilmistir.

3.2.2. a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayinlerinde girisim

etkisinin belirlenmesi

Bu is paketi kapsaminda biyolojik sivilarda elektrokimyasal yontemler ile
toksin tayini gerceklestirirken girisim yapmasi muhtemel elektroaktif bilesiklerin farkl
pH degerlerindeki 0,05 M fosfat tamponunda davramislari KUE ¢alisma elektrodu
kullanilarak incelenmigtir. DPV yontemi kullanilarak yapilan aragtirmalar 20 mV/s
tarama hiz1 ile gerceklestirilmistir. Bu asamada girisim yapmasi muhtemel bilesiklerin

biyolojik sivilarda bulundugu referans degerleri dikkate alinmistir. YOntemin
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belirleme limiti altindaki derisimlerde biyolojik sivilarda yer alan dopamin veya olasi
bir agr kesici alinmasi durumunda biyolojik sivilarda bulunabilecek parasetamol ise

10 M derisimde ortama ilave edilerek uygun pH degeri arastirilmistir.

Calismanin bundan sonraki asamalarinda gerceklestirilen elektrokimyasal tayin
islemleri standart bes boyunlu hiicre kullanilarak oda kosullarinda gergeklestirilmistir.
Calisma elektrodu olarak piyasadan elde edilen Tombow marka 0,5 HB kalem ucu,
referans elektrot olarak Ag/AgCl (1M KCl) ve karsit elektrot olarak platin levha elektrot
kullanilmistir. Ol¢iimlerin her bir elektrot ile sadece bir kez yapilmasi nedeniyle kalem
ucu elektrot diger elektrot tiplerine oranla kolaylik saglamis ve maliyet agisindan daha
hesapli olmustur. Aragtirma boyunca her ¢alisma i¢in 3 farkli 6l¢clim alinarak sonuglar

ortalama + standart sapma bi¢iminde sunulmustur.

3.2.2.1. Serum ve idrar ortamindaki girisim vapma ihtimali olan bilesiklerin

elektrokimyasal davranislari

Biyolojik sivilarda girisim yapma ihtimali olan folik asit, iirik asit, dopamin ve
olas1 bir agr1 kesici alinmas1 durumunda parasetamoliin 7 farkli pH degerindeki tampon
cozeltilerde elektrokimyasal davranislart DPV yontemi ile incelenmistir. Bu bilesenlerin
yiikseltgenme potansiyellerine ait bilgilerden toksin tayini sirasinda herhangi bir girisim

etkisi olup olmadig1 konusunda yararlanilmistir.

3.2.2.2. Zehirli mantarlardaki farkli baz toksinlerin elektrokimyasal davranislari

Basta A. phalloides olmak {izere =zehirli Oliimciil mantarlarda bulunan
B-amanitin, y-amanitin ve fallasidin gibi diger bazi toksinlerin elektrokimyasal
davraniglart DPV  yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu amagla pH degerinin
yiikseltgenme potansiyeli ve akim cevaplar iizerine etkisi farkli pH degerlerindeki
fosfat tamponu kullanilarak arastirtlmistir. Bu toksinlerin ayr1 ayri elektrokimyasal
davraniglar1 incelendikten sonra a-amanitin ve falloidinin elektrokimyasal tayini iizerine

etkileri karisimlar hazirlanarak aragtirllmistir. Toksin karigimlart ile ¢aligirken her iki
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toksinin akim cevabi farkliligi kendi optimum pH degerlerindeki fosfat tamponlarinda

arastirilmistir.

3.2.3. Biyolojik sivilarda a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal

tayini

Bu calismada biyolojik sivilarin deneylerde kullanilabilmesi Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Ilag Dis1 Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagkanlig1 tarafindan 29.8.2013 tarihinde, 80558721 / 269 sayil1 karar ile onaylanmustir.

Serum ve idrar 6rnekleri goniillii olarak tez sahibi tarafindan saglanmistir.

Bu is paketinde biyolojik sivilarda toksinlerin davranislarini incelemeden 6nce
saglikli bir insandan alinan serum ve idrar Orneklerinin elektrokimyasal davranislar
hakkinda incelemeler yapilmistir. Serum ve idrar Orneklerinde toksinlerin
elektrokimyasal davraniglarini izleyebilmek igin zaten var olan elektrokimyasal
bilesenlerin akim cevabin1 azaltmak amaciyla Ornekler seyreltilerek c¢alisilmistir.
Biyolojik orneklerin seyreltme islemi, davranisi incelenecek olan toksinin optimum pH
degerindeki fosfat tamponu ile yapilmistir. Biyolojik sivilarin seyreltilmesinin asil
amac1 toksinlerin gercek Orneklerdeki davranisi, gercek Ornek bilesenlerinin toksinin
akim cevabina etkisi ve farkli toksinlerin ger¢ek 6rnek ortaminda birbirlerinin cevaplari
tizerine etkisini gdzlemleyebilmektir. Bazi amatoksin (o-amanitin, [-amanitin) ve
fallotoksinlerin (falloidin, fallasidin) gercek Ornek ortamlarindaki elektrokimyasal
davraniglart incelenirken toksinler gercek Orneklere sirasi ile eklenerek her asamada
akim cevaplar1 incelenmistir. Toksinlerin gercek orneklerdeki davranigi hakkinda bilgi
sahibi olmak, arastirmalar sirasinda kritik 6neme sahiptir. Bu asamadan sonra gergek
ornek analizlerinin gdzlemlenen girisim etkisini agmak i¢in farklt protokollerle

tekrarlanmas1 ongorilmiistiir.

3.2.3.1. Toksinlerin serumdaki elektrokimyasal davranisi

Kan oOrnekleri dogrudan vakumlu tiiplere (Greiner bio-one VACUETTE)

alinarak 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve serum kism1 alinmigtir. Serum 6rnekleri
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hemen kullanilmayacak ise steril tliplere kiigiik hacimlerde boliinerek -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Serum 6rnekleri, lizerinde girisim etkisi arastirilacak toksinlerin
uygun pH degerindeki fosfat tamponu ile 10 kat seyreltilereck amatoksin (a-amanitin,
B-amanitin) ve fallotoksinler (falloidin, fallasidin) sirayla ortama ilave edilip akim

cevaplarindaki degisim izlenmistir.

3.2.3.2. Toksinlerin idrardaki elektrokimyasal davranisi

Idrar ornekleri alindiktan hemen sonra kullamilmayacagi durumlarda steril
mikrosantrifiyj tiiplerine kiiclik hacimlerde bdliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Idrar ornekleri uygun pH degerindeki fosfat tamponu kullanilarak 100 Kkat
seyreltildikten sonra amatoksin (a-amanitin, B-amanitin) ve fallotoksinler (falloidin,

fallasidin) sirayla ortama ilave edilip pik akim degerlerindeki degisim izlenmistir.

3.2.3.3. Elektrot modifikasyonu ile elektrodun a-amanitine karsi seciciliginin

arttirillmasi

Bu agsamada risk orani1 daha yiiksek olmasi nedeniyle oncelikli olarak a-amanitin
tayini i¢in daha duyarli bir ¢alisma elektrodu modifikasyonu yapilmasi amaglanmustir.
Gercek oOrnek analizlerinde c¢alisma elektrodunun a-amanitine kars1 segiciligini
arttirmak i¢in kalem ucu elektroda ¢esitli 6n islemler uygulanmistir. Cesitli asit ve baz
cozeltileri ile kalem ucu elektroda ©on islem uygulanmasi yaninda, molekiiler
baskilanmis polimer ile modifiye kalem ucu elektrodun a-amanitine karsi duyarlilig

arastirilmastir.

Kalem ucu elektrot modifikasyonu sirasinda Tombow 0,5 HB kalem ucu
elektrotlar ¢ozelti icerisine 1,5 cm daldirilmis, referans elektrot olarak Ag/AgCl, karsit

elektrot olarak ise Pt kullanilmistir.

Modifiye edilen elektrotlarin a-amanitin tayininde kullanimi hakkinda bilgi
edinmek icin 10° M derisiminde a-amanitin igeren, pH degeri 7,4 olan 0,05 M

derisimindeki fosfat tamponu icerisinde DPV yontemi ile dlgiimler gergeklestirilmistir.
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A. Asit ve baz ¢ozeltileri kullamlarak kalem ucu elektroda on islem uygulanmasi

Bu asamada farkli derisimlerde siilfiirik asit (H2SQO,), fosforik asit (H3POy),
nitrik asit (HNOj3), asetik asit (CH3COOH), florosiilfonik asit (HSO3F), sodyum
hidroksit (NaOH) (DV) ve

kronoamperometri (KA) yontemleri ile kalem ucu elektrotlara (KUE) on islem

cozeltileri  kullanilarak  doniistimlic  voltametri
uygulanmistir. Asit ve baz ¢ozeltileri ultra saf su kullanilarak hazirlanmis olup sadece
florostilfonik asit ¢ozeltisi hazirligr icin asetonitril kullanilmistir. Arastirmanin bu
asamasina ait ¢aligma kosullar1 Cizelge 3.4 ve 3.5’te sunulmustur.

Cizelge 3.4. Modifiye kalem ucu elektrot i¢in, Cizelge 3.5. Modifiye kalem ucu

dontisiimlii voltametri yontemi ile uygulanan elektrot i¢in, kronoamperometri
on islem kosullar1 yontemi ile uygulanan o6n islem
kosullari
o alisuily Tarama Dénii N Caligma | Siire
Cozelti agihgsl V) (;113/15) say1§1 Gozeld arahifi (V) | (dk)
0-+19 5 M H,SO, +1,9 2
5MHS0: (e 11 5 M H3PO, +1,9 2
0-+19 5 M HNO; +1,9 2
SMHPO, 57519 5M CH,COOH | +19 2
0-+1,9 50 10 1 M HSO;F +1,6 2
5 M HNO; 10-+19
5M CH;COOH | -1,0-+1,9
1 M HSO;F 0 +1,6
1 M NaOH 0-+19

B. a-amanitin tayini icin molekiiler baskilanmis polimer sentezi

Elektrokimyasal temelli sensor ¢aligsmalarinda duyarliligt veya segiciligi arttirmak
amagli, elektrot yiizey modifikasyonlarinda iletken polimer veya molekiiler baskilanmis
polimer kullanimi yaygindir. Biyolojik sivilarda a-amanitin tayini i¢in ¢esitli polimer ve
kopolimer sentezleri yapilmis olup, oncelikli olarak bu elektrodun fosfat tamponu
ortaminda o-amanitine karst duyarliligt arastirilmistir. DV yontemi kullanilarak
gerceklestrilen polimer sentez islemlerinde 50 mV/s tarama hizi kullanilmistir. Calisma

elektrodu olarak Tombow 0,5 HB kalem ucu elektrokimyasal hiicrede bulunan ¢ozelti
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icerisine 1,5 cm daldirilmis, referans elektrot olarak Ag/AgCl, karsit elektrot olarak ise
Pt kullanilmistir. Molekiiler baskilanmis polimer sentez islemleri sirasinda template
olarak kullanilan o-amanitinin modifiye olan elektrot ylizeyinden c¢ikarilma islemi
kimyasal ve -elektrokimyasal yollarla olmak tizere 2 farkli sekilde yapilmistir.
Cizelge 3.6’da bu is paketinde uygulanan c¢alisma kosullar1 ve kullanilan monomerler
sunulmustur. Bu asamada monomer olarak kullanilan anilin ve pirol sentez oncesinde

damitilmistir.

Cizelge 3.6. a-amanitin tayini i¢in molekiiler baskilanmis polimer sentezi ¢alisma

kosullar1

< Template ¢ikarma kosullari
Reaksiyon karigimi Cahsr?a aurahgl V)/ Elektrokimyasal Kimyasal
Dongii sayist o .
yontem yontem
Pirol-2-karboksilik asit
(50 mM), LiCIO, (0,1 M), 0-+1,35
a-amanitin (45 uM), Ultra saf | 2, 5 ve 10 dongii
Ssu
Pirol-2-karboksilik asit
(50 mM), LiCIO, (0,1 M), -0,5-+1,35
a-amanitin (45 upM), Pirol | 2,5 ve 10 dongii
(50 mM), Ultra saf su
Pirol-2-karboksilik asit
(50 mM) LiClO, (0,1 M), 05-+1,35
a-amanitin (45 pM), Pirol 5 dbned
(50 mM), ZnSO, (0.01 M), g
Ultra saf su Fosfat tamponu
Pirol-2-karboksilik asit (pH 5.0) Etanol : 0,1M
(50 mM), LiCIO, (0,1 M), 05 - +1’ 2\ NaOH (2:1)
a-amanitin (45 pM), Pirol ’50 mV}s 15 dk,
(50 mM), ZnSO, (0.01 M), 05 -+135 10 dén u 250 rpm
Na,COs (0,1 M), Ultra saf su ,Sdt')n u g
(Template cikarma &
isleminden sonra elektrotlar
24 saat %10’luk HCIO, te
bekletildi )
Anilin-2-siilfonik asit
(50 mM), H,SO; (0,5 M), -0,2-+1,0
a-amanitin (45 uM), Ultra saf | 2, 5 ve 10 dongii
su
Anilin-2-siilfonik asit
(50 mM), H,SO, (0,5 M), -0,2-+1,0
a-amanitin (45 uM), Anilin | 2,5 ve 10 dongii
(50 mM), Ultra saf su
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Cizelge 3.6 (devam). a-amanitin tayini i¢in molekiiler baskilanmis polimer sentezi

calisma kosullar1

Calisma arahig (V) Template ¢ikarma kosullari
Reaksiyon karigimi ma atalig Elektrokimyasal Kimyasal
/ Dongii sayist N .

yontem yontem

o-fenilendiamin (50 mM), no.

H,SO, (0,5 M), oa-amanitin ) 5%’31(; (11021 ..

(45 uM), Ultra saf su : gl

o-fenilendiamin (50 mM), Fosfat tamponu ,

H,SO, (0,5 M), o-amanitin 0,2-+1,0 (pH 5,0) E@‘SL' (%11';/'

(45 uM), Anilin (50 mM), | 2,5 ve 10 dongii -05-+12V '

15 dk,

Ultra saf su 50 mV/s, 250 rpm

o-fenilendiamin (50 mM), 10 dongii P

H,SO,; (0,5 M), o-amanitin -0,2-+1,0

(45 uM), Anilin (50 mM), 5 dongii

ZnSO,(0.01 M), Ultra saf su

C. Molekiiler baskilanmms polimer ile modifiye elektrotlarin a-amanitinin

elektrokimyasal tayininde kullanilabilirligi

a-amanitinin yapt olarak biiylik bir molekiil olmasi nedeniyle molekiiler
baskilanmis polimer ile elektrot ylizey modifikasyonu sirasinda Li vd. (2014) tarafindan
oOnerilen, a-amanitinin daha kiiclik bir kisimini temsil eden template sentezi yapilmistir.
Calismanin bu asamasinda gerceklestirilen yiizey modifikasyon islemleri sirasinda
template olarak a-amanitin yerine T1 ve T2 kisaltmasiyla bahsedilen ve kimyasal

yollarla sentezlenmis templateler kullanilmistir.

a. Template sentezi

(2014) sekilde
gerceklestirilmistir. 2,0 g N-asetil-DL-triptofan igerisinde 2,0 ml derisik H,SO4 bulunan

Template sentez islemi Li vd. tarafindan  Onerilen
metanolde c¢oOziilmiis, 2 saat boyunca reflaks edilmis ve ¢ozelti oda sicakligina
soguduktan sonra 0,5 M’lik sulu sodyum karbonat (Na,CO3) ile nétrallestirilmistir. Sulu
faz 3 kere diklorometan ile ekstrakte edildikten sonra organik faz, 1 kere sulu Na,COs,
2 kere distile su ile yikanmistir. Diklorometan vakum altinda ugurularak kati beyaz {irtin

elde edilmistir. Bu iriin % 50’lik (v/v) 100 ml metanol-propilamin ¢6zeltisinde
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¢oOziilmiig, 48 saat boyunca oda sicakliginda karistirilarak vakum altinda derisik hale
getirilmis ve triklorometanda ¢oOktiriilmiistir (Li vd., 2014). Bu sentez iki farkl
sicaklikta gerceklestirilerek elde edilen {iriinler molekiiler baskilanmis polimer
sentezinde template olarak kullanilmistir. 55 °C’de gergeklestirilen sentez iiriinii T1,

70 °C’de yapilan sentez iiriinii ise T2 olarak ifade edilmistir.

b. Molekiiler baskilanmis polimer sentezi

Molekiiler baskilanmig polimer sentez asamast DV yontemi kullanilarak
50 mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir. Template olarak sentezlenen 2 farkl
iriiniin kullanildig1 ¢calismalarda c¢alisma elektrodu olarak 0,5 Tombow HB kalem ucu,
referans elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak Pt, elektrot kullanilmistir.
Template ¢cikarma kosullarinin elektrokimyasal yontemler ile yapildig calisma kosullar

Cizelge 3.7°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.7. T1 ve T2 varliginda gergeklestirilen molekiiler baskilanmis polimer sentez
kosullar

Caligsma aralig1 (V)
/ Dongii sayisi
Pirol (50 mM), LiCIO,4 (1,0 M), T1/T2 -05-+14V

Reaksiyon karigimi Template ¢ikarma kosullari

(10 mM), Ultra saf su 2,5, 10, 15 dongii
Anilin (50 mM), H,SO, (05 M), 0-+1,4V
T1/T2 (10 mM), Ultra saf su 2,5, 10 dongii

Pirol-2-karboksilik asit (50 mM),
HsPO, (1,0 M), TUT2 (10 mM),

Asetonitril Fosfat tamponu (0,05M)
Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), (pH 5,0)

4-vinil piridin (50 mM), HsPO, 0-+20V -05-+12V

(1,0 M), T1/T2 (10 mM), Asetonitril 5 dongii 50 mV/s, 10 dongii

Pirol-2-karboksilik asit (50 mM),
4-vinil piridin (50 mM), HsPO,
(1,0 M), ZnSO, (0.01 M), T1/T2
(10 mM), Asetonitril
Anilin-2-siilfonik asit (50mM), H,SO, -0,2-+15V
(0,5 M), TL/T2 (10mM), Ultra saf su 5, 10, 20 dongii
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Anilin-2-siilfonik asitin monomer olarak kullanildig1 sentez ortaminda modifiye
edilen kalem ucu elektrotlarin yiizeylerinde olusan polimer tabakasinin sentez sonrasi
yikama isleminde siyrilmamasina ragmen elektrokimyasal template ¢ikarma islemi
oncesinde yiizeyden siyrilmasi nedeniyle bu grup modifiye elektrotlar a-amanitin tayin

yetenegi agisindan incelenmemistir.

c. Molekiiler baskilanms polimer ile modifiye elektrotlarin a-amanitin tayininde

Kkullanimi

Cesitli monomerler varliginda ylizey modifikasyonu yapilmis kalem uglu
elektrotlarn pH 7,4 degerinde 0,05 M fosfat tamponu ortaminda, 2,5x10° M
derisiminde a-amanitine karsi davranisi incelenmistir. Gerekli goriilmesi durumunda
elektrotlarin herhangi bir toksin icermeyen, serum ve idrar drneklerindeki girisim yapan
maddelere karsi davraniglari da arastirilmistir. Serum Ornekleri pH 7,4 degerinde,
0,05 M derisiminde fosfat tamponu ile 10 kat, idrar 6rnekleri ise 100 kat seyreltilerek
kullamilmistir. Modifiye elektrotlar 0-0,9 V c¢alisma aralifinda DPV  yontemi

kullanilarak 20 mV/s tarama hizinda, ayn1 elektrot sistemiyle test edilmistir.

