PAPER DETAILS

TITLE: Preparatif HPLC Yontemiyle Yuksek Saflikta Alfa Amanitin Saflastiriimasi
AUTHORS: Kaya E
PAGES: 35-41

ORIGINAL PDF URL: https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/107997



ARASTIRMA

Ertugrul Kaya'

Selim Karahan'
Kiirsat Oguz Yaykash®
Recep Bayram®
Ayhan Sanitas’

Diizce Universitesi, Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dal1, Diizce.
“Diizce Universitesi, Tip
Fakiiltesi T1ibbi Genetik
Anabilim Dali, Diizce.
*Abant Izzet Baysal
Universitesi Tip Fakiiltesi
T1bbi Farmakoloji Anabilim
Dali, Bolu.

*Diizce Universitesi, Tip
Fakiiltesi Acil Tip Anabilim
Dali, Diizce.

Ttetigim Adresi:

Yrd. Dog. Dr. Ertugrul Kaya
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Farmakoloji AD,

81620 Diizce.

Tel: 0380 5421416

E-mail: drekaya@yahoo.com

Konuralp Tip Dergisi
e-1ISSN1309-3878
konuralptipdergi@duzce.edu.tr
konuralpgeneltip@gmail.com
www.konuralptipdergi.duzce.edu.tr
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Preparatif HPLC Yontemiyle Yiiksek Saflikta Alfa
Amanitin Saflastirilmasi

OZET

Amag¢: Alfa amanitin mevcut yontemlerle ancak %90 civarinda saflik
oraninda saflagtirilabilmektedir. Bu arastirmada yiiksek saflikta alfa amanitin
elde etmek i¢in preparatif HPLC kullanilarak uygulanan ydntemin
tanimlanmasi amaglanmuistir.

Metod: Amanita phalloides mantarlar1 toplandi, ekstrakte edildi, 2 defa
preparatif HPLC ile saflastirma islemi uygulandi. Toksinin dogrulamasi
analitik HPLC” deki tutulma zamani1 ve ultraviyole spektrumu karsilagtirilmasi
yontemleriyle yapildi.

Bulgular: 1. saflagtirma islemi sonrasinda elde edilen alfa amanitin saflik
orant %93 (£1,24) olarak bulundu. 2. saflastirma islemi sonrasinda elde edilen
alfa amanitin saflik oran1 %99,8 (+0,26) olarak bulundu. Elde edilen toksin ile
standardin UV spektrumlarinda her ikisinde de 303 nm’de maksimum, 263
nm’de minimum absorbans verdigi ve spektrum yapisinin ayni oldugu
goriildil.

Sonu¢: Tamimladigimiz bu yontemle, >%99 saflikta alfa amanitinin uygun
maliyetle elde edilmesi miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Alfa amanitin, Preparatif HPLC, Saflagtirma

Purification of High Purity Alpha Amanitin Using
Preparative HPLC Method

ABSTRACT

Obijective: Alpha-amanitin is purified only around 90% purity using existing
methods. In this study, it was aimed to describe the method in order to obtain
high-purity alpha-amanitin using preparative HPLC.

Methods: Amanita phalloides mushroom was collected, extracted and
purified 2 times using preparative HPLC. Validation of the toxin was
performed by comparison of retention time and ultraviolet spectrum at HPLC.
Results: Alpha-amanitin was obtained with 93% (+1.24) purity after first
purification process. Alpha-amanitin was obtained with 99,8% (+0.26) purity
after second purification process. It was seemed that purified toxin and
standard were given maximum absorbance at 303 nm and minimum
absorbance at 263 nm, and the structure of the spectrums for both was similar.
Conclusion: Alpha-amanitin with >99% purity can be obtained by this
method at low cost.

Keywords: Alpha amanitin, Preparative HPLC, Purification
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GIiRiS

Diinyada yaklasik olarak 5000 dolayinda mantar
simiflandirilmis  olup, bunlardan 100 dolayinda
tirtin zehirli oldugu tespit edilmigtir. Bunlar
arasinda yaklasik 10 tiirlin 6liimciil zehirlenmelere
neden oldugu bilinmektedir (1). Zehirli mantarlar
farkli bazi tanimlanmis toksinleri igerirler ve bu
toksinlere gore klinik tablo degisiklik gosterir.
Diinyada tiim acil vakalarin yaklagik %2,5-7sinin,
ilkemizde ise %0,5-3’linlin mantar zehirlenmesi
vakast oldugu bildirilmistir. Son yillarda kiiltiir
mantar1 Uretiminin artmasi, g¢esitli tiirlerin kiiltiir
ortaminda Uretilmesi, zehirlenmelerin halk arasinda
duyulmas1 gibi nedenlerle mantar zehirlenmesi
vakalarinin azaldigr goriilmektedir (2). Zehirli
mantarlarin bol yetistigi bazi yillarda zehirlenme
vakalarinda artis oldugu bilinmektedir (3).