3.2.3.4. Bivolojik sivilardan toksin ekstraksivonu amaciyla kat1 faz ekstraksiyon

kolonu icin yontem optimizasyonu

Literatiirde yer alan RIA ve ELISA disindaki yontemler ile a-amanitin tayin
caligmalarinda oncelikle toksinin biyolojik sivilardan ekstraksiyonu iglemi yapilmigtir
(Tagliaro vd., 1991; Maurer vd., 1997; Gonmori vd., 2012; Yoshioka vd., 2014,
Tomkova vd., 2015). Benzer sekilde bu calismada g¢esitli elektrot modifikasyon
islemlerinden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde girisim etkisini asabilmek
amaciyla a-amanitin tayini i¢in bir 6n ekstraksiyon islemine gereksinim duyulmustur.
Cesitli arastirmacilar tarafindan antikor temelli tayin yontemleri disinda, a-amanitin
tayini gerceklestirilen ¢alismalarda genellikle biyolojik sivilardan ekstraksiyon islemi
amaciyla Waters marka Oasis HLB (lcc) tip kolon tercih edilmistir. Oasis HLB tip
kolon yiiksek ekstraksiyon verimi, kullanim kolayligi, kiiciik hacimde ¢alisma imkani

tanimas1 gibi nedenlerle farkli arastirmacilar tarafindan serum ve idrar 6rneklerinden
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a-amanitin ekstraksiyonu i¢in tercih edilen bir kati1 faz ekstraksiyon kolonu olmustur.
Bu ticari tek kullanimlik kolon, N-vinilpirolidon (hidrofilik) ve divinilbenzen (lipofilik)
iceren hidrofilik-lipofilik dengeli bir kolondur ve ters faz ekstraksiyon islemleri igin

uygundur.

Kati faz ekstraksiyon kolonu i¢in temin edilen marka tarafindan onerilen genel
yontemler mevcuttur. Literatiir incelendiginde Oasis HLB tip kolon kullanimi sirasinda
farkli protokollerin uygulandigi goriilmiis ve ekstraksiyon verimini arttirmak, girisim
etkisini azaltmak gibi amagclarla bir yontem optimizasyon c¢aligsmasi gergeklestirilmistir.
Bu amacgla farkli 6n iglemler ve g¢esitli yikama c¢ozeltileri kullanilarak biyolojik
stvilardan o-amanitin ve falloidin ekstraksiyonu igin en uygun protokol belirlenmeye

calisiimustir.

Optimizasyon asamasinda, her protokol i¢in 3 kez (6rnek kolona yiiklendikten
sonra, yikama ¢ozeltisi kolondan geg¢irildikten sonra ve ekstraksiyon ¢ozeltisi kolondan
gecirildikten sonra) ornekleme yapilmistir. Alinan ornekler mobil faz olarak metanol

kullanilan ince tabaka kromatografisi (ITK) ve DPV ydntemleriyle incelenmistir.

Bir 6n inceleme asamasi olarak gerceklestirilen ITK sirasinda o-amanitin,
falloidin ve oncelikli olarak girisim etkisi agilmasi gereken iirik asidin metanol ve
kloroformun mobil faz olarak kullanildigi kosullarda davranislart 254 nm’de
incelenmistir. Kolondan gegirilen ¢dzeltiler ITK ile incelendikten sonra, organik ¢ozelti
igeren tiipler 30 °C’de kurutularak ekstrakt derisimi ayni olacak sekilde pH 7,4
degerinde 0,05 M fosfat tamponu ile ¢oziilmiis ve DPV calismalarinda kullanilmistir.
DPV yontemi uygulamalar: sirasinda referans elektrot olarak Ag/AgCl, karsit elektrot
olarak Pt, ¢alisma elektrodu olarak kalem ucu elektrot kullanilmis ve 20 mV/s tarama
hiziyla 0 - 0,9 V aralifinda calisilmistir. Bu asamada elektrokimyasal hiicrenin 5 ml
hacimde ¢alisma olanag1 sunmasi nedeniyle pH 7,4 degerindeki 0,05 M fosfat tamponu
ortaminda ve kolondan geg¢irilen c¢ozeltiler 5 kat seyreltilerek calisilmistir. DPV
incelemeleri sirasinda o-amanitinin yiikseltgenme bdlgesinde bulunan ve girisim
etkisine neden olan pikin varligr arastirllmistir. Optimizasyon c¢aligmalar1 sirasinda

uygun protokoller secilerek biyolojik sivilara toksin eklenmemis olup, toksin varliginda
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tekrar bu yontemlerin kullanilabilirligi incelenmistir.

A. Serumdan toksin ekstraksiyonu i¢cin uygun yontemin secilmesi

Literatlirde farkli calisma gruplarinca uygulanan kati faz ekstraksiyon islemleri
g6z Onlinde bulundurularak Oasis HLB kolonunda kullanilmasi amaciyla serum igin
8 farkli protokol secenegi hazirlanmistir. Protokoller seruma o6n islem uygulanmasi,
yikama asamasinda farkli ¢ozeltilerin kullanilmasi gibi farkliliklar igermekte olup serum

icin uygulanan kat1 faz protokollerine iliskin bilgiler Cizelge 3.8’de 6zetlenmistir.

Kullanilan protokollere ait ¢ozeltiler ayr1 tabakalara sirasiyla ornek, yikama
cozelti(leri) ve ekstraksiyon c¢ozeltileri kolondan gegirildikten sonra olmak iizere
yiiklenmis ve mobil faz olarak metanol kulanilarak incelenmistir. Elde edilen ITK

sonuglari ile DPV yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar ile karsilastirilmistir.
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Cizelge 3.8. Serumdan toksin ekstraksiyonu yontem optimizasyonu i¢in Oasis HLB
kolonunda kullanilan protokoller

Protokol - Hacim Hacim . Hacim
No Ornek (ml) Yikama (ml) Ekstraksiyon (ml)
5 —
S1 Serum 1 %1 asetik asit 1 Metanol 1
(suda)
5 L
S2 Serum 1 %5 formik asit 1 Metanol 1
(metanolde)
%5 metanol (suda) 1
S3* Serum 1 %5 metanol Metanol 1
(kloroformda) 0.5
%5 metanol
S4 Serum 1 (kloroformda) 1 Metanol 1
S5 Serum 1 %5 metanol (suda) 1 Metanol 1
Serum +
S6 %?2 asetik 1 %5 metanol (suda) 1 Metanol 1
asit (suda)
%5 metanol +
%2 asetik asit 1
(suda)
S7* Serum + %5 metanol + %65 metanol
%?2 asetik 1 %2 amonyum 1 + %2 asetik 1
asit (suda) hidroksit (suda) asit (suda)
%65 metanol +
%2 amonyum 1
hidroksit (suda)
Serum +
S8 %2 asetik 1 Metanol 0,5 Metanol 1
asit (suda)

* S3 ve S7 numaral1 protokollerde sirast ile 2 ve 3 ardisik yikama iglemi uygulanmstir.

B. idrardan toksin ekstraksiyonu i¢cin uygun yontemin secilmesi

Serum i¢in yapilan ekstraksiyon se¢im islemine benzer olarak idrardan toksin
ekstraksiyonu amaciyla bir protokol optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu asamada,
Oasis HLB kolonunun toksininlerin idrardan kati faz ekstraksiyonunda kullanilmasi
amactyla 15 farkli protokol denenmis ve girisim etkisinin asildig1 en uygun yontemler
aragtirtlmistir. Bu amagla kullanilan ¢ozeltiler ve yapilan 6n islemler Cizelge 3.9°da

sunulmustur.
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Cizelge 3.9. Idrardan toksin ekstraksiyonu ydntem optimizasyonu igin Oasis HLB
kolonunda kullanilan protokoller

Protokol " Hacim Hacim . Hacim
No Ornek (ml) Yikama (ml) Ekstraksiyon (ml)
. . 0 ik asi
1 idrar q | Yelasetikasit |, Metanol 1

(suda)
%5 metanol 1
- Idrar (suda)
%k
2 10,0009, 2dk | L [ 95 metanol ) Metanol !
(kloroformda)
. [drar %5 metanol
I3 120009, 5dk | L | (kloroformda) | % Meggnol 1
Iml idrar +
2 ml Asetonitril
719g, 10dk,
4°C
Stipernatant + 0
i 5ml 1 ﬁ;ﬁﬁﬁﬂgé) 1 Metanol 1
Diklorometan
719 g, 5dk, 4°C
Iml st (sulu)
faz
kullanilmustir
Idrar + 0
is %2 HsPO, 1 %5 metanol | Metanol 1
(suda) (suda)
. Idrar %5 metanol
16 3000rpm, 10dk 1 (suda) 1 Metanol 1
. Idrar %5 metanol
17 3000rpm, 10dk 1 (kloroformda) 1 Metanol 1
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Cizelge 3.9 (devam). Idrardan toksin ekstraksiyonu ydntem optimizasyonu igin Oasis

HLB kolonunda kullanilan protokoller

PrOI:I%kOI Ornek H(?g;;q Yikama H(erlﬁ;)m Ekstraksiyon H(?:]:;?
%5 metanol
+%2 asetik 1
asit (suda)
%5 metanol +
%2 amonyum 1
hidroksit
ig* Idrar + (suda)
%2 H;PO, 1 %65 metanol Metanol 1
(suda) +
%2 amonyum 1
hidroksit
(suda)
%65 metanol
+ %2 asetik 1
asit (suda)
. Idrar %1 NaOH
1 3000rpm, 10dk . (suda) ! Megg! .
Idrar +
i10 %2 H3PO, 1 %1 NaOH 1 Metanol 1
(suda) (suda)
3000rpm, 10dk
0,5ml Idrar +
0,5ml
i1 %4 fosforik asit | 1 %5 metanol 1 Metanol 1
(suda)
(suda)
3000rpm, 10dk
i12 idrar | Yoasetikasit |, Metanol 1
(suda)
%5 sodyum
13 Idrar 1 hidroksit 1 Metanol 1
(suda)
i14 idrar p | Wlasetikasit |, Metanol 1
(asetonitrilde)
i15 Idrar 1 Asetonitril 1 Metanol 1

* 12 ve I8 numarali protokollerde siras1 ile 2 ve 4 ardigik yikama islemi uygulanmistir.
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3.2.4. Elektrokimyasal yontemin HPLC ve ELISA yontemleri ile karsilastiriimasi

Elektrokimyasal olarak yapilan a-amanitin ve falloidin toksinlerinin tayinleri bu
amacla en ¢ok tercih edilen yontemler olan yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) yontemleriyle de yapilarak elde
edilen sonuglar karsilastirilmigtir. Calisma kapsaminda HPLC ile miktar tayinleri ters
faz C18 kolonda HPLC yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. HPLC’de kullanilan

calisma kosullar1 Cizelge 3.10°da 6zetlenmistir.

Cizelge 3.10. a-amanitin ve falloidin tayininde kullanilan HPLC kosullar1

Cihaz Shimadzu LC20A VP

Islemci Class VP chromatography manager software (Shimadzu)

Dedektor UV- a-amanitin; 302 nm, falloidin; 291 nm (Shimadzu)

Pompa Quaternary pump (Shimadzu)

Kolon Inertsil ODS3-C,g kolon (250 mm, 4.6 mm i.d) (GL Sciences
Inc.)

Degazer Degasser (Shimadzu)

Enjektor Shimadzu 1100 (Shimadzu)

Akis hiz 1 ml/dak

Coziicti Sistemi 0,05 M Sodyum asetat tamponu (pH 5.5) : Asetonitril
(80:20, viv)

a-amanitinin ELISA yontemi ile belirlenebilmesi amaci ile “EASTBIOPHARM
Human ANT ELISA Kit” marka ticari kit kullanmilmistir. Farkli a-amanitin
derigimlerinin ticari ELISA kit ile belirlenmesi i¢in iiretici tarafindan 6nerilen protokol
izlenerek mikroplate spektrofotometre ile absorbans degerleri belirlenmistir. Falloidin
toksininin belirlenmesine yonelik bir kit bulunmadig: icin ELISA temelli kit ile tayin

falloidin i¢in gergeklestirilememistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. o-amanitin ve Falloidin Toksinlerinin Farkh Elektrot Sistemleri ile

Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

Bu asamada elektrokimyasal tayini yapilmasi hedeflenen a-amanitin ve falloidin
toksinlerinin, dogrudan bu yontemler ile tayininin yapilabilirligini aragtirmak amaciyla

elektroaktif 6zellikte olup olmadig1 arastirilmistir.

Farkli elektrot tipleri a-amanitin ve falloidinin elektrokimyasal davraniginin
izlenmesinde kullanilmig ve en iyi pik akim cevabinin elde edildigi elektrot sistemi
belirlenmistir. Kullanilabilirligi arastirilan en iyi elektrot sistemi ile a-amanitin ve
falloidin icin pH optimizasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir. Bu asamada elde edilen

veriler asagida sunulmustur.

4.1.1. Farkh derisimlerde a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal

davranisinin incelenmesi ve uygun ¢alisma elektrodunun secilmesi

Bu asamada farkli elektrot sistemleri ile gerceklestirilen deneylerde a-amanitin
ve falloidine ait elde edilen voltamogramlar ve akim cevaplar sirasiyla Sekil 4.1 — 4.4

ve Cizelge 4.1°de sunulmustur.
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i (nA)

1,5

E (V)

Sekil 4.1. Fosfat tamponu ortammda 10°-107 M derisimde o-amanitin (solda) ve
falloidine (sagda) ait doniisiimlii voltamogramlar (Calisma elektrodu: Cams1 karbon,
Referans elektrot: Ag/AgCl, Karsit elektrot: Pt, (... : Fosfat tamponu,
— :10°M, ———_:10°M, - £ 107 M)

3,0

2,5
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Sekil 4.2. Fosfat tamponu ortammda 10°-107 M derisimde o-amanitin (solda) ve
falloidine (sagda) ait doniisiimlii voltamogramlar (Calisma elektrodu: Kalem ucu grafit,
Referans elektrot: Ag/AgCl, Karsit elektrot: Pt, (... : Fosfat tamponu,
— 110°M, ———_:10°M, ----- :107 M)
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2,0
15

i (nA)

15
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Sekil 4.3. Fosfat tamponu ortammda 10°-107 M derisimde o-amanitin (solda) ve
falloidine (sagda) ait doniisiimlii voltamogramlar (Ekran baskili elektrot: Calisma

elektrodu: Karbon, Referans elektrot: Ag, Karsit elektrot: Pt, (... : Fosfat tamponu,
— :10°M, ———_:10°M, - £ 107 M)
2,0 2,0

15 | 15

nA)

=05

1,5 15

05 T EW)

Sekil 4.4. Fosfat tamponu ortammda 10°-107 M derisimde o-amanitin (solda) ve
falloidine (sagda) ait doniisiimlii voltamogramlar (Ekran baskili elektrot: Calisma
elektrodu: Karbon, Referans elektrot: Ag, Karsit elektrot: C, (... . Fosfat tamponu,
—:10°M, ———.:10°M, ... 1107 M)
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Cizelge 4.1. a-amanitin ve falloidine ait farkli elektrot sistemlerinde elde edilen pik
potansiyel ve akim degerleri

o-amanitin Falloidin
Yiikseltgenme Akim Yiikseltgenme Akim
potansiyeli (V) (LA) potansiyeli (V) (LA)
Camsi karbon elektrot 0,557 0,162 0,796 0,102
Kalem ucu grafit 0,566 2,043 0,781 1712
elektrot

Ekran baskili elektrot
Ag/C/Pt 0,325 0,247 0,564 0,547

Ekran baskili elektrot
Ag/CIC 0,315 0,185 0,552 0,340

Doéniistimlii voltamogramlar incelendiginde her iki toksinin de tersinmez
ozellikte oldugu, a-amanitin ve falloidinin birbirinden farkli pik potansiyellerine sahip
birer adet temel ylikseltgenme piki oldugu gorilmiistiir. Toksin igermeyen fosfat
tamponunda yapilan Ol¢limlerden elde edilen voltamogramlar ise, toksin varliinda
goriilen yiikseltgenme piklerinin toksinlerin kendisine ait oldugunu ve tayin ¢ozeltisi
olarak kullanilan fosfat tamponundan kaynaklanmadigin1 dogrular niteliktedir. Her iki
toksine ait yiikseltgenme piklerinin farkli potansiyellerde olmasi bu iki toksinin
birbirinin cevabi lizerinde girisim yapma ihtimalini diistirmektedir. Zehirli bir mantarda
birden fazla siklopeptid toksinin bir arada bulundugu diisliniildiiglinde bu durum

toksinlerin dogru ve duyarl bigimde belirlenmesi agisindan énemli bir avantajdir.

Oliimciil mantar zehirlenmelerinden birinci derecede sorumlu o-amanitin ve
falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayinini gerceklestirebilmek icin tekrarlanabilir
ve gilivenilir sonuclar elde edilebilecek elektrotlarin segilmesi 6nemli bir gerekliliktir.
DV yontemi kullanilarak gerceklestirilen calismalardan elde edilen veriler calisma
elektrodu olarak kalem wucu elektrodun kullanilmasinin daha verimli oldugunu
gostermektedir. KUE kullanilarak elde edilen pik akim cevabi a-amanitin icin CKE
kullanilarak elde edilen akim cevabindan yaklasik 12 kat daha yiiksek iken falloidin
icin, bu farkin yaklasik 16 kat oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde ekran baskili
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elektrotlarin kullanildigi deney gruplarinda da KUE kadar iyi bir akim cevabi elde
edilememistir. Yine KUE kullanilarak yapilan dl¢timlerde iyi bir baseline elde edildigi
ve diger elektrot sistemlerine oranla daha diisiik derisimlerde toksin tayin edilebildigi

gorilmektedir.

KUE kullanilarak elde edilen avantaj sadece daha diisiik derisimde toksin tayini
ve yiiksek pik akim degerleri olmamistir. Yukarida sunulan doniistimlii voltamogramlar
incelendiginde tersinmez 6zellikte oldugu goriilen bu yiikseltgenme davranis igin KUE
tek kullanimlik, ucuz, temizlik islemi gerektirmeme gibi avantajlar da saglamistir.
Ciinkii CKE kullanilmadan 6nce bir dizi 6n islemden gecirilmelidir ve her dlglimden

sonra zaman alan bu 6n islem ¢ok pratik bir kullanim saglamayacaktir.

Bu asamada elde edilen veriler 1518inda a-amanitin ve falloidin tayininde kalem
ucu elektrodun daha duyarli ve basarili olarak kullanilabilecegi anlasilmis olup bu
durum literatiirde ilk kez belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki asamalarinda

calisma elektrodu olarak KUE kullanilmustir.

4.1.2. a-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal tayini icin uygun pH

degerinin belirlenmesi

Bir analitin elektrokimyasal tayini sirasinda ylikseltgenme potansiyeli ve pik
akim cevabini etkileyen en dnemli faktorlerden birisi kullanilan tayin ¢ézeltisinin pH
degeridir. Bu nedenle a-amanitin ve falloidin toksinlerinin 7 farkli pH degerine sahip
0,05 M derisimindeki fosfat tamponunda elektrokimyasal davraniglart incelenmistir.
a-amanitin ve falloidine ait voltamogramlar ve yiikseltgenme pik akim degerleri

sirasiyla Sekil 4.5, Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6, Cizelge 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.5. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda o-amanitine ait diferansiyel puls

voltamogramlari

Cizelge 4.2. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda o-amanitine ait yiikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiygeli V) Akim (nA)

3,0 0,504 5,304 £ 0,546
4,0 0,453 7,088 £0,943
5,0 0,393 6,517 +0,103
6,0 0,332 6,478 £ 0,536
74 0,262 8,551 +£0,149
8,5 0,181 4,448 +£ 0,210
10,0 0,091 3,309 £ 0,031
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Sekil 4.6. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda falloidine ait diferansiyel puls
voltamogramlari

Cizelge 4.3. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda falloidine ait yiikseltgenme pik
potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiygeli V) Akim (A)

3,0 0,745 6,413 £0,696
4,0 0,695 4,449 £ 0,201
5,0 0,655 4,270 +£ 0,034
6,0 0,614 3,658 £ 0,452
7,4 0,554 2,876 0,038
8,5 0,493 2,134 +0,019
10,0 0,403 1,875 +0,103

o-amanitin ve falloidin toksinleri

icin yapilan DPV analiz

sonuglar1

incelendiginde; a-amanitine ait maksimum yiikseltgenme pik akim degeri serum pH

degeri olan pH: 7,4’te, falloidine ait maksimum yiikseltgenme pik akim degeri

pH: 3,0’da eclde edilmistir. Her iki pH degerinde a-amanitin ve falloidine ait

yiikseltgenme pik potansiyelleri birbirlerinden farkli ¢itkmustir. pH: 3,0°da iki toksine ait

yiikseltgenme pik potansiyelleri arasindaki fark 0,241 V iken pH:7,4’te 0,292 V’tur.
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Yiikseltgenme potansiyelleri dikkate alindiginda her iki pH degerinde de toksinlerin

birbirleriyle girisim yapmadan tayinlerinin yapilabilecegini isaret etmektedir.

Calismanin bundan sonraki kisimlarinda a-amanitinin tayin edilmesi durumunda
pH 7,4, falloidinin tayin edilmesi durumunda ise pH 3,0 degerinde fosfat tamponu
kullanilmistir. Biyolojik sivilarda bir 6l¢iim yapilmasi durumunda ise seyreltme
yapilacak ise her iki toksin i¢in de uygun pH degerleri dikkate alinarak bu islem
gerceklestirilmistir.

4.2. a-amanitin ve Falloidin Toksinlerinin Elektrokimyasal Tayinlerinde Girisim

Etkisinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda lrik asit, folik asit, dopamin, parasetamol, vb.
biyolojik sivilarda girisim yapma ihtimali bulunan maddelerin  analizleri
gerceklestirilmistir. Zehirli mantar Orneginde bir arada bulunma ihtimali olan
siklopeptid toksinlerin yaninda a-amanitin ve falloidinin de birbirinin akim cevaplari
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Glukoz gibi elektroaktif olmayan ve elektroaktif
olsalar bile tayin edilecek toksinler ile ayni yiikseltgenme potansiyeline sahip olmayan

bilesikler i¢in girisim olmamasi yeter kosul olarak kabul edilmistir.

4.2.1. Serum ve idrar ortamindaki girisim yapma ihtimali olan bilesiklerin

elektrokimyasal davramslar:

Elektrokimyasal yontemler ile yapilan tayin ¢aligmalarinda girisim etkisi yogun
olarak calisilan baz1 bilesikler tirik asit, askorbik asit, glukoz ve dopamindir (Dai vd.,
2009; Huang vd., 2014; Li vd., 2013, 2014; Pozo vd., 2014; Tsai vd., 2013; Wu vd.,
2007; Zhu vd., 2013). Biyolojik sivilarda aminoasit, organik asit, inorganik maddeler
vb. bilesikler de bulunmaktadir. Bu is paketinde biyolojik sivilarda bulunan ve girisim
yapma ihtimali olan {iirik asit, folik asit ve dopaminin, zehirli mantarlardaki bazi
toksinlerin (B-amanitin, y-amanitin ve fallasidin), ayn1 zamanda olas1 bir agr1 kesici

alinmis olma ihtimaline kars1 parasetamoliin farkli pH degerlerindeki fosfat tamponu
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ortaminda elektrokimyasal davraniglart DPV yontemi kullanilarak aragtirilmigtir. Bu
asamada 20 mV/s tarama hiz1 ile ¢alisilmis ve c¢alisma elektrodu olarak KUE, referans

elektrot olarak Ag/AgCl, karsit elektrot olarak ise Pt kullanilmistir.

4.2.1.1. Urik asidin farklh pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerine sahip fosfat tamponunda iirik asidin elektrokimyasal
davraniglart DPV yontemi kullanilarak incelenmistir. Yapilan deneyler sirasinda tirik
asit, 10 M son derisimi olacak sekilde ortama ilave edilmistir. Voltamogramlar
incelendiginde artan pH degerlerinde yiikseltgenme pik potansiyellerinin katodik

bolgeye dogru kaydigr goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda iirik aside ait diferansiyel puls
voltamogramlar1

Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponu ortaminda iirik asit ile elde edilen

yiikseltgenme pik potansiyel ve akim degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda {irik aside ait yiikseltgenme pik
potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiyili V) Akim (1A)

3,0 0,493 46,033 + 4,480
4,0 0,433 39,777 £ 0,422
50 0,373 38,737 +£ 0,344
6,0 0,302 39,227 £ 1,008
7,4 0,211 24,637 + 1,029
8,5 0,151 24,000 + 0,912
10,0 0,041 17,450 £ 0,756

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, iirik aside ait ylikseltgenme pik akim

degerinin pH 3,0 iken en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.2.1.2. Dopaminin farkhh pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerinde, 10* M derisimindeki dopaminin elektrokimyasal
davraniglart DPV  yontemi ile izlenmistir. Dopamine ait yiikseltgenme pik
potansiyellerinin artan pH degerlerinde katodik bolgeye dogru kaydigi goriilmiistiir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda dopamine ait diferansiyel puls
voltamogramlari

Dopamine ait farkli pH degerlerinde elde edilen yiikseltgenme pik potansiyel ve

akim degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda dopamine ait yiikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiygeli V) Akim (A)

3,0 0,355 13,490 £ 0,769
4,0 0,294 12,073 £ 0,484
50 0,244 14,017 £1,223
6,0 0,173 14,537 £ 0,271
7,4 0,093 17,770 £ 0,182
8,5 0,032 16,590 £ 0,291
10,0 - 0,048 4,898 + 0,877

Cizelge 4.5’te sunulan veriler degerlendirildiginde en ytliksek akim degerinin

pH 7,4 degerinde elde edildigi tespit edilmistir.
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4.2.1.3. Folik asidin farkh pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerinde, 10* M derisiminde folik asidin DPV yontemi ile elde
edilen voltamogramlar Sekil 4.9°da sunulmustur. Folik aside ait pH: 10,0 disindaki tiim
pH degerlerinde iki adet yiikseltgenme pikinin oldugu gozlenmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde o-amanitin ve falloidin toksinlerinin en yiiksek akim

cevabi verdigi pH degerleri dncelikli olarak dikkate alinmistir.

8 /
7 \
6 , ]
—~ 5 ) \
é. 4 ,’ \ ~
- 3 , \ I\
2 ] \ /, \
1 / ' \\
-1 0,3 0,5 0,7 0,9 11 13
E (V)
- = =pH74 ——pH3.0

Sekil 4.9. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda folik aside ait diferansiyel puls
voltamogramlari

Folik aside ait farkli pH degerlerinde elde edilen yiikseltgenme pik potansiyel ve

akim degerleri ise Cizelge 4.6’da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.6. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda folik aside ait yiikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yikseltgenme
PH potansiygeli V) Akim (pA)
30 0,743 0,432 + 0,066
’ 1,005 0,554 + 0,119
40 0,723 1,175+ 0,019
’ 0,975 1,106 £ 0,135
50 0,653 5,066 + 0,010
’ 0,935 1,550 + 0,634
6.0 0,622 8,635+ 0,363
’ 0,844 6,673 + 0,152
74 0,605 7,055 + 0,028
’ 0,817 3,189 + 0,336
85 0,602 7,762 £ 0,112
’ 0,783 1,146 + 0,028
10,0 0,572 6,670 + 0,302

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, her iki yiikseltgenme pik akim
cevabinin pH 6,0 degerinde en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her serideki
yiikseltgenme piklerinde pH degerinin artmasi ile katodik bodlgeye dogru kayma

gorilmektedir.

4.2.1.4. Parasetamoliin farkli pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Cogu mantar zehirlenmesi vakasinda kisilerin zehirlenme belirtilerini dogru
algilayamayip semptomlarin giderilmesi amaciyla agr1 kesici aldiklar1 goriilmektedir.
Agrn kesicilerin biiylik ¢ogunlugunda parasetamol etken madde olarak bulunmaktadir.
Bu nedenle zehirlenme sikayeti ile hastaneye bagvuran kisilerin agr1 kesici almis olma
ihtimallerine karsi 10* M derisimindeki parasetamoliin farkli pH degerlerindeki
elektrokimyasal davranislar1 da izlenmistir. Elde edilen voltamogramlar incelendiginde
pH degeri arttik¢a yiikseltgenme pik potansiyellerinin katodik bdlgeye dogru kaydigi
goriilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda parasetamole ait diferansiyel
puls voltamogramlari

Artan pH degerlerinde parasetamole ait yiikseltgenme pik potansiyel ve akim

degerleri Cizelge 4.7°de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda parasetamole ait yiikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

pH potansiygeli (V) Akim (pA)

3,0 0,524 29,620 = 1,153
4,0 0,474 32,793 £ 2,431
50 0,424 26,930+ 0,815
6,0 0,353 29,390 + 1,289
7,4 0,273 29,310+ 1,711
8,5 0,242 16,650 + 0,215
10,0 0,162 17,357 £ 1,050

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde parasetamole ait en iyi akim cevabinin

pH 4,0 degerinde alindig: tespit edilmistir.

Serum ortaminda farkli pH degerlerinde elektrokimyasal davranisi incelenen

biyolojik sividaki bilesenlerden dopaminin yiikseltgenme piki her iki toksinin de
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yiikseltgenme bolgesinde bulunmazken, iirik asit ve parasetamoliin a-amanitin igin
girisim yapma riski tasidigini, folik asidin ise falloidin i¢in yok denecek kadar az
girisim yapma ihtimali oldugunu gostermistir. Ancak bu sonuglarin her bir maddenin
tek basma ortama ilave edilerek elde edildigi, serum veya idrar ortaminda bir arada
bulunduklarinda kendi aralarinda olabilecek etkilesimlerin de girisim riski
olusturabilecegi unutulmamalidir. Yine ortamda bulunan ancak elektroaktif olmayan bir
bilesikle de toksinler etkilesime girebilirler. Bu nedenlerle caligmanin sonraki
asamalarinda gergek serum ve idrar Orneklerine toksin ilave edilerek girisim etkisi
calismalarina devam edilmistir. Biyolojik sivilarda bulunan elektroaktif bilesiklerin
yalnizken davranislar1 hakkinda bilgi sahibi olmak, gercek ornek analizleri sirasinda
gbzlemlenen bir yiikseltgenme pikinin toksine ait olup olmadigi hakkinda yorum

yapabilmek icin gereklidir.

4.2.2. Zehirli mantarlardaki bazi toksinlerin elektrokimyasal davranislar

Zehirli mantarlarda bulunan diger siklopeptid toksinlerin elektrokimyasal
davraniglart hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla farkli pH degerlerindeki fosfat
tamponlarinda DPV yontemi ile 20 mV/s tarama hizi kullanilarak c¢alismalar
gerceklestirilmistir. B-amanitin, y-amanitin ve fallasidine ait voltamogramlar ve akim

cevaplari agagida sunulmustur.

4.2.2.1. B-amanitinin farkh pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerinde B-amanitinin elektrokimyasal davranislart 10° M
derisimindeki B-amanitin  kullanilarak izlenmistir. Sekil 4.11°de elde edilen
voltamograma gore artan pH degerlerinde yiikseltgenme pik potansiyellerinin katodik

bolgeye dogru kaydig goriilmektedir.



i (nA)

53

Sekil 4.11. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda f-amanitine ait diferansiyel puls

voltomagramlari

B-amanitine ait farkli pH degerlerinde elde edilen yiikseltgenme pik potansiyel

ve akim degerleri incelendiginde en yiiksek akim cevabinin pH 3,0 degerinde,

4,862 = 0,144 pA olarak elde edildigi goriilmiistiir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda B-amanitine ait yilikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiyeli (V) Akim (uA)

3,0 0,514 4,862 + 0,144
4,0 0,454 4,363 + 0,462
5,0 0,373 2,768 0,167
6,0 0,323 3,288 + 0,082
7,4 0,243 2,785+ 0,050
8,5 0,172 1,875 + 0,022
10,0 0,081 1,589 + 0,065

4.2.2.2. y -amanitinin farkli pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerinde y-amanitinin elektrokimyasal davraniglari 10° M

derisimindeki y-amanitin kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen voltamogramlar
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(Sekil 4.12) ve akim degerleri (Cizelge 4.9) incelendiginde en yliksek akim cevabinin
pH 5,0 degerinde 12,805 + 0,858 pA oldugu tespit edilmistir
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Sekil 4.12. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda y-amanitine ait diferansiyel puls
voltamogramlari

Cizelge 4.9. Farkl1 pH degerlerindeki fosfat tamponunda y-amanitine ait ylikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

pH potansiygeli V) Akim (A)

3,0 0,524 3,282 + 0,407
4,0 0,463 8,141 +£ 0,189
50 0,413 12,805 £ 0,858
6,0 0,353 9,737 £ 0,149
7,4 0,272 5,326 +£ 0,361
8,5 0,212 4,129 + 0,100
10,0 0,131 2,062+ 0,010

4.2.2.3. Fallasidinin farklh pH degerlerindeki elektrokimyasal davranisi

Farkli pH degerlerinde ve 10° M derisimindeki fallasidinin elektrokimyasal
davraniglart DPV yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen voltamograma gore artan pH

degerlerinde yliikseltgenme pik potansiyellerinin katodik bélgeye dogru kaydigi



55

goriilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda fallasidine ait diferansiyel puls
voltamogramlari

Farkli pH degerlerinde elde edilen fallasidine ait yiikseltgenme pik potansiyel
ve akim degerleri Cizelge 4.10°da gosterilmistir. Bu verilere gére akim degerinin pH 3,0

degerinde en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli pH degerlerindeki fosfat tamponunda fallasidine ait yiikseltgenme
pik potansiyel ve akim degerleri

Yiikseltgenme

PH potansiy%li (V) Akim (1A)

3,0 0,745 4,666 + 0,167
4,0 0,705 4,069 £0,015
50 0,665 2,739 £ 0,034
6,0 0,635 2,715 £ 0,094
7,4 0,554 2,676 0,018
8,5 0,514 1,650+ 0,122
10,0 0,433 0,980 + 0,042
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Zehirli mantarlarin yapisinda bulunan diger siklopeptid yapidaki toksinlerin
elektrokimyasal davranislarinin incelenmesi ile elde edilen verilere gore f-amanitin ve
y-amanitinin o-amanitin ile, fallasidinin ise falloidin ile ayn1 pH degerlerinde yakin
yiikseltgenme potansiyellerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu durum yapisal olarak
biiylik oranda benzerlik gostermelerinden kaynaklanmis ve bu toksinlerin girisim etkisi
acisindan risk olusturduklarini isaret etmis olabilir. Ancak girisim etkisi arastirilan
amatoksin ve fallotoksin iiyeleri, a-amanitin ve falloidin ile benzer toksik 6zellikler
gosterdikleri i¢in birlikte tayin edilmeleri de yine amatoksin ve fallotoksin varligini
arastirma konusunda yararli bir bilgidir. Tek baslarina davranislar1 izlenen bu
toksinlerin sonraki asamalarda bir arada tayinleri de gergeklestirilmistir. Ayri ayri

incelenmelerinin bir 6n bilgi olarak fayda sagladig: diistiniilmiistiir.