Zehirli mantarlar arasinda en iyi bilineni Amanita
phalloides  tiriidir. Tim  6limciil  mantar
zehirlenmesi  vakalarinin  %90’dan  fazlasindan
sorumlu tutulmaktadir. Diinyanin bir¢ok bolgede ve
bol miktarda yetisir. Bu mantar i¢inde birgok toksin
tanimlanmistir.  Genel olarak  bu  toksinler
amanitinler (amatoksinler, amanotoksinler) ve
fallotoksinler olarak 2 smifa ayrilirlar (4).
Fallotoksinlerin  gastrointestinal yoldan emilip
emilmedigi konusunda yeterli bilgi mevcut degildir
ve toksisiteye katkisi olmadigi diisliniilmektedir.
Amanitinler 8 aminoasidin  dairesel olarak
birlesmesi  sonucu olustugundan siklopeptidler
olarak da bilinirler. Yap1 i¢indeki sisteinde bulunan
silfir atomu diger aminoasitlerden triptofanin
indolamin grubu ile bag yaparak yapiyr bisiklik
hale getirir. Ana yapmin substitiilerindeki
degisiklikler sonucu farkli toksinlerin de mantar
icinde bulundugu tespit edilmistir. Bu toksinler ve
genel yap1 Sekil 1’°de verilmistir (5).

Mantar iginde en fazla oranda bulunan amanitin
grubu toksin alfa amanitindir. Zehirlenmeden
sorumlu olan toksin olarak da bu tanimlanmis,
digerleri etraflica arastirilmamistir. Alfa amanitin
oldukga detayl sekilde aragtirilmigtir. Alfa amanitin
hiicrelerde protein sentezinin ilk basamagi olan
transkripsiyonu gerceklestiren RNA polimeraz 11
enzimine baglanarak inhibe eder. Protein sentezini
gergeklestiremeyen hiicre, mevcut proteinler bitene
kadar birka¢ giin daha yasar ve sonra dliir (6). Bu
etki niikleus iceren tiim hiicrelerde olugmasina
ragmen, alfa amanitin emilim sonrasi hemen
karaciger tarafindan alinmakta oldugundan asil
toksik etki karaciger hiicrelerinde goriilmektedir.
Ayrica toksin bobreklerden atildigindan, karaciger
kadar olmasa da bobrek toksisitesi de goriilmektedir
(7).

Alfa amanitin deneysel arastirmalarda daha cok
RNA polimeraz II inhibisyonu icin
kullanilmaktadir, bu amagla en sik kullanilan

ajandir (6). Ayrica Amanita phalloides mantar
zehirlenmesini modellemek amaciyla da hiicre
kiiltiri ve hayvan modellerinde kullanilmaktadir
(8-9). Alfa amanitin arastirmalarda kullanilmak
izere >%90 saflikta 1 mg’lik viyallerde birkag
firma tarafindan ticari olarak satilmaktadir. Alfa
amanitinin saflagtirilmasi igin S1V1-S1V1
ekstraksiyonu ve sonrasinda kolon kromatografisini
iceren bir yontem Onceden tanimlanmistir. Alfa
amanitin, bu toksini igeren her mantardan
saflagtirilabilir, en bol yetisen Amanita phalloides
mantart bu amagla tercih edilmektedir (10). Son
yillarda HPLC kullaniminin artmast ve veriminin
iyi olmasi nedeniyle bu yontemle alfa amanitin ve
diger toksinlerin analiz yontemleri gelistirilmigtir
(11).

HPLC analiz yonteminin farkli bir versiyonu olan
preparatif sistemde, analiz edilen materyal yiliksek
saflikta elde edilebilmektedir. Bu yontemde kolon
kapasitesi ve mobil faz akis hizi artirilmakta,
sisteme yliksek miktarda numune yiiklenmekte, bu
sayede bol miktarda analit saflagtirilabilmektedir.
Ancak sivi-sivi ekstraksiyonuna gore daha pahali ve
zor olan bu yontem, diger yontemlerle yiiksek
verim alinamayan maddelerin saflagtirilmasinda
daha kullanigli olmaktadir (12).

Bu c¢alismada, Amanita phalloides mantarindan,
preparatif HPLC kullanilarak alfa amanitinin
yiiksek saflikta elde edilme yontemi tanimlanmustir.
MATERYAL ve METOD

HPLC analizlerindeki tiim ¢oziiciiler analitik grade
kullanild1. Alfa amanitin standardi Sigma-Aldrich
(ABD) firmasindan temin edildi. Mantarlar
toplandi, ekstrakte edildi, 2 defa preparatif HPLC
saflastirma islemi uygulandi. Her bir asamadan
sonra saflik oranlar1 6l¢iildii. Toksinin dogrulamasi
analitik HPLC’deki tutulma zamani ve ultraviyole
(UV) spektrumu karsilagtirilmast  yontemleriyle
yapildi. Islem 6 defa tekrarlanarak, sonuglar
ortalama +SH olarak verildi.