4.2.2.4. Zehirli mantarlarda bulunan diger baz1 toksinlerin a-amanitin ve falloidin

toksinlerinin DPV vontemi ile tayinine etkisi

Bu asamada Oliimciil mantar zehirlenmelerine neden olan tiirlerin yapisinda
bulunan diger toksinlerin o-amanitin ve falloidin toksinleri ile bir aradayken tayin
acisindan ne tiir bir etki olusturduklarini incelemek amaciyla toksin karigimlarinin
davraniglart DPV yontemi ile incelenmistir. Toksin karigimlarmin elektrokimyasal
davraniglari, a-amanitin ve falloidin toksinlerinin sirasi ile en yiiksek akim cevaplarini
verdigi pH 7,4 ve 3,0 degerlerinde fosfat tamponu kullanilarak izlenmistir. Toksinler
reaksiyon ortamindaki son derigimleri 10®° M olacak sekilde ardisik olarak eklenmis ve
her ekleme sonrasindaki akim cevaplarindaki degisimler izlenmistir. Ornegin
a-amanitinin akim cevabina diger toksinlerin etkisi arastirilirken; 10° M @-amanitin
igeren pH degeri 7,4 olan fosfat tamponuna sirasiyla falloidin, f-amanitin ve fallasidin
eklenerek her asamada oOl¢iim yapilmistir. Falloidin i¢cin de benzer olarak pH 3,0
degerinde falloidin igeren fosfat tamponu ortaminda sirayla a-amanitin, f-amanitin ve

fallasidin eklenmis ve her asamada 6l¢tim yapilmustir.

pH 7.4 ve 3,0 degerlerindeki fosfat tamponunda toksin karigimlar ile
gerceklestirilen arastirmalarda elde edilen voltamogramlar Sekil 4.14 ve 4.16°da, akim
cevaplari ise Sekil 4.15 ve 4.17 ile Cizelge 4.11 ve 4.13’te ifade edilmistir.
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1. Asama: o 3. Asama: a+FI+p
1 35
10 3
8 25
26 2
S 215
2 =1
0 - 0,5
20 02 04 06 08 1 .
E(V) 050 02 04 06 08 1
— — Fosfat Tamponu pH7.4 o-amanitin E (V)
2. Asama: a+FI 4. Asama: a+FI+p+FS
35 35
3 3
25 2,5
2 2
<15 2 15
=7 =
05 /\ 05
0 0
05 0 02 04 06 08 1 05 0 02 04 06 08 1
E (V) E (V)

Sekil 4.14. pH 7,4 degerinde hazirlanan toksin karisimindan elde edilen voltamogramlar
(o a-amanitin, FI: Falloidin, B: B-amanitin, FS: Fallasidin)
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Sekil 4.15. pH 7,4 degerinde hazirlanan toksin karigimindan elde edilen akim cevap

degisimleri (a: a-amanitin, Fl: Falloidin, B: f-amanitin, FS: Fallasidin)

Cizelge 4.11. pH 7,4 degerinde hazirlanan toksin karigimindan elde edilen pik
potansiyelleri ve akim degerleri (a: o-amanitin, FI: Falloidin, B: B-amanitin,

FS: Fallasidin)
) Yiikseltgenme
Toksin o Ak A
%S| potansiyeli (V) m (LA)
a 0,262 9,734 + 0,945
0,252 1,360 + 0,099
o+FI
0,574 2,980+ 0,197
0,252 2,802 + 0,094
a+FI+f
0,574 2,446 + 0,099
0,262 1,793 £ 0,075
o+FI+B+FS
0,584 3,497 +0,186

a-amanitin akim cevabindaki yiizde degisimin izlenmesi amaciyla pH 7.4

degerindeki fosfat tamponunda o amanitine ait akim cevabi 100 olarak kabul edilmistir.

Daha sonra toksin karisimi olustururlurken her asamada elde edilen, o-amanitinin

yiikseltgenme potansiyelinde bulunan pikin akim cevabi degisimi % olarak hesaplanmig

ve * standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.12°de sunulmustur. Benzer sekilde,
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falloidin i¢in de akim cevabindaki ylizde degisim miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.12. pH 7,4 fosfat tamponunda o-amanitine ait akim cevabinin karigimin farkl
asamalarindaki % degisimi

% akim cevabi

o 100
o+F1 13,972 £ 1,012
atF1+p 28,782 + 0,966
a+FI+B+FS 18,420 + 0,772

Bu asamada elde edilen veriler pH 7,4 degerindeki fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin akim cevabinin ortama falloidin eklenmesiyle birlikte dramatik bir diisiis
gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Falloidin ilave edildikten sonra alinan akim cevabi
pH 7,4 degerinde yalniz falloidin var iken alinan akim cevabi ile neredeyse aynidir.
Ortama B-amanitin ilave edilmesiyle beraber amatoksinlerin yiikseltgenme bolgesinde
bulunan pikin yiiksekliginde bir artig goriilmistiir. Fallasidin ilave edildikten sonra ise

benzer artis fallotoksin yiikseltgenme bolgesinde bulunan pikte gézlemlenmistir.
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1. Asama: FI 3. Asama: Fl+o+p
8
7 55
6 45
5
2; 4 35
= 3 ~
5 z 25
1 = 15
0 . 0
10 02 04 06 08 1 0
05
E W) 0 0,5 1
— — Fosfat tamponu pH 3.0 Falloidin E(V)
2. Asama: Fl+a 4. Asama: Fl+o+p+FS
55
55
45
45
a5 35
<> -~
<«
=
= 25 2 2,5
1,5 15
05 05
-05 0 05 1 -05 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
EV) E(V)

Sekil 4.16. pH 3,0 degerinde hazirlanan toksin karisimindan elde edilen voltamogramlar
(FI: Falloidin, o: a-amanitin, : B-amanitin, FS: Fallasidin)

Akim (nA)
O FRP N W b O1 OO N

FI Fl+a

Fl+at+p Fl+o+p+FS
Toksin

Sekil 4.17. pH 3,0 degerinde hazirlanan toksin karisimindan elde edilen akim cevap
degisimleri (FI: Falloidin, a: a-amanitin, 3: B-amanitin, FS: Fallasidin)
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Cizelge 4.13. pH 3,0 degerinde hazirlanan toksin karisimindan elde edilen pik
potansiyelleri ve akim degerleri (FI: Falloidin, o: a-amanitin, B: [-amanitin,
FS: Fallasidin)

. Yiikseltgenme
Toksin potansiyeli (V) Akim (nA)
Fl 0,745 6,851 + 0,347
0,504 1,731 +0,010
Fl+a
0,755 4,741 £ 0,076
0,504 4,663 = 0,095
Fl+o+p
0,755 3,181 +£ 0,109
0,504 3,326 +0,217
Fl+a+B+FS
0,755 4,951 £0,255

pH 3,0 degerindeki fosfat tamponunda falloidine ait akim cevabinin % degisimi

+ standart sapma degerleriyle birlikte Cizelge 4.14’te sunulmustur.

Cizelge 4.14. pH 3,0 fosfat tamponunda falloidine ait akim cevabinin karisimin farklh
asamalarindaki % degisimi

Toksin % akim cevabi
Fl 100
Fl+a 69,203+ 1,116
Fl+a+f 46,429 + 1,586
Fl+o-+B+Fs 72,263 +£3,715

Benzer sekilde falloidin i¢in pH 3,0 degerindeki fosfat tamponu ortaminda
falloidin var iken yapilan a-amanitin ilavesi falloidine ait akim cevabini disiirmiistiir.
a-amanitin ilavesi ile amatoksin yiikseltgenme bolgesinde olusan akim cevabinin
pH 3,0 degerinde sadece a-amanitin varken verdigi cevap ile neredeyse ayni oldugu
goriilmiistiir. Fallasidin ilavesi ile fallotoksin yiikseltgenme bolgesindeki pikte bir artis

gbzlemlenmistir.
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Bu veriler 15181nda ¢alismada kullanilan siklopeptid yapidaki toksinlerin DPV
yontemi ile tayini sirasinda birbirlerinin akim cevaplarini etkiledikleri goriilmiistiir. Bu
etkilesimin bir nedeni de aynmi kalem ucu yiizeyinde farkli analitlerin ayni1 anda
yiikseltgenmeleri olabildigi diisliniilmektedir. Ancak ortama ikinci toksin olarak
a-amanitin ve falloidinin ilave edilmesi durumunda ortama ilk ilave edilen diger
toksinin varli§ina ragmen yalniz olmalar1 halinde sahip olduklari akim cevabina yakin

cevap vermeleri dikkat ¢ekicidir.

4.3. Biyolojik Sivilarda a-amanitin ve Falloidin Toksinlerinin Elektrokimyasal

Tayini

Biyolojik sivilarda bulunan bilesenler ve zehirli mantarlarda bulunan diger
toksinler varliginda o-amanitin ve falloidin tayini yapabilmek yontemin rutin
uygulanabilir hale gelmesi i¢in 6nem tasimaktadir. Bu nedenle serum ve idrar 6rnekleri
ayri ayri o-amanitin ve falloidin i¢in uygun pH degerindeki fosfat tamponu ile
seyreltilerek sirayla eklenen diger toksinler varliginda akim cevaplarindaki degisim

incelenmistir.

4.3.1. Toksinlerin serumdaki elektrokimyasal davranisi

Serum 6rnegi 10 kat seyreltilmis, sirasiyla a-amanitin, f-amanitin, falloidin ve
fallasidin toksinleri ilave edilerek pH 7,4 ve 3,0 degerlerindeki yiikseltgenme pik akim
cevaplarindaki degisim incelenmistir. Reaksiyon ortaminin pH 7,4 oldugu durumda elde
edilen voltamogramlar ve akim cevaplarindaki degisim sirasi ile Sekil 4.18, Sekil 4.19
ve Cizelge 4.15’te sunulmustur. pH 3,0 oldugu durumda elde edilen veriler ise
Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Cizelge 4.16’da ifade edilmistir.
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1. Asama: Serum

1,2
1
038
2 06
2 04
02
0 — — —
02 0 0.2 04 06 0.8 1
E(V)
= = Fosfat tamponu pH 7.4 Serum
2. Asama: a 4. Asama: a+FI+f
1,2 1,4
1 1,2
038 1
_ _ 08
- = 04
02 0.2
0 0
02 0 0,5 1 0,2 0 0,5 1
E (V) E (V)
3. Asama: a+FI 5. Asama: a+FI+p+FS
1,6
14 14
1,2 1,2
1 1
_ 08 Z 08
Z 06 2 06
~ 04 04
02 02
0 0
020 0,5 1 020 0,5 1
E (V) E (V)

Sekil 4.18. pH 7,4 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde
edilen voltamogramlar (o: a-amanitin, FI: Falloidin, B: B-amanitin, FS: Fallasidin)



64

Akim (nA)
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Sekil 4.19. pH 7,4 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karigimindan elde
edilen akim cevap degisimleri (o: o-amanitin, FI: Falloidin, B: p-amanitin,
FS: Fallasidin)

Cizelge 4.15. pH 7,4 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karigimina ait pik
potansiyelleri ve akim cevaplart (o: a-amanitin, FI: Falloidin, B: p-amanitin,
FS: Fallasidin)

Yiikseltgenme
L Ak A
potansiyeli (V) m (PA)
0,282 0,993 + 0,006
Serum
0,635 1,020 + 0,038
0,272 1,020 + 0,050
(0
0,635 0,944 + 0,036
0,282 0,959 £ 0,071
o+FI
0,614 1,268 + 0,089
0,272 1,041 £ 0,027
a+FI+p
0,614 1,353 £ 0,063
0,282 0,919 + 0,003
o+FI+B+FS
0,614 1,543 £ 0,011

Seyreltilmis serum 6rnegi ile pH 7,4 degerinde yapilan calismalardan elde
edilen veriler amatoksinler i¢cin akim cevabinda belirgin bir farklilagma olmadigini,

buna karsin fallotoksinlerde ayirt edici bir farklilik oldugunu ifade etmektedir.
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1. Asama: Serum
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Sekil 4.20. pH 3,0 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde

edilen voltamogramlar (FI: Falloidin, a: a-amanitin, f: f-amanitin, FS: Fallasidin)



66
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Serum FI Fl+a  Fl+otp Fl+atp+FS

Toksin

Sekil 4.21. pH 3,0 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde
edilen akim cevap degisimleri (FI: Falloidin, o: o-amanitin, B: B-amanitin,
FS: Fallasidin)

Cizelge 4.16. pH 3,0 degerinde serum ortaminda hazirlanan toksin karigimina ait pik
potansiyelleri ve akim cevaplart (FI: Falloidin, a: oa-amanitin, B: [-amanitin,
FS: Fallasidin)

Yiikseltgenme
Lo Ak A
potansiyeli (V) m (HA)
0,423 3,439 + 0,224
Serum
0,806 1,957 +£ 0,086
Fl 0,413 3,954+ 0,120
0,796 2,282 +0,172
0,413 3,159+ 0,013
Fl+a
0,796 1,893 £ 0,182
0,413 3,639+ 0,149
Fl+o+p
0,796 2,082+ 0,165
0,413 3,536 £ 0,287
Fl+a+p+FS
0,786 2,540 £ 0,120

Serum ornekleri pH 3,0 degerinde tampon ile seyreltilerek kullanildiginda her
iki toksin grubu i¢in belirgin bir akim cevap farkliligi elde edilememistir. Her iki pH

degerinde elde edilen veriler serum Orneklerinde a-amanitin ve falloidinin ¢alisilan
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kosullar altinda dogrudan giivenilir bir sekilde elektrokimyasal olarak tayin edilmesinin
miimkiin olmadigin1 gostermistir. Toksinler i¢in segici bir elektrot hazirlamak veya
antikor temelli olmayan diger yontemlerin hemen hepsinde oldugu gibi 6l¢iim 6ncesi bir

ekstraksiyon islemi yapma gerekliligi goriilmiistiir.

4.3.2. Toksinlerin idrardaki elektrokimyasal davranisi

Idrar &rnegi 100 kat seyreltilip, a-amanitin, B-amanitin, falloidin ve fallasidin
toksinleri ilave edilerek pH 7,4 ve 3,0 degerlerindeki akim cevaplarindaki degisim
incelenmistir. Reaksiyon ortaminin pH 7,4 oldugu durumda elde edilen voltamogramlar
ve akim cevaplarindaki degisim siras1 ile Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Cizelge 4.17°de

sunulmustur.
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Sekil 4.22. pH 7,4 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde edilen
voltamogramlar (o: a-amanitin, FI: Falloidin, B: f-amanitin, FS: Fallasidin)
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Ll

o+Fl atFI+B  otFI+B+FS
Toksin

Sekil 4.23. pH 7,4 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde edilen
akim cevap degisimleri (a: a-amanitin, FI: Falloidin, : B-amanitin, FS: Fallasidin)

Cizelge 4.17. pH 7,4 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karistmina ait pik
potansiyelleri ve akim cevaplart (o: o-amanitin, FI: Falloidin, f: p-amanitin,

FS: Fallasidin)
Yiikseltgenme
L Ak A
potansiyeli (V) m (pA)
0,222 5,501 + 0,157
Idrar 0,332 0,119+£0,016
0,594 0,901 £ 0,028
0,242 7,930+ 0,119
o
0,604 0,841 £ 0,070
0,252 3,292 £ 0,275
o+FI
0,574 2,592 + 0,250
0,252 4,070 £ 0,055
a+FI+B
0,574 2,481 +0,114
0,262 3,219 + 0,054
a+FI+B+FS
0,584 3,242 + 0,155

pH 7,4 degerinde fosfat tamponu ile seyreltilmis idrar 6rneklerinde ortama

ilave edilen amatoksin ve fallotoksinler, ortama eklendiklerinde kendi yiikseltgenme
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bolgelerindeki piklerin artigina neden olmuslardir.

Seyreltilmis idrar Orneklerinde, pH 3,0 oldugu durumda toksinlerin akim

cevaplar1 degisimi ile ilgili veriler ise Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.18’de ifade

edilmistir.
1. Asama: Serum
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Sekil 4.24. pH 3,0 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde edilen
voltamogramlar (FI: Falloidin, a: a-amanitin, B: B-amanitin, FS: Fallasidin)
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Sekil 4.25. pH 3,0 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karisimindan elde edilen
akim cevap degisimleri (FI: Falloidin, o: a-amanitin, 3: B-amanitin, FS: Fallasidin)

Cizelge 4.18. pH 3,0 degerinde idrar ortaminda hazirlanan toksin karistmina ait pik
potansiyelleri ve akim cevaplart (FI: Falloidin, o: o-amanitin, fB: p-amanitin,
FS: Fallasidin)

drar 0,504 13,157+ 2,487
0,846 1,162 £ 0,230

0,504 6,701 + 0,725

Fl 0,735 3,492 + 0,353
0,846 0,605 + 0,258

0,504 7,049 + 0,729

Fl+a 0,735 2,869 +£0,314
0,856 0,464 + 0,092

0,504 9,950 + 0,490

Fl+a+p 0,745 1,669 £ 0,076
0,856 0,370 + 0,058

0,504 7,947 £ 0,722

Fl+a+B+FS 0,755 2,257 +£0,122
0,826 0,344 + 0,030
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pH 3,0 degerinde fosfat tamponu ile seyreltilen idrar 6rneginde de pH 7,4
degerindekine benzer bir durumla her iki grup toksin iyeleri de ortama ilave

edildiklerinde varliklar1 seyreltilmemis idrar 6rneklerine oranla daha iyi goriilmiistiir.

4.3.3. Elektrot modifikasyonu ile elektrodun o-amanitine kars1 seciciliginin

arttirillmasi

4.3.3.1. Asit ve baz cozeltileri kullanilarak kalem ucu elektroda o6n islem

uygulanmasi

Kalem ucu elektroda asit ve baz ¢ozeltileri ile uygulanan 6n islemin, elektrodun
seciciligi lizerine etkisi kapsaminda elde edilen voltamogramlar, Sekil 4.26’da sunulan
islem gormemis kalem ucu elektrot ile elde edilen a-amanitine ait voltamogram ile

karsilastirilarak yorumlanmastir.

7E-6
6.5E-6
6L-6
5.5E-6
SE-6
4.5E-6
4E-6

— 3.5E-6
< 3E6
T 25E-6
2E-6
1.5E-6
1E-6

SE-7
-SE-7
-1E-6

0 01 02 03 06 07 08 09

04 05
E (V)

Sekil 4.26. Kalem ucu elektrot ile pH 7,4 degerinde fosfat tamponunda a-amanitine
kars1 elde edilen voltamogram (Kirmizi: Fosfat tamponu, Mavi: a-amanitin)

Siilfiirik asit, fosforik asit, nitrik asit, asetik asit, florosiilfonik asit ve sodyum
hidroksit igerisinde kalem ucu elektrodun donilisimlii voltametri yontemi ile
modifikasyonu sirasinda izlenen elektrokimyasal davraniglar1 ve fosfat tamponu

i¢erisindeki 10®° M a-amanitine kars1 davranislar1 Sekil 4.27 — 4.32’de verilmistir.
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Sekil 4.27. Siilfiirik asit i¢erisinde doniistimlii voltametri ile 6n islem uygulanan kalem
ucu elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

5 M H;PO,4, KUE Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.28. Fosforik asit igerisinde doniisiimlii voltametri ile 6n islem uygulanan kalem
ucu elektrodun davranisi ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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E (V)
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Sekil 4.29. Nitrik asit igerisinde doniisiimlii voltametri ile 6n islem uygulanan kalem
ucu elektrodun davranisi ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

5 M CH;COOH, KUE

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.30. Asetik asit igerisinde doniisiimlii voltametri ile 6n islem uygulanan kalem
ucu elektrodun davranisi ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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1 M HSOzF, KUE

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

0.001
0.0008
0.0006
0.0004
0.0002

0
-0.0002
-0.0004
-0.0006

0-+16V
i(A)

0 02 04 06 08 1
E (V)

12 14 16

1(A)

-1E-6

9E-6
8E-6
TE-6
GE-6
SE-6
4E-6
3E-6
2E-6
1E-6

0

0 01 020304 0506 07 08 09
E (V)

Sekil 4.31. Florosiilfonik asit igerisinde doniisiimlii voltametri ile 6n islem uygulanan
kalem ucu elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

0-+19V

1 M NaOH, KUE

0 02 04 06 08 1
E (V)

12 14 16 18
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Sekil 4.32. Sodyum hidroksit igerisinde doniisiimlii voltametri ile 6n islem uygulanan
kalem ucu elektrodun davranisi ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

Asit ve baz ¢ozeltileriyle 6n islem gormiis kalem uglarinin fosfat tamponu

ortaminda o-amanitin tayinine etkisine bakildiginda doniisiimlii voltametri yontemi

kullanilarak yapilan modifikasyonlarda fosforik asit, asetik asit, florosiilfonik asit ve

sodyum hidroksit ile islem gérmiis kalem ucu elektrotlarda a-amanitin goriilebilirken,

fosforik asit ile yapilan 6n islemde a-amanitine ait akim cevabi kalem ucunda elde

edilen akim cevabina gore biiyiik oranda artmustir.

Kronoamperometrik yontem kullanilarak yapilan kalem ucu modifikasyonu ve

modifiye elektrotlarin 10° M amanitine karsi davraniglari Sekil 4.33-4.37°de

sunulmustur.
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5 M H,80,, KUE
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Sekil 4.33. Siilfiirik asit igerisinde kronoamperometri ile 6n islem uygulanan kalem ucu
elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

5 M H;3PO,, KUE

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.34. Fosforik asit igerisinde kronoamperometri ile 6n islem uygulanan kalem ucu
elektrodun davranisi ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

5 M HNO;, KUE

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.35. Nitrik asit igerisinde kronoamperometri ile 6n islem uygulanan kalem ucu
elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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5 M CH;COOH, KUE Fosfat tamponu (Kirmiz1) — a-amanitin (Mavi
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Sekil 4.36. Asetik asit i¢erisinde kronoamperometri ile 6n islem uygulanan kalem ucu
elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

1 M HSO3F, KUE Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.37. Florosiilfonik asit icerisinde kronoamperometri ile 6n islem uygulanan
kalem ucu elektrodun davranis1 ve a-amanitinin belirlenmesine etkisi

Kronoamperometrik yontem kullanilarak uygulanan ©6n islem sonrasinda
fosforik asit, asetik asit ve florosiilfonik asitle yapilan islem sonrasi a-amanitin

gozlenebilirken fosforik asitte yine akim cevabinda biiylik oranda artis gozlemlenmistir.

4.3.3.2. g-amanitin tayini icin molekiiler baskilanmis polimer sentezi

Molekiiler baskilanmis elektrot ile modifiye kalem ucu elektrotlarla a-amanitin
tayinine yonelik c¢alismalarda elde edilen voltamogramlar Sekil 4.38-4.47’de

sunulmustur.
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,

(0,1 M), a-amanitin (45 uM), Ultra saf su Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.38. Pirol-2-karboksilik asit ile kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,

(0,1 M), a-amanitin (45 M), Ultra saf su Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmig

Sentez -
0.0009 : modifiye elektrot
0.0008 4E-7
0.0007 3T
0.0006 , 2E-7 l
__0.0005 1E-7 “ '
< 0.0004 Z o S S S
0.0003 ZE7
0.0002 ’ 27
0.0001 / _3E-7
0 .
4E-7
0 02 04 06 08 1 12 -SE-7
= E(V) 0 01 0203 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9
en EMV)
5
g Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
— islemi modifiye elektrot
8E-5 ' ' o ‘ ' ' 4E-6
7E-5 ‘
0 3.5E-6 \
5E-5 3E-6 |

i(A)

1E-5 7~ 2.5E-6 [
3E-3 ~ 2E-6 [
2E-5 = [
1E-5 ,,. Z15E6 [
0 - e — . [

IES 156 [

_2E-5 SE-7 /

5E-5 0 S —
-4E-5 SE-T

-5E-5

-04-02 0 02 04 06 08 1 12 0 01 0203 04 05 06 07 08 09
E(V) E(V)

Sekil 4.38 (devam). Pirol-2-karboksilik asit ile kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,
(0,1 M), a-amanitin (45 uM), Pirol (50 mM) Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.39. Pirol-2-karboksilik asit ve pirol varliginda kalem ucu elektrot yiizeyinde
molekiiler baskilanmig polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu
ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,
(0,1 M), a-amanitin (45 uM), Pirol (50 mM)

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.39 (devam). Pirol-2-karboksilik asit ve pirol

varliginda kalem ucu elektrot

yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat
tamponu ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,
(0,1 M), a-amanitin (45 uM), Pirol (50 mM),
ZnS0O, (0.01 M) Ultra saf su

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin
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Sekil 4.40. Pirol-2-karboksilik asit, pirol ve ¢inko varliginda kalem ucu elektrot
yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat
tamponu ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), LiCIO,
(0,1 M), a-amanitin (45 uM), Pirol (50 mM),
ZnS0,4(0.01 M), Na,COs (0,1 M) Ultra saf su

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
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Sekil 4.41. Pirol-2-karboksilik asit, pirol, ¢inko ve sodyum karbonat varliginda kalem
ucu elektrot yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun
fosfat tamponu ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Anilin-2-siilfonik asit (50 mM), H,SO, (0,5 M), . .
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Sekil 4.42. Anilin-2-siilfonik asit ile kalem wucu elektrot yiizeyinde molekiiler
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Anilin-2-siilfonik asit (50 mM), H,SO, (0,5 M), . .
o ( ). 2S04 ( ) Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
a-amanitin (45 uM), Ultra saf su
Sentez Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
0.0055 modifiye elektrot
00045 Y
0.004 24”’
0.0035 3.3E-6 A
. 0.003 3E-6 [
= 00025 . 2.5E6 [
= 0.002 < 2E6 |
0.0015 T 15E-6 ||
0.001 1Eet ‘-
00008 o SE7 VAR
—q——‘__/___ v —
-0.0005 0 —
-0.2:0.1 0 0.1020.30.4050.60.7080.9 1 -SE-7
= E(V) 0 0.1 0203 0.4 05 06 07 0.8 09
N EM™)
=)
3
= Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmig
islemi modifiye elektrot
8E-5 ——————— 2E-6
TE-5 | 1.8E-6
6E-5 1.6E-6
SE-5 i 1.4E-6 [\
4E-5 ; 1.2E-6 [
_ 3ES i . 1E6 [
< 2E-5 < 8E7 ||
= 1E-5 = GE-7 |
0 487 .
-1E-5 wTL |
-2E-5 ol VW _
-3E-5 2E7
-4E-5 4E-7
04 -02 0 02 04 06 08 1 12 0 01 02 03 0.4 05 06 07 0.8 09
EV) EV)

Sekil 4.42 (devam). Anilin-2-siilfonik asit ile kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Anilin-2-siilfonik asit (50 mM), H,SO,4
(0,5 M), a-amanitin (45 pM), Anilin (50 mM), | Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
Ultra saf su
Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmig
Sentez modifiye elektrot
o
: 1L6E-6
0.0011
0.001 14E-6 |
0.0009 1.2E-6
diis =5l |
= O = 8E-7
< 00006 <
= 0.0005 = 6E7 ‘
0.0004 4E-7 A\
0.0003 BT
0.0002 0 [ - —
U‘UUU(]) T = 2E-7 R
348 -~ 7
2 02010 010203040506070809 1 T 0 01 02703 04 05 06 07 08 09
= E (V) E(V)
:Q - — - -
S| Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
a islemi modifiye elektrot
0.00018 4E-7
0.00016 -
0.00014 | 3.5E7 )
0.00012 | 7 /
0.0001 | / |
8E-5 I 2.5E-7 |
6E-5} i 2E-7 |
< 4ES5; 7 W z |
S 2ES5) ~=__2J SLETE | |
. 0} i TOaETE | f
43 I | o AN e
T < e
o 04-02 0 0204 0608 1 12 U 00 02 03 04 05 06 07 08 09
E (V) EM)
Sentez Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
modifiye elektrot
2.6E-6
34E-6
3266
JE-6
1.8E-6 ‘
16E-6
14E-6 |
_12E5
< 1E-6
A o i
__ 4E-7 i\
e 2E'(7] M Te— —
2E-7 .
i
. -0.20.1 0 0.1020.30.4050.60.70.80.9 1 8ET
2, E (V) 0 01 02 03 04 05 0.6 07 0.8 09
o E(v)
5
:2 Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmig
islemi modifiye elektrot
9E-7
0.0002 e
0.00015 P TE-7
0.0001 g~ - 6E7F |
SE-5 /-/_ - — f 5E-7 |
—_ 0 </ . 4E-7
< - < 3E7
= e g = opq \’
-0.0001 e l o .
-0.00015 0 —
-0.0002 -1E-7
-0.00025 “2E-7
204-02 0 0204 0608 1 12 0 02 03 04 05 06 07 08 09
E (V) EW)

Sekil 4.43. Anilin-2-siilfonik asit ve anilin varhiginda kalem ucu elektrot yiizeyinde
molekiiler baskilanmig polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu
ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Anilin-2-siilfonik asit (50 mM), H,SO,4 (0,5 M),
a-amanitin (45 uM), Anilin (50 mM), Ultra saf | Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
SuU
Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
Sentez .
— modifiye elektrot
22E-6
0.0012 e
0.001 1.8E-6
16E6| |
0.0008 1.4E-6
12F-6
;:‘ 0.0006 _1E6 ‘
= 8E-7
0.0004 < s
0.0002 A 4E-7
— — E7} [
0 —— = 0 | T ——
-0.0002 - if;
-6E-7
202010 0.102030405060.7080.9 1 SE7
= E(V) 0 01 02 03 04 05 06 07 0.8 09
on EM)
5
g Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmig
= islemi modifiye elektrot
0.0004 .
0618835 3.5E-6
060025 / 3E6 |
o e
0.0001 E6 |
~ 5Es ~ LSE6 |
< < . |
= -5E-5 = 1E-6 r‘
0.0001 SE-7
0.00015 0 - _—
0.0002 .
0.00035 S -1E-6
0.000 -1.5E-6
0402 0 02 04 0608 1 12 0 01 02030405 06 07 08 0.9
E (V) EMN

Sekil 4.43 (devam). Anilin-2-siilfonik asit ve anilin varliginda kalem ucu elektrot
yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat
tamponu ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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Anilin-2-stilfonik asit (50 mM), H,SO,4
(0,5 M), a-amanitin (45 uM), Anilin (50 mM),
ZnS0O, (0.01 M), Ultra saf su

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

5 dongii

Sentez

0.0014
0.0012

0.001
0.0008
0.0006
0.0004 |
0.0002 ___

1(A)

0 =

-0.0002
02010 0.10203040506070809 1
EWV)

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmig
modifiye elektrot

2.5E-6
2E-6 |
1.5E-6 ‘

1E-6

i(A)

SE-7
0 T

-SE-7

0 01 0203 04 0506 07 08 09
EV)

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma
islemi

0.00025

0.0002

0.00015

0.0001

2 (
I 5B
-0.0001 .
-0.00015 i
-0.0002 ‘
-0.00025

e = _‘,‘?
SE-5 / y
0

-04-02 0 02040608 1 12
E (V)

Kimyasal yontemle template ¢ikarilmisg
modifiye elektrot

1.4E-6
1.2E-6
1E-6
SE-7
6E-7
4E7f [
2E-7 -
ol | e
-2E-7 Ty
4E-7
-6E-7
-8E-7
-1E-6

i(A)

0 01 020304 0506 07 08 09
E)

Sekil 4.44. Anilin-2-siilfonik asit, anilin ve g¢inko varliginda kalem ucu elektrot
yiizeyinde molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat
tamponu ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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o-fenilendiamin (50 mM), H,SO, (0,5 M) . .
o ' ' ' Fosfat tamponu (Kirmiz1) — a-amanitin (Mavi
a-amanitin (45 uM), Ultra saf su ponu ( ) ( )
Sentez Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
0.003] modifiye elektrot
O LIE-6
0.0025 | el o
5 SE-7
0.002} 7E-7 |
| 6E-7 ‘
~ 00015} SE-7
2 z 47
S|
0.0005 | &7 R
-IE-T
0r —— — -2E-7
. . 3E7
-0.0005 | | AE-7
20201 0 01020304 0506070809 1 -SE-7
= E(V) 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
B E (V)
:© . N . N
S|  Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
« islemi modifiye elektrot
0.0001 7 3 _
RE-5 | — -
6E-5 | i 2.5E-7}
4E-3 / 2E-7}
) —_— Al.SE-?: ]
. 2- /\ - < IETH
-4E-5 | S l,-”—ﬁ . \
6E-5 | ] 0 —
-8E-5 ‘ ] -SE-8}
-0.0001 -1E-7 ¢ |
-0.00012 ' |
04 02 0 02 04 06 08 1 12 0 0.1 02 03 04 05 0.6 07 0.8 0.9
E (W) E(V)
Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
Sentez modifiye elektrot
0.0026 1
00024 ]
0.0022| ‘ [
0.002 | ‘ 1256
0.0018 1E-6 |
0.0016/ ]
_ 00014 g SE7| |
0.0012 i
§ 0.001 | = 6E7r |
i — = |
0.0004 | = ] BRI S
0.000%‘ = J ol _—
0.0002 1 “2E-T}
0.0004 - - AE-T7h
. 20201 0 0.1020.3 040506070809 1 :
2, V) -6E-7
o 0 0.1 02 03 04 05 0.6 07 0.8 0.9
_:_g E(V)
" Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
islemi modifiye elektrot
0.00012 7 3
0.0001 | ! SE-7
RE-5 |
6E.5 A 4E-7 |
4E-5 - }' i 3E-7 ‘
2E-5 i I BT
-~ 0l ! -
z aps /g_;_.,/ ] =L
= 4Es| ] = 0 — o
-6E-3 | —-
_8E-5 - -1E-7
-0.0001 -2E-7
-0.00012 :
-0.00014 - 1 -3E-7
-0.00016
0402 0 02 04 06 08 1 1.2 0 0.1 0203 0405 06 07 0.8 09
E) EV)

Sekil 4.45. o-fenilendiamin ile kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler baskilanmis
polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda a-amanitinin
belirlenmesine etkisi
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o-fenilendiamin (50 mM), H,SO, (0,5 M),
a-amanitin (45 uM), Ultra saf su

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

10 dongii

i(A)

Sentez

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmig
modifiye elektrot

1(A)
oS bl NBEom—idkD XN
TEEY PEEOpEnone

R R e e R - - - - -

0 01 0203 04 05 06 07 08 09
EW)

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma

i(A)

islemi

0.00015 |

0.0001

SE-5 ¢

0r

SE-5 |
-0.0001

0.00015 |

-0.0002 |

0.00025 -

04 -02 0 02 04 06 08 1 1.-2
E(V

Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
modifiye elektrot

1.2E-6
1E-6
SE-7}
6E-7| |
4E-7
2E-7
0 e — S
2E-7
-4F-7
-6E-7
-8E-7

i(A)

0 01 0203 04 05 06 07 08 09
EMN)

Sekil 4.45 (devam). o-fenilendiamin ile
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi

kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler
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o-fenilendiamin (50 mM), H,SO, (0,5 M),
a-amanitin (45 uM), Anilin (50 mM),

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

04 02 0 02 04 06 08 1 12
E (V)

Ultra saf su
Sentez Elektrokimyasal yontemle template gikarilmig
modifiye elektrot
oo . odifiye elektro
0.0022 Liker
0.002 e
0.0018 Sr-7 |
0.0016 )
_D.oo14 6E-7
<« 0.0012 . 5E-7
= 0.00] 2 k7
0.0008 = 3E1l |,
0.0006 3E-7 A
00002 Ear S
i g ™
et | 3
i -4E-7
0201 0 0.1 0203 040506070809 1 SE7
= E(V) 0 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09
&0 E (V)
:© . " . -
S| Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis
a islemi modifiye elektrot
0.00012] 3.5E-7
0.0001 - 3E-7 |
gfi 2.5E-7 |
4E-5| 2T
_ ops. _LsETE |
< 0 < 1E-7 ‘n
= 2B TOSER e \
4E-5 ¢ 0 B e
-6E-5 -SE-8
-8E-5 ¢ -1E-7 A
-0.0001
0.00012 ] 13ET
04 02 0 02 04 06 08 1 12 0 01 02 03 04 05 06 0.7 0.8 0.9
E (W) EMV)
Sentez Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
0.0028 modifiye elektrot
b
00022 1.4E-6 :
K s |
0.0016 - 1E-6
; 1 =
< 0. I —_ )
= 0001 g 67
oims e
St = e
0 e 2E7
0.0002 £
0.0004 ] -4E-7
-0.2-010 0.1 020304050607 0809 1 -6E-7
= F(V) 001 02 03 04 05 06 0.7 08 09
& E (V)
0 : - : -
S | Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarma Kimyasal yontemle template ¢ikarilmig
islemi modifiye elektrot
0.00015 | 2357
0.0001 LETL
SE-S SE'?, S
_ ‘ _ SES
2 o 2 -lE7 \
= = -LSET "
-SE-5 ¢ -2E-7
-2.5E-7
-0.0001 - -3E-7
-3.5E-7
-0.00015 ¢/ BT
' -4.5E-7
-0.0002 SE7

0 01 0203040506 070809
EV)

Sekil 4.46. o-fenilendiamin ve anilin varliginda kalem ucu elektrot yiizeyinde molekiiler
baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu ortaminda
a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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o-fenilendiamin (50 mM), H,SO, (0,5 M),
a-amanitin (45 uM), Anilin (50 mM),

Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)

04 -02 0 02 04 06 08 1 12
E (V)

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
E (V)

Ultra saf su
Sentez Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis
oonss| modifiye elektrot
0.0024 - GE-7
oo w7t |
0.0018 4E-7H |
0.0014. SETE
< 0.0012- ~ 2E-7 |
= 0001} T AET7E e
0.0008 | 1 - —
oo | ¥ :
0.0002 Yy ;;
0.0002 1= ] 3E7
0.0004 ¢ ] AE-7
2020170 01020304 0506070809 1 -
= (V) 0 01 02 03 04 0.5 06 0.7 08 09
N E (V)
=)
3
o| Elektrokimyasal yontemle template ¢gikarma | Kimyasal yontemle template ¢ikarilmig modifiye
— . .
islemi elektrot
0.00015/ 3E-7
0.0001 BT
1E-7 -
SE-5 | 0
_ ot _-IE7
< i / . < -2E-7
st -SE-5¢ = 3F7
-0.0001 } -4E-7
-0.00015 -SE-7
! -6E-7
-0.0002 | “TE-7

Sekil 4.46 (devam). o-fenilendiamin ve anilin varliginda kalem ucu elektrot yiizeyinde
molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu

ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi
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o-fenilendiamin (50 mM), H,SO4 (0,5M), a-
amanitin (45 uM), Anilin (50 mM), ZnSO, Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
(0.01 M), Ultra saf su

Elektrokimyasal yontemle template ¢ikarilmis

Sentez o
00038 modifiye elektrot
0.0024 23E7
0.0022  2E7
0.002 ¢ "
0.0018 1E-7
0.0016+ SE-8
~ 00014 0
< 00012/ . 5E%
= 0.001) < BT
0.0008 - = -1.5E-7
g
[ 2L
0.0002 ¢ iy 2]
o0 Em— -3.5E-7
20,0004 -4E-7
0.0004 ] Iy
02501 0 0.10203 040506070809 1 SE-7 :
B (V) 0 01 02 03 04 05 0.6 0.7 0.8 09
= E(V)
5
S| Elektrokimyasal yontemle template ¢gikarma | Kimyasal yontemle template ¢ikarilmis modifiye
o . .
islemi elektrot
0.00014 ¢ ]
0.00012 1.5E-7}
0.0001 | 1 -
8E-5 | /] 1E-7
GE-5 1 SE-8
4E5 | 71 0
23 - 7 | SE-8
< 23 7 ] 2 ET
= AES oSBT
-8E-5 ¢ ] -2E-7
-0.0001 | 25E-7)
st |
-0.00014 | 1
2000016 - __ -35E-7
-0.00018 ] L4E-TH 1
204 02 0 02 04 06 08 1 12 0 01 02 03 (}]:1(\?&5 06 0.7 08 0.9

Sekil 4.47. o-fenilendiamin, anilin ve ¢inko varliginda kalem ucu elektrot yiizeyinde
molekiiler baskilanmis polimer sentezi ve modifiye elektrodun fosfat tamponu
ortaminda a-amanitinin belirlenmesine etkisi

a-amanitin tayini i¢in elektrot modifikasyonu ¢aligmalarinda elektrot yiizeyinde
yapilan modifikasyonlarin verimliligi, fosfat tamponu igerisinde o-amanitin tayini
yapilarak degerlendirilmistir. Ancak, kalem ucu ile elde edien a-amanitine ait akim
cevabi lizerine ¢ikilamadigi gibi bazi gruplarda cevap alinamamistir. Bu nedenle bu
yontem ile de istenilen akim cevabinin elde edilemedigi anlagilmigtir. Bu durumun
sentez sirasinda yapiya alinan o-amanitinin verimli bir sekilde tekrar yapidan
cikarilamamasi veya sentez sonrasi kullanilan modifiye elektrotlarda o-amanitinin
elektrot yiizeyinde ylikseltgenmesi i¢in uygun gruplar1 tasimamasi gibi nedenleri oldugu
diistiniilmektedir. a-amanitinin biiyiik bir molekiil olmasinin yaninda, maliyetli olusu
gibi nedenlerle molekiiler baskilanmis polimer sentezi sirasinda diisiik derisimlerde

reaksiyon ortamina ilave edilmesinin de bu durumu etkiledigi diisiintilmiistiir.
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Pirol ve anilin monomerleri kullanilarak sentezlenen polimerlerde dongii sayisi
arttikca yiizeyde kalinlasan film gozle goriilmiis olsa da polianilin ile modifiye edilmis
elektrotlarin kimyasal template uzaklastirma asamasinda yiizeyden siyrildiklari

gorilmiistiir.

Bu asamaya kadar yapilan elektrot modifikasyon islemlerinde a-amanitin i¢in
istenen duyarlilikta elektrot {liretilememesi nedeniyle a-amanitine oranla daha kiiciik ve
daha ucuz bir template kullanimi gereksinimi dogmustur. Bu nedenle yakin zamanda bir
aragtirma grubunun (Li vd., 2014) a-amanitinin yapisina spesifik olan bir bolgeyi
sentezleyip template olarak kullanmalarindan esinlenilerek tgiincii bir calisma
gerceklestirilmistir. Elektrotlarin molekiiler baskilanmis polimer ile modifikasyonu igin,
a-amanitinin yapisina spesifik olan bir bolge kimyasal yolla sentezlenerek template
olarak kullanilmistir (Li vd., 2014).

4.3.3.3. Molekiiler baskilanmis polimer ile modifive elektrotlarin a-amanitin

tayininde kullanimi

Bu asamada elde edilen sonuglar Sekil 4.48 — 4.57°de sunulmustur.



95

Pirol (50 mM), LiCIO, (1,0 M), T1 (10 mM)

0.4 -02 0 02 04 06 08 1 12
E (V)

Sentez
0.0024
0.0022
0.002
0.0018
0.0016
0.0014
Z 00012 o .
= ool Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
0.0006 i 7E-7
0.0004 7 667, |
0.0002 )
U= SE-7
-0.0002 4E7
0402 0 02 04 06 08 1 12 14 ~
:D:D E (V) = 3E-7
o i i = 2E7
3 Template ¢ikarma islemi 1E-7
~ 0.0003 0 V\‘\m, o
0.00025 AR
0.0002 2E-7
0.00015 010 0.10203 D.4E0(,\5/)O,6 070809 1
Z 0.0001
T SEsS
0
-SE-5
-0.0001}
04 -02 0 02 04 06 08 1 12
E (V)
Sentez
0.0022
0.002
0.0018
0.0016
0.0014
~ 0.0012
< 0.001 . .
- oo = Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
0.0004 7/ $5E-1
0.0002 L3
. -
-0.0002 {;EZ;
= 0402 0 02 04 06 08 1 12 14 3E-7
D E(V) Z 2587
i) - ; = 2E-7
s Template ¢ikarma islemi = LSE7
Ve 1E-7 \
0.00025 SESE
0.0002 SE-8 I -
0.00015 iy
. 0.0001 01 0 0.0 0203 0‘4130(\5/ 0.6 070805 1
<
= SES
0
-SE-S |
-0.0001

Sekil 4.48. T1 ve pirol varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait

voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Pirol (50 mM), LiClO,4 (1,0 M), T1 (10 mM)
Sentez
0.0022]
0.002}
0.0018 |
0.0016
0.0014|
_ 00012} [ A 1 o .
< 0001 L Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
= 0.0008| I/ .
0.0006 } LA\ L}E:g
0.0004 9E-7
0.0002 SE-7 |
i 7E-7
- -0.0002} 1 6E-7
‘B 04-02 0 02 04 06 08 1 12 14 & SET J
g E(V) = BT
= — i
S Template ¢ikarma islemi T {'x
~— 0 ———ree
0.0002 BT —~—
-2E-7
0.00015 2
0.0001 <01 0 010203040506070809 1
E (V)
z B8
= 0
-SE-5
-0.0001
-0.00015
04 02 0 02 04 06 08 1 12
E(V)
Sentez
0.002
0.0018
0.0016
0.0014
0.0012
Z  0.001
= 0.0008 / .. .
0.0006 5 Fosfat tamponu (Kirmiz1) — a-amanitin (Mavi)
0.0004 I 7 SE-7
0.0002 4.5E-7
ol 41;-;
-0.0002} et ‘
3 0402 0 02 04 06 08 1 12 14 -
% EV) _ |
:0 - : < 15E7
o Template ¢ikarma islemi = B
ha 0.00018 5]:_3 ﬁ.h
| Te———
-SE-8 em——
'lE'? VAR
-1.5E-7
_ 201 0 010203040506070809 1
2 E (V)
-0.00011
04 02 0 02 04 06 08 1 12
EV

Sekil 4.48 (devam). T1 ve pirol varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait
voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Pirol (50 mM), LiClO4 (1,0 M), T2 (10 mM)
Sentez
0.004
0.0035
0.003
0.0025
2 0.002 . .
< h001s Fosfat tamponu (Kirmizi) — a-amanitin (Mavi)
0.0005 - aak |
ol = AE-7 ‘
—_— 3.5F-7
3E-7
= 04-02 0 02 04 06 08 1 12 14 = 23E7
) E (V) < TIET
£ g
iS Template ¢ikarma islemi SE8 VK
[\ 0.0005 0 —
0.00045 ) ?k% T
0.0004 T o
0.00035 ";25:3
0.0003 010 010203040506070809 1
0.00025 E(V)
—~  0.0002
< 0.00015
= 0.0001
SE-5
SE-5| e
-0.0001 =
-0.00015
04 -02 0 02 04 06 08 1 12
E (V)
Sentez
0.0035
0.003
0.0025
~  0.002
< 00015 \
- '0001 L Fosfat tamponu (Kirmizi1) — a-amanitin (Mavi)
) - 45E-7
0.0005 4E-7
0 3.5E-7 ‘
3E-7
-0.0005
=] 04-02 0 02 04 06 08 1 12 14 2.5E7
gﬁ E(V) = 2E7
0 ; ; = 1L5E-7
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Sekil 4.49. T2 ve pirol varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait
voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Sekil 4.49 (devam). T2 ve pirol varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait
voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi

Sekil 4.48 ve 4.49°da sunulan voltamogramlar dikkate alindiginda her iki grupta
hazirlanan elektrotlarin 0,05 M derisimindeki fosfat tamponu (pH 7,4) ortaminda



99

a-amanitine karst duyarli olmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle serum ve idrar

ortaminda bu grupta hazirlanan elektrotlar denenmemistir.

Anilin (50 mM), H,SO, (0,5 M), T1 (10 mM)
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Sekil 4.50. T1 ve anilin varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait

voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Anilin (50 mM), H,SO,4 (0,5 M), T1 (10 mM)
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Sekil 4.50 (devam). T1 ve anilin varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait
voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Anilin (50 mM), H,SO, (0,5 M), T2 (10 mM)
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Sekil 4.51. T2 ve anilin varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait
voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Anilin (50 mM), H,SO, (0,5 M), T2 (10 mM)
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Sekil 4.51 (devam). T2 ve anilin varliginda modifiye edilen kalem ucu elektrotlara ait

voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi

Sekil 4.50 ve 4.51°de sunulan voltamogramlar degerlendirildiginde anilin

varhiginda template kullanilarak yapilan elektrot modifikasyon islemlerinin a-amanitin

tayini i¢in anlamli olmadig1 goriilmiis ve bu elektrotlarla da serum veya idrar ortaminda

denemeler yapilmamugtir.
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), a-amanitin idrar
H3PO, (1,0 M), T1 (10 mM)
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Sekil 4.52. T1 ve pirol-2-karboksilik asit varliginda modifiye edilen kalem ucu
elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi

Pirol-2-karboksilik asit (50 mM),
4-vinil piridin (50 mM), a-amanitin Idrar
HsPO, (1,0 M), T1 (10 mM)
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Sekil 4.53. T1, pirol-2-karboksilik asit ve 4-vinil piridin varliginda modifiye edilen
kalem ucu elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50mM),
4-vinil piridin (50 mM), a-amanitin idrar
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Sekil 4.54. T1, pirol-2-karboksilik asit, 4-vinil piridin ve ¢inko varliginda modifiye
edilen kalem ucu elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi

Pirol-2-karboksilik asit (50 mM), a-amanitin idrar
H3PO4 (1,0 M), T2 (10 mM)
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Sekil 4.55. T2 ve pirol-2-karboksilik asit varliginda modifiye edilen kalem ucu
elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Pirol-2-karboksilik asit (50 mM),
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KUE (Kirmizi) —Modifiye

Sentez . elektrot (Mavi)
0.0008 T SR
0.0007 3E-
0.0006 4-%
0.0005 3.
< 0.0004 o ‘ég_%
= Qo0 KUE (Kirmizi) fM_OdIfIye 11
ool elektrot (Mavi) Sl
00001 (;_();:(;0,8 1121416182 ZEQ . -0.100.10203040.3060.70.800 |
ED E (V) e E(V)
. — 4E-6 ! !
ES < 3k Serum
vy T O2E-6 1 —
. . 1E-6 KUE (Kirmuzi1) —Modifiye
Template ¢ikarma islemi o — | elektrot (Mavi)

0.00014 -1E-6
-0.10 0.102030.40.50.60.70.80.9 1 2,
0.0001 E(V) l

|

-6

i(A)
ST
mmm
(=R RV )
1(A)
o«;—u Lo v

i
?0

-04-02 0 02040608 1 1.2
E (V) 100.1020.30.40.50.60.70.80.9 1
E(V)

Sekil 4.56. T2, pirol-2-karboksilik asit ve 4-vinil piridin varliginda modifiye edilen
kalem ucu elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Sekil 4.57. T2, pirol-2-karboksilik asit, 4-vinil piridin ve ¢inko varliginda modifiye
edilen kalem ucu elektrotlara ait voltamogramlar ve a-amanitinin tayinine etkisi
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Sentezlenen template elektroaktif 6zellikte olup, elektrokimyasal yontemlerle
molekiiler baskilanmis polimer sentez asamasinda kullanilmistir. Calismanin bu
asamasina kadar yapilan {i¢ farkli elektrot modifikasyon islemleri ile biyolojik sivilarda
a-amanitin tayini yapilabilmesi i¢in istenilen segcicilik ve duyarlilikta sonuglar elde

edilememistir.

Bu sonuglar dikkate alindiginda o-amanitin tayini i¢in Oncelikle biyolojik

stvilardan ekstrakte edilip sonrasinda elektrokimyasal tayini yapilmasi hedeflenmistir.

4.3.4. Biyolojik sivilardan toksin ekstraksiyonu amaciyla kati faz ekstraksiyon

kolonu i¢in yontem optimizasyonu

Metanol ve kloroformun ayri ayri mobil faz olarak kullanildigi, a-amanitin,
falloidin ve irik asidin silika jel ince tabakalarda yiiriitiildiikten sonra 254 nm’deki

goriintilisti Sekil 4.58’de sunulmustur.

Mobil faz: Metanol Mobil faz: Kloroform

Sekil 4.58. o-amanitin, falloidin ve iirik asidin ITK sonuglari (A: a-amanitin,
F: Falloidin, U: Urik asit)

Eldeki ince tabaka goriintileri incelendiginde mobil faz olarak metanol
kullanildiginda toksinlerin baslangi¢ noktasindan hareket ettigi gézlenirken iirik asidin
baslangic noktasinda kaldigi, kloroform kullanildiginda ise her {ic maddenin de

baslangi¢ noktasinda kaldigi goriilmiistiir.
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Analiz Oncesi biyolojik sivilardan a-amanitin ve falloidin ekstraksiyonu igin
manual (Maurer vd., 1997 ) ve ticari/tek kullanimlik kat1 faz ekstraksiyon kolonunun
(Tagliaro vd., 1991, Zhou vd., 2011, Yoshioka vd., 2014, Gonmori vd., 2012, Tomkova
vd., 2015, Leite vd., 2013) tercih edildigi ¢alismalar litertiirde bulunmaktadir. Bu
caligmalar incelendiginde, ticari kati faz ekstraksiyon kolonlarmin geri doniisim
oraninin klasik ekstraksiyon yontemlerine gore daha yiiksek ve daha stabil oldugu
goriilmistiir. Literatiirdeki veriler dikkate alinarak segilen hidrofilik-lipofilik dengeli bir
kat1 faz ekstraksiyon kolonu olan Oasis HLB kolonu edinilmis, serum ve idrar igin
gerek markanin 6nerdigi gerekse de literatiirde kullanilan protokoller dikkate alinarak
bir yontem optimizasyonu gerceklestirilmistir. Serum i¢in 8, idrar i¢in 15 farkli protokol
oncelikli olarak girisime neden olan bilesenlerin etkisinden kurtulmak i¢in denenmistir.
DPV yontemi kullanilarak kolondan gegirilen ¢ozeltilerin davranislari incelenmis ve her
iki toksinin de yiikseltgenme bolgelerinde pik olup olmadigr incelenmistir. Daha sonra

secilen protokoller biyolojik sivilara toksin ilave edilerek tekrarlanmistir.

4.3.4.1. Serumdan toksin ekstraksivonu icin uygun yontemin secilmesi

Fosfat tamponu (pH 7,4) ile 5 kat seyreltilmis seruma ait diferansiyel puls
voltamogrami Sekil 4.59°da, kat1 faz ekstraktraksiyonu amaci ile uygulanan farkli
protokoller ile elde edilen ¢ozeltilerin diferansiyel puls voltametrisi sonuglari ise
Sekil 4.61°de sunulmustur. Voltamogram incelendiginde elektroaktif bilesenlere ait
piklerin akim cevabinin diisiik oldugu goriilmektedir ancak ortamda elektroaktif
olmayan bilelsenlerin de girisim etkisine neden olarak toksinlere ait cevaplari

maskeledigi 6nceki calismalardan elde edilen sonuglarda goriilmiistiir.
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Sekil 4.59. Seruma ait diferansiyel puls voltamogrami (Fosfat tamponu: Kirmizi,
Serum: Mavi)

Serum i¢in uygulanan kati faz ekstraksiyon protokollerinden elde edilen

¢ozeltilerin ince tabaka goriintiileri Sekil 4.60°ta sunulmustur.

Protokol no: S1 Protokol no: S2 Protokol no: S3 Protokol no: S4

Protokol no: S5 Protokol no: S6 Protokol no: S7 Protokol no: S8

Sekil 4.60. Seruma ait kat1 faz ekstraksiyon kolonundan gecirilmis ¢ozeltilerin ITK
gorlntiileri (Tim ince tabakalarda soldan saga; ornek, yikama c¢ozeltisi/¢ozeltileri,
ekstrakt)
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Sekil 4.61. Serum oOrneklerinin ekstraksiyon sivilarina ait diferansiyel puls

voltamogramlar1 (Fosfat tamponu: Kirmizi, Kolondan gegirilmis ¢ozelti: Mavi)
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Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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Sekil 4.61 (devam). Serum orneklerinin ekstraksiyon sivilarina ait diferansiyel puls
voltamogramlari (Fosfat tamponu: Kirmizi, Kolondan gegirilmis ¢6zelti: Mavi)

Elde edilen voltamogramlar incelendiginde uygulanan protokollerden S1, S2,

S5, S6, S8 numarali olanlarda a-amanitinin yiikseltme bdlgesinde bulunan pikin

kayboldugu goriilmektedir (Sekil 4.61). Falloidinin serumdan ekstraksiyonu igin ise S1

ve S5 kodlu protokollerin uygun oldugu anlasilmistir. Bu nedenle digerleri ile

kiyaslandiginda kullanilmasi daha uygun olan bu protokoller seruma o-amanitin ve

falloidin eklenerek tekrarlanmistir. Serum Orneklerinden toksin ekstraksiyonu sirasinda

kolondan gecirilen ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen voltamogramlar Sekil 4.62°de ve

bu voltamogramlardaki toksinlere ait ortalama akim cevaplart ile standart sapma

degerleri Cizelge 4.19’da sunulmustur.
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Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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Sekil 4.62. o-amanitin ve falloidin ilave edilen serum Orneklerinin ekstraksiyon
stvilarma ait diferansiyel puls voltamogramlar1 (Serum: Kirmizi, Toksin igeren serum:
Mavi)
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Cizelge 4.19. Serum orneklerine ilave edilen a-amanitin ve falloidin toksinlerinin farkli
protokoller ile kat1 faz ekstraksiyonu sonucunda elde edilen akim cevaplari

Protokol No Toksin Akim (pA)
S1 a-amanitin 0,942 + 0,122
S2 a-amanitin 0,012 + 0,000
S5 a-amanitin 0,785 £ 0,140
S6 a-amanitin 1,041 £ 0,165
S8 a-amanitin 0,017 £0,003
S1 Falloidin 1,521 £0,109
S5 Falloidin 2,834 + 0,300

4.3.4.2. idrardan toksin ekstraksivonu icin uygun yontemin secilmesi

Fosfat tamponu (pH 7,4) ile 5 kat seyreltilmis idrara ait diferansiyel puls
voltamogrami Sekil 4.63’te, kat1 faz ekstraktraksiyonu amaci ile uygulanan farkli
protokoller ile elde edilen c¢ozeltilerin diferansiyel puls voltametrisi sonuclar1 ise

Sekil 4.65°te sunulmustur.

4.5E-3
4E-3
3.5E-5
3E-5
__25E-3
< 2E5
1.5E-5
1E-5
S5E-6

0 ) — -

0o 01 02 03 04 05 06 07 08 09
E (V)

Sekil 4.63. Idrara ait diferansiyel puls voltamogrami (Fosfat tamponu: Kirmizi,
Idrar: Mavi)
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Idrarin  kati faz ekstraksiyon kolonundan gecirilmesinde uygulanan
protokollerden elde edilen c¢ozeltilerin ince tabaka goriintiileri Sekil 4.64’te

sunulmustur.

Protokol no: 11 Protokol no: 12 Protokol no: I3 | Protokol no: 4 Protokol no: 15

Protokol no: 16 Protokol no: 17 Protokol no: 18 Protokol no: 19

Protokol no: 110 Protokol no: 111

Sekil 4.64. Idrara ait kat1 faz ekstraksiyon kolonundan gegirilmis ¢ozeltilerin ITK
goriintlileri (Tim ince tabakalarda soldan saga; Ornek, yikama c¢ozeltisi/¢ozeltileri,
ekstrakt)
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Sekil 4.65. Idrar 6rneklerinin

ekstraksiyon sivilarma ait diferansiyel
voltamogramlari (Fosfat tamponu: Kirmizi, Kolondan gecirilmis ¢ozelti: Mavi)

puls
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Protokol |Idrar kolondan gegirildikten | Yikama ¢6zeltisi kolondan Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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Sekil 4.65 (devam). Idrar &rneklerinin ekstraksiyon sivilarina ait diferansiyel puls
voltamogramlar1 (Fosfat tamponu: Kirmizi, Kolondan gecirilmis ¢ozelti: Mavi)
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Protokol |Idrar kolondan gegirildikten | Yikama ¢ozeltisi kolondan Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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Sekil 4.65 (devam). Idrar &rneklerinin ekstraksiyon sivilarina ait diferansiyel puls
voltamogramlar1 (Fosfat tamponu: Kirmizi, Kolondan gecirilmis ¢ozelti: Mavi)

Sekil 4.65°te sunulan verilerin incelenmesi ile idrardan toksin ekstraksiyonu
amactyla uygulanan 15 farkli protokolden I8, 19 ve 110 numarali olanlarda a-amanitinin
yiikseltme bolgesinde bulunan pikin kayboldugu goriilmektedir. Falloidin ekstraksiyonu
i¢in ise 112 kodlu protokol kullamlmistir. Digerlerine oranla daha uygun oldugu
diisiiniilen protokoller idrara a-amanitin ve falloidin eklenerek tekrarlanmistir. Elde
edilen voltamogramlar Sekil 4.66’da ve bu voltamogramlarda toksinlere ait ortalma

akim cevaplari ile standart sapma degerleri Cizelge 4.20°de sunulmustur.
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; e Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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Sekil 4.66. o-amanitin ve falloidin ilave edilen idrar Orneklerinin ekstraksiyon
protokollerinin diferansiyel puls voltamogramlar1 (Idrar: Kirmizi, Toksin igeren idrar:
Mavi)
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Cizelge 4.20. Idrar 6rneklerine ilave edilen a-amanitin ve falloidin toksinlerinin farkli
protokoller ile kati faz ekstraksiyonu sonucunda elde edilen akim cevaplari

Protokol No Toksin Akim (pA)
i8 a-amanitin -
9 a-amanitin 0,721 + 0,026
110 a-amanitin 0,631+0,127
12 Falloidin 1,212+ 0,038

Kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 ile 1 ml biyolojik sivi hacminde calisilmis olup
serum ve idrar Orneklerine son derisimi 5x10° M (o-amanitin; 45,95 pg/ml, falloidin;
39,45 ng/ml) olacak sekilde ayr1 ayri toksin ilave edilmistir. Elektrokimyasal hiicrede
calisma hacminin 5 ml olmasi nedeniyle ekstraktlar DPV yontemi kullanilarak
incelenmeleri sirasinda 5 kez toksine uygun pH degerindeki fosfat tamponu ile
seyreltilmistir. Toksinlerin biyolojik sivilardan ayristirilarak tayinine iliskin S1 ve S6
protokoliine ait akim cevaplar1 incelendiginde o-amanitinin yaklagik olarak %12
oraninda tespit edildigi gorilmiistir. Bu protokoller a-amanitin icermeyen serum
orneklerine uygulandiginda o-amanitinin yiikseltgendigi bdlgede bir pik olmadig

goriilmektedir.

Idrardan a-amanitin ekstraksiyonu sirasinda I8 protokoliinden elde edilen
veriler incelendiginde toksinin 3. yikama asamasinda kayboldugu goriilmiistiir. Bu
kolonlarda ekstraksiyon amach kullanilan metanoliin yikama ¢ozeltisinde de
bulunmasinin  toksinin erken asamada kolondan ¢ikmasina neden oldugu
diisiiniilmiistiir. Idrardan o-amanitin ekstraksiyon veriminin DPV yontemi ile tayin
edildiginde yaklasik %8 civarinda oldugu goriilmiistiir. Falloidinin biyolojik sivilardan
ekstraksiyon veriminin ise yaklasik olarak serumda % 55, idrarda % 23 oldugu

gorilmiistir.

Oasis HLB tip kolonun c¢alisilan her iki toksinin biyolojik sivilardan
ekstraksiyonu amaciyla kullaniminda, DPV yontemi ile elde edilen veriler

incelendiginde akim cevaplarinda diisiis olsa da elektroaktif bilesiklerin girisim etkisini
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engelledigi goriilmiistiir. Biyolojik sivilarin ekstraksiyon sonrasina kadar seyreltilmeden
kullanilip elektroaktif bilesenlerin Ol¢lim sonrasinda goriilmemesi biiyiik avantaj
saglamistir. Biyolojik sivilardan her iki toksinin ekstraksiyonu i¢in se¢ilen protokollerin
uygulanmasindan elde edilen ekstraktlar aym1 anda HPLC ile de analiz edilmis ve
ekstraksiyon protokoliiniin falloidinin idrar ve serumdan ekstraksiyonu i¢in tam verimli,
a-amanitinin serumdan ekstraksiyonu i¢in %90, idrardan ekstraksiyonu i¢in ise yaklagik
%38 verimle c¢alistigi gorilmiistir. Bu sonuglar o-amanitin  ve falloidin
ekstraksiyonunun  bahsedilen  protokollerin  uygulanmasi ile yiiksek oranda
gerceklestigini gostermistir. DPV yontemi kullanilarak toksin tayininde girisim etkisi
kismen giderilmis ve bu bilesiklerin elektroaktif tiirler oldugu diisiiniilmistir. Bu
nedenle kullanilan protokollere gelecekte ilave bir ekstraksiyon asamasi eklenmesi
diisiiniilmektedir. Bu asamada secilen kati faz ekstraksiyon kolonu kisa siirede
kullanim, kullanim kolayligi, kuruma ve mobil faz akis hizindan etkilenmeme, oda
kosullarinda ¢alisilabilme, uzun siire stabil olarak saklanabilme ve manual olarak
kullanilabilme gibi avantajlar saglamistir. Bu avantajlarin yaninda maskeleme etkisi
oldukca yiiksek olan tirik asit gibi serum ve idrar bileseni olan bir bilesigin herhangi bir

seyreltme yapilmaksizin girisim etkisinden kurtulabilinmesi biiylik 6nem tasimaktadir.

Bu is paketindeki g¢alismalar kapsaminda serum ve idrar Orneklerinden

a-amanitin ve falloidin i¢in protokoller gelistirilmistir.

4.4. Elektrokimyasal Yontemin HPLC ve ELISA Yontemleri ile Karsilastirilmasi

Elektrokimyasal yontem ile elde edilen sonuclar, genellikle bu toksinlerin tayini
icin tercih edilen HPLC ve ELISA yontemleri kullanilarak elde edilen sonuglar ile
karsilastirilabilmesi amaci ile kullanilmistir. Bu amagla her iki yontem ile standart
¢oOzeltiler ile serum ve idrar Orneklerine ilave edilen a-amanitin ve falloidin toksinleri

icin elde edilen cevaplar degerlendirilmistir.

Belirtilen HPLC kosullarinda a-amanitin i¢in elde edilen pik alanlar1 ve bu
degerler ile elde edilen kalibrasyon grafigi sirasi ile Cizelge 4.21 ve Sekil 4.67°de
sunulmustur. Ayni bilgiler falloidin i¢in Cizelge 4.22 ve Sekil 4.68’de ifade edilmistir.
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Cizelge 4.21. Farkli a-amanitin derisimleri i¢in HPLC kosullarinda elde edilen pik alan
degerleri

a-amanitin (png/ml) Pik alanm
0,05 5042
0,125 5233
0,25 4801
0,5 9820
2,5 42988
5 77164
10 154115
25 419090
50 877219
1050000
900000 y =17.412,177x - 3.473,409
R?=0,999
750000
5 600000
;: 450000
& 300000
150000
0
-150000 20 40 60

o-amanitin (ng/ml)

Sekil 4.67. Farkli a-amanitin derisimleri icin HPLC kosullarinda elde edilen kalibrasyon
grafigi



Cizelge 4.22. Farkli falloidin derisimleri i¢in HPLC kosullarinda elde edilen pik alan

degerleri
Falloidin (ng/ml) Pik alan1
0,05 1412
0,125 2763
0,25 4166
0,5 8496
2,5 38860
5 72284
10 148154
25 356106
50 726699
75 1077473
1200000
y =14.385,49114x + 1.353,66554
1000000 R> =0,99993
5 800000
2 600000
& 400000
200000
0
0 20 40 60 80
Falloidin (ng/ml)

Sekil 4.68. Farkl falloidin derisimleri i¢in HPLC kosullarinda elde edilen kalibrasyon
grafigi

Kalibrasyon grafikleri elde edildikten sonra a-amanitin ve falloidinin birbirine
maskeleme/girisim etkisi olup olmadigi konusu arastirilmistir. Bu toksinler zehirli
mantarlarda birlikte bulunabildikleri i¢in girisim etkisi 6zel 6neme sahiptir. Bu amagla
10 pg/ml derisimde o-amanitin ve falloidin yalniz baslarma ve 1:1 (v/V) oraninda
karigtirilarak HPLC kosullarinda aragtirilmistir. a-amanitin miktar1 302 nm’de, falloidin

miktar1 ise 291 nm’de belirlenmistir. Her ikisini igeren karigim hem 291 hem de
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302 nm’de HPLC yontemi ile incelenmis ve bu yolla bir girisim/maskeleme olup

olmadig1 sorgulanmistir. a-amanitin (10 pg/ml) ile 302 nm’de 157539 pik alan degeri

elde edilirken, 10 ug/ml falloidin ile 164629 pik alan degeri belirlenmistir. Diger

taraftan 10 pg/ml derisimde a-amanitin ve falloidinin 1:1 (v/v) oraninda karistirtlmasi

sonucunda elde edilen pik alan degerleri Cizelge 4.23’te ifade edilmistir.

Cizelge 4.23. a-amanitin ve falloidinin (10 pg/ml) 1:1 (v/v) oraninda karistirilmasi

sonucunda elde edilen pik alan degerleri

291 nm 302 nm
a-amanitin 66860 76894
Falloidin 72662 56707

HPLC ile gergeklestirilen tigiincii ¢alisma, 25 pg/ml derisimde a-amanitin ve

falloidinin serum ve idrar Orneklerine ilave edildikten sonra farkli ekstraksiyon

protokolleri uygulanarak HPLC ile miktar tayini yapilmasidir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.24 ve 4.25’te ifade edilmistir.

Cizelge 4.24. HPLC kosullarinda a-amanitinin kati faz ekstraksiyon verimi

Verim (%)
Serum + a-amanitin (25 pg/ml) (S1) 89,7
Idrar + a-amanitin (25 pg/ml) (19) 35,5
Idrar + a-amanitin (25 pg/ml) (110) 37,9

Cizelge 4.25. HPLC kosullarinda falloidinin kati faz ekstraksiyon verimi

Verim (%)
Serum+ Falloidin (25 pg/ml) (S1) 105,3
Serum + Falloidin (25 pg/ml) (S5) 102,5
Idrar + Falloidin (25 pg/ml) (112) 104,2

a-amanitinin ticari ELISA kit ile belirlenmesi i¢in tretici tarafindan Onerilen

protokol izlenmesine karsin anlamli ve tutarli bir sonug elde edilememistir. Sekil

ELISA kitinde

4.69’daki, gorselden de anlasilacagi iizere

beklenen farkli



123

o-amanitin  derisimine bagli renk degisimi gozlenememistir. Kitin  verimli
calismamasinin bir sonucu olarak ELISA kiti ile a-amanitin igin tutarli ve gecerli bir
kalibrasyon grafigi elde edilememistir (Sekil 4.70). o-amanitin iceren ve igermeyen

biyolojik sivilar kullanilarak elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.26’da

sunulmustur.

Sekil 4.69. Farkli a-amanitin derisimleri ve gergek ornekler ile galisilan ELISA Kiti
petrisi

Absorbans
O 0O 0O R Rk P BK
MMM MO N DO
2 2

2 2

2 2
2 2
2 2
2 2

o
o

0 20 40 60 80
a-amanitin (ng/ml)

Sekil 4.70. Farkli a-amanitin derisimleri i¢in ELISA kiti ile elde edilen absorbans

degerleri
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Cizelge 4.26. Amanitin ELISA kit kullanilarak biyolojik sivilardan elde edilen
absorbans degerleri

Deney grubu ADS. 450 nm
- 1,422 +£0,037
Serum 8ng/ml a-amanitin 1,511 £ 0,684
32ng/ml a-amanitin 1,907 £ 0,188
- 0,616 £ 0,086
Idrar 8ng/ml a-amanitin 0,688 + 0,042
32ng/ml a-amanitin 0,683 + 0,055

Duyarli olmas1 ve segiciligi nedeniyle literatiirde a-amanitin ve falloidin tayini

amaciyla kullanilan yontemler HPLC ve ELISA yontemleridir. Cesitli kaynaklardan

edinilen bilgiler 1s1g1nda Cizelge 4.27°de bazi veriler sunulmustur.

Cizelge 4.27.

a-amanitin ve falloidin toksinlerinin tayini i¢in HPLC ve ELISA
yontemleri kullanilan bazi ¢aligmalar

" Belirleme Dogrusal
Analit Ornek s aralik Yontem Kaynak
Limiti (ng/ml)
(ng/ml)
[drar,
aveB- | oorim, Mide 10 20-500 HPLC Jehl vd.,
amanitin .
1g:er1g1
a-amanitin Plazma 2 3-200 HPLC Tagliaro vd.,
. Enjalbert
o-amanitin Mantar 10 1-100 HPLC vd., 1992
_ Plazma,
ove _[3_- Idrar, Mide 5 i HPLC Jaeger vd.,
amanitin s1ivisi, feces,
doku
. . Defendenti
o-amanitin Idrar 10 10 — 200 HPLC vd., 1998
a-amanitin Serum 6 20-500 HPLC Zhou vd.,
a-amanitin Idrar 0,22 - ELISA Anonymous,
.. . - Gomolka
Amanitinler | Serum, idrar 2-10 ELISA vd., 2011
B 1,9
o, pvey Mantar 2,1 - ELISA He vd., 2016
amanitin 58
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Biyolojik sivilardan ekstraksiyon sonrast HPLC ile a-amanitin ve falloidin tayini
yapilan ¢alismalarda diislik tayin limitleri elde edilmesi ve bu calismada elde edilen
kalibrasyon grafikleri gibi veriler bu yontemin bahsedilen toksinlerin tayininde
kullaniminda oldukg¢a giivenilir veriler sundugunu kanitlar niteliktedir. Ancak hastane
acil servis polikliniklerinde kisa siirede toksin tayini yapilmasi ihtiyaci oldugunda
biyolojik sivilardan 6n ekstraksiyon gereksinimi, cihaza ulagim, tecriibeli personel
gereksinimi, mobil faz ¢ozelti hazirlig siiresi, kolonun sartlanma siiresi, tayin siiresi
gibi dezavantajlar bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Amanita phalloides ve benzer tiirlerin
a-amanitin ve falloidin toksinlerinin her ikisini de bulundurmasi durumu
diisiiniildiiginde bu ¢alismada da karsilasilan toksinlerin birbirleri {izerine girigim etkisi
yaratma sorunu bulunmaktadir. Elektrokimyasal yontemler i¢in de gecgerli olan bu
durum HPLC ile zehirli mantar 6rnekleri, idrar ve serumdan toksin ekstraksiyonu i¢in

asilmasi gereken bir problemdir.

Ticari olarak edinilen ve segiciligi acisindan tercih edilen ayn1 zamanda da ¢ok
diigiik derisimlerde tayin imkani saglayan ELISA temelli a-amanitin tayin kitlerinin
kullanma kilavuzlarinda sadece arastirma amagh kullanilmas1 gerektigi sdylenmektedir.
Ayrica fallotoksinlerle herhangi bir etkilesim goriilmedigi %100 oraninda a-amanitin ile
%90 oraninda y-amanitine ait miktar bilgisi verebildigi bu kilavuzlarda ifade
edilmektedir. Bu kitlerin maliyetli olusu, raf dmriinlin kisa olusu, uygulama stireleri,
ekstra cihaz ihtiyaci, kit igerisindeki bazi ¢dziiclilerin 151k hassasiyeti, kullanici
hatalarindan ve cevresel kosullardan kolayca etkilenmeleri gibi dezavantajlar1 vardir.
Bu calisma kapsaminda oa-amanitin tayini i¢in bir ELISA kiti denenmis olup, kitin
secicilik, hassasiyet, tekrarlanabilirlik problemi oldugu ve yanlis pozitif sonuglar verdigi
saptanmistir. Calismada kullanilan a-amanitin ELISA tayin Kiti ile elde edilen veriler
sonucunda;

- Kit igerisinde bulunan o-amanitin standart ¢ozeltisi kullanilarak kullanma
kilavuzunda onerilen derisimler ile bir kalibrasyon grafigi hazirlanilmaya calisiimis
ancak derisime bagh artan absorbans degerleri elde edilememistir.

- Toksin ilave edilen ve edilmeyen biyolojik sivilarda yakin absorbans degerleri
elde edilmistir. Bu veriler 1s181nda kitin yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuclar verdigi

gorilmiistiir.
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- Farkli toksin derisimlerinde elde edilen benzer absorbans degerleri ise
orneklerde bulunan toksin miktarinin yanlis tayinine ya da ortamda bulunan toksinin

gbdzden kagirilmasina sebep olabildigi anlasilmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada bazi makrofunguslarda bulunan letal etkiye sahip a-amanitin ve
falloidin toksinlerinin biyolojik sivilardan elektrokimyasal yontemler kullanilarak tayini

amaglanmistir. Calisma 4 ana is paketi kapsaminda gergeklestirilmistir.

Birinci is paketinde a-amanitin ve falloidin toksinlerinin doniisiimlii voltametri
(DV) yontemi ile elektrokimyasal olarak dogrudan tayin edilebilirligi arastirilmig ve her
iki toksinin de elektroaktif 6zellikte oldugu belirlenmistir. Ayn1 is paketi kapsaminda,
a-amanitin ve falloidin toksinlerinin tayininde etkin olarak kullanilabilecek elektrot
sistemini sec¢ebilmek icin, toksinlerin 4 farkli elektrot sistemindeki akim cevabi
karsilastirilmistir. Elde edilen voltamogramlar incelendiginde her iki toksinin de
calisma elektrodu olarak kalem ucu elektrot (KUE) kullanilan elektrot sisteminde en iy1
akim cevabi verdigi ve elektrot yiizeyinde gerceklesen tepkimenin tersinmez ozellikte
oldugu goriilmiistiir. En yiiksek akim cevabinin KUE ile elde edilmesi; tek kullanimlik,
on hazirlik gerektirmeyen ve ucuz bir elektrot kullanabilme avantajlarini saglamistir. Bu
verilerden yola ¢ikarak calismanin diger asamalarinda ¢alisma elektrodu olarak KUE

kullanilmistir.

Ikinci is paketi kapsaminda biyolojik sivilarda girisim yapma ihtimali bulunan
bazi1 elektroaktif bilesiklerin farkli pH degerlerindeki fosfat tamponu ortaminda,
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi kullanilarak davranislari arastirilmistir.
Serum, idrar ve mantar Orneklerinde bulunan/bulunabilecek baz1 elektroaktif
bilesenlerin elektrokimyasal davranislarinin belirlenmesi, toksin tayinindeki etkileri
acisindan 6nemli ve gerekli bir uygulamadir. Bu amacla; folik asit, iirik asit, dopamin,
olas1 bir agr1 kesici alinmasi durumu igin parasetamol, basta A. phalloides olmak {izere
oliimciil zehirlenmelere neden olan makrofunguslarda bulunan B-amanitin, y-amanitin
ve fallasidin gibi diger toksinlerin yiikseltgenme potansiyelleri farkli pH degerlerinde
incelenmistir. Elde edilen veriler, dopamin disinda incelenen diger bilesenlerin
a-amanitin ve/veya falloidinin elektrokimyasal tayini {izerine girisim etkisinin

olabilecegini gostermistir.
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Uciincii i paketinde biyolojik sivilarda a-amanitin - ve falloidinin
elektrokimyasal tayinine yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, serum ve
idrar  Orneklerinde bulunan diger bilesenlerin de a-amanitin ve falloidinin
elektrokimyasal tayini iizerine etkilerini gorebilmek amaciyla gercek oOrnekler ile
calisilmigtir. Serum ve idrar ortamina eklenen toksinlerin varliklarini gorebilmek
amaciyla bu biyolojik sivilar seyreltilerek kullanilmislardir. Uygun pH degerinde fosfat
tamponu ile seyreltilerek kullanilan serum ve idrar 6rneklerine ayri ayr1 ve karisimlar
halinde ilave edilen toksinlerin DPV yontemi ile elde edilen akim cevaplarinin
incelenmesi sonucunda, a-amanitin ve falloidinin her iki ortamda da akim cevaplarinda
anlamli bir fark yaratmadigi gozlenmistir. Bu durum, serum ve idrar 6rneklerinde
bulunan diger bilesenlerin o-amanitin ve falloidin toksinlerinin elektrokimyasal
tayininde bir girisime neden oldugu seklinde yorumlanmistir. Var olan girisim etkisinin

asilabilmesi amaci ile farkli alternatifler denenmistir.

Girisim etkisi sorunu, KUE iizerinde gergeklestirilen ii¢ farkli alternatif
uygulama ile asilmaya calisilmistir. Bu alternatif uygulamalar ile gelistirilen elektrotlar,
mantar zehirlenmelerinde letaliteden birinci derecede sorumlu olan a-amanitinin
elektrokimyasal tayini amaci ile denenmistir. ilk alternatif olarak, fosfat tamponu
ortaminda a-amanitinin DPV ile tayini, farkl asit ve baz ¢ozeltileri igerisinde 6n islem
uygulanmis KUE kullanilarak gergeklestirilmistir. On islem ¢dzeltisi olarak asetik asit,
florosiilfonik asit, fosforik asit ve sodyum hidroksit kullanilmasi durumunda,
a-amanitin varlig1 goézlenebilmistir. Ancak, var olan akim cevab1 sadece fosforik asit 6n

islemi gormiis KUE ile ytikseltilebilmistir.

Girisim etkisini asabilmek i¢in ikinci alternatif olarak, a-amanitin ve farklh
monomerler iceren ortamda KUE yilizeyinde molekiiler baskilanmig polimer sentezi
gerceklestirilmistir. Elektrot ylizeyinden o-amanitini uzaklastirmak icin bazi1 kimyasal
ve elektrokimyasal islemler uygulanmistir. Bu yolla elde edilen elektrotlar fosfat
tamponu ortaminda o-amanitinin DPV yontemi ile tayin edilmesinde kullanilmistir.
Modifiye elektrotlar ile a-amanitinin bazi gruplarda hig¢ belirlenemedigi, bazilarinda ise

belirlendigi ancak modifiye edilmemis KUE ile elde edilenden daha diisiik akim
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cevaplar1 alindig1 goriilmiistiir. Bu alternatif elektrot modifikasyon iglemi ile istenilen
duyarhilikta elektrot {iretilememesinin, a-amanitinin yapica biiylik bir molekiil
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmistiir. Bu nedenle, a-amanitinin sentezlenen iletken
polimerler ile yapiya tam verimli katilamadig1 veya elektrot yiizeyinde olusan polimer
yapisindan verimli olarak uzaklastirilamadigr ongoriilmektedir. Ayrica, modifikasyon
isleminin basarisiz olusunda, a-amanitinin maliyeti nedeniyle reaksiyon ortamina
yiiksek derisimlerde ilave edilememesinin diger bir etken olabilecegi tahmin

edilmektedir.

Girisim etkisini asabilmek i¢in ligiincii alternatif olarak, yakin zamanda bir
arastirma grubunun calismalarinda sentezleyerek template olarak kullandigi, amatoksin
ve fallotoksinler i¢in spesifik olan triptatiyonin yapisini da i¢eren bir template kimyasal
yolla sentezlenerek modifikasyon islemlerinde a-amanitinin yerine kullanilmistir. Bu
template, yiiksek derisimlerde kullanilabilecek ve a-amanitinden daha kiiciik bir
molekiil olmasi nedeni ile se¢ilmistir. Elde edilen elektrotlar DPV yontemi kullanilarak
fosfat tamponu igerisinde o-amanitin tayini amactyla kullanilmigtir. a-amanitin
icermeyen serum ve idrar ornekleri ile a-amanitin igeren fosfat tamponu ortamlarinda
yapilan analizler, hazirlanan elektrotlarin istenilen duyarlilik ve segicilikte olmadigini
gostermistir. Sonug¢ olarak calisma kapsaminda gerceklestirilen ti¢ farkli elektrot

modifikasyon denemesi ile girisim etkisinin giderilemedigi ortaya ¢ikmustir.

Farkli elektrot modifikasyon islemleri ile asilamayan girisim etkisi
elektrokimyasal tayin Oncesi biyolojik sivilardan toksin ekstraksiyonu ile agilmaya
calisilmigtir. Bu amagla kullanilan kati faz ekstraksiyon kolonu ile serum ve idrar
orneklerinden o-amanitin ve falloidin ekstraksiyonu amaciyla farkli protokoller
arastirilmistir. Uygulanan bazi protokoller ile serum ve idrar 6rneklerinde bulunan ve
girisim etkisine neden olan bazi elektroaktif bilesenlerin seyreltme yapilmaksizin
ekstraktlardan ayrilabildigi goriilmiistiir. Kat1 faz ekstraksiyon islemi ile elde edilen
ekstraktlarin fosfat tamponu ortaminda igerdigi a-amanitin ve falloidin toksin miktarlar
DPV yontemi ile belirlenmis olup, ortamda bulunan toksin miktarindan daha diisiik bir

verimle tayin gerceklestirilmistir.
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Dordiincii is paketinde toksin tayini i¢in yaygin olarak kullanilan HPLC ve
ticari olarak edinilmis ELISA kiti ile a-amanitin tayini gerceklestirilmistir. HPLC ile
a-amanitin ve falloidin standartlar1 ile kalibrasyon grafikleri hazirlanmis olup,
kullanilan toksin derisimi ve elde edilen cevaplar arasinda bir korelasyon oldugu
goriilmistiir. Daha sonra, a-amanitin ve falloidin ekstraksiyonu igin secilen kat1 faz
ekstraksiyon protokolleri ile elde edilen ekstraktlarm HPLC yontemi ile tayini
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler falloidinin serum ve idrardan tamaminin
ekstrakte edilebildigini, a-amanitinin serumdan neredeyse tamamen, idrardan ise daha
diisiik bir verimle ekstrakte edilebildigini gdstermistir. a-amanitinin ELISA Kiti ile
tayini sirasinda hazirlanan kalibrasyon grafigi verileri, standart c¢ozeltiler ile kitin
verimli bi¢imde c¢aligmadigini gostermistir. Dahasi, a-amanitin igceren ve igermeyen
serum ve idrar Orneklerine ait elde edilen absorbans verilerinin oldukca yakin degerler
oldugu gorilmiistiir. Bu nedenlerle, ¢alisma kapsaminda kullanilan ELISA Kkitinin
a-amanitin tayini amaci ile verimli ve giivenilir bicimde kullanilamayacagi ortaya

cikmustir.

Bu arastirma kapsaminda elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesinin
sonuclari olarak;

a. a-amanitin ve falloidinin elektroaktif toksinler oldugu belirlenmis,

b. Biyolojik sivilardan a-amanitin ve falloidinin elektrokimyasal tayini igin
birgok elektrot modifikasyon yontemi sorgulanmus,

c. Serum ve idrar Orneklerinden a-amanitin ve falloidinin ekstraksiyonu
amaciyla bir¢ok protokol denenmis ve bazi kati faz ekstraksiyon yontemleri ile basarili
olunabilecegi gosterilmis,

d. Serum ve idrar orneklerinden o-amanitin ve falloidin ekstraksiyonu igin
secilen ekstraksiyon protokollerinin HPLC yontemi ile tayin amaciyla da
kullanilabilecegi belirlenmis,

e. Ticari olarak edinilen a-amanitin ELISA tayin kitinin ise cesitli nedenlerle

giivenilir sonuglar vermeyebilecegi anlagilmistir.

Bu c¢alisma ile o-amanitin ve falloidin toksinlerinin hizli bigimde

belirlenmesine yonelik semikantitatif bir yontemin gelistirildigi diisiiniilmektedir. Elde
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edilen veriler serum ve idrar 6rneklerinden yapilan ekstraksiyon islemleri ile toksinlerin
geri kazanilabildigini, ancak DPV yontemi ile ortamda bulunan toksinlerin tamaminin
tayin edilemedigini gostermistir. Ayn1 zamanda, gelistirilen elektrokimyasal yonteme
rakip ya da daha duyarli yontemler olarak goriilen HPLC ve ELISA gibi yontemlerin de

maskeleme ve tutarsizlik gibi dezavantajlari oldugu anlagilmistir.

Sonug olarak, oldiriicii makrofungus toksinleri olan a-amanitin ve falloidin
toksinlerinin elektrokimyasal yontemlerle ile tayini, hizli ve duyarli bir bigimde tayin
yapilmasi i¢in bir alternatif durumundadir. Bu arastirma ile semikantitatif olarak
gelistirilen yontemin secicilik ve duyarlilik seviyesini arttirarak hizli, ucuz, taginabilir

ve yayginlasabilir bir kantitatif yontem gelistirmenin miimkiin olacag: diisiiniilmektedir.
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OZGECMIS

Ayse Betiil Karaduman 1984 yili Eskisehir dogumludur. T.C. vatandasidir. Lisans
ogrenimini Eskisehir Osmangazi Universitesinde, 2005 yilinda tamamlamis olup ayni
tiniversitede yliksek lisans egitimine baslamistir. Yiiksek lisans siiresince “Metal tolerant
aktinomiset izolatlarinin eldesi, karakterizasyonu ve agir metal giderimi” konulu bir tez
hazirlamis ve 2008 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamlamistir. Doktora egitimine 2010
yilinda baglayarak bu siire¢ icerisinde cesitli egitim ve seminerlere katilmis ve farkli
projelerin deneysel siireclerinde arastirmact olarak yer almistir. Calisma konular1 arasinda
aktinomisetler ve makrofunguslarin biyoaktif metabolit iiretim yeteneklerinin arastirilmast,
farkli tip fermentdrlerin de icerisinde yer aldigi endiistriyel ve g¢evresel mikrobiyoloji
uygulamalar1 ile bazi elektrokimyasal yontemlerin cesitli amaclar ile kullanimi yer

almaktadir.