Mantar  ekstraksiyonu: ~ Amanita  phalloides
mantarlart 16.11.2011 tarihinde
Diizce/Gilimiisova/Yesilyayla Kasabasi ormanlik
alanindan  toplandi. Mantarlarin  tanimlamasi
mikroskobik ve makroskobik Ozelliklerine gore
yapildi (1). Mantarlar 50-60 °C hava akim altinda
12 saatte kurutuldu, ogiitiillerek toz haline getirildi.
10 gramlik materyal, 6 ayr1 sokslet filtresi igine
alindi, 6 farkli kanalda 150 mL %50 metanolde 4
saat sokslet aparatinda ekstraksiyonu yapildi. Elde
edilen ekstraktlar vakum evaporatorde tam kuruluga
kadar 50 °C de buharlastirildi. Kalan materyal
iizerine 1. mobil fazdan 10 mL eklenerek iyice
¢oziildii, 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi,
iistteki stvi kisim alindi, 45 pm filtreden gegirilerek
preparatif HPLC sistemine 1 mL enjekte edildi.
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Preparatif HPLC Sistemi: Ayni degazer, pompa ve
dedektor 2 farkli paralel hatta baglanarak bir vana
yoluyla hem preparatif hem analitik HPLC
sistemleri olusturuldu (Sekil 2). Preparatif sistemde
(Shimadzu) degazer, 0,05 mL/dakika hassasiyetli
pompa, Dbilgi islem {initesi, ayirict1 vana
(preparatif/analitik), 5 mL manuel enjektorli
sample loop, C18 ODS 10 um partikiil 250x20 mm
preparatif kolon (GLS), diyod array dedektor
(DAD), fraksiyon toplayict kullanildi. Mobil faz
akis hiz1 16 mL/dakika izokratik olarak kullanildu.
1. mobil faz olarak amonyum asetat (50 mM, pH
5,5 asetik asit), asetonitril, metanol (80:10:10,
v/v/v) kullamldi. Oncelikle alfa amanitin standard:
100ug/mL bu sisteme uyguland: ve tutulma zamani
ile toksinin UV spektrumu kaydedildi. Hazirlanmig
olan Amanita phalloides ekstresi bu sisteme 1 mL
uygulandi. Alfa amanitin standard1 ile ayn1 tutulma
zamaninda gelen pik baslangicindan sonuna kadar
fraksiyon toplayici ile toplandi (Sekil 3).
Fraksiyonun saflik orani olgiildii. Elde edilen
fraksiyon vakum evaporatdrde 50 °C de kurutuldu,
1 mL %40 metanolde ¢6ziildi ve 2. saflastirma igin
yeniden preparatif HPLC sistemine uygulandi.

2. preparatif HPLC iglemi, saflik oranini artirmak
ve toksini amonyum asetat tuzundan arindirmak
amaciyla uygulandi. Bu agsamada 2. mobil faz
olarak %40 metanol kullanildi. Diger tiim
parametreler yukaridaki yontemle ayni uygulandi.
Bu sistemde de oOnce alfa amanitin standardi
uygulandi, tutulma zamani kaydedildi. Fraksiyonun
sisteme verilmesinden sonra standart ile ayni
zamanda gelen pik baslangicindan sonuna kadar
fraksiyon toplayict ile alindi (Sekil 4). Elde edilen
fraksiyonun hacmi 6l¢iildii. Bu fraksiyondaki saflik
oranint ve toksin miktarmi 6lgmek igin 20 uL
analitik HPLC sistemine uygulandi.

Analitik HPLC sistemi: Yukaridaki preparatif
sisteme paralel olarak ayirict vana sonrasinda
analitik kolon kullanildi. Bu amagla 5 pm
partikdilli, 4,6x250 mm C18 ODS kolon kullanildi.
Mobil faz olarak yukarida tanimlanan 1. mobil faz
kullanildi. Mobil faz akis hizi izokratik olarak 1
mL/dak olarak ayarlandi.

Saflik analizi: Analitik HPLC sisteminde elde
edilen kromatogramdaki toksin pikinin tiim piklere
orani saflik orani olarak kullanildi. Ayrica toksin
pikinin kendi i¢indeki saflik oram1 UV tarama ile
yapildi.

Miktar analizi: Analitik HPLC sisteminde alfa
amanitin standardi i¢in 6 noktali (her biri 3 defa
tekrarli) kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kalibrasyon
egrisinin denklemine, analizlerde elde edilen pik
alanlar1 uygulanarak madde miktar1 6l¢iimii yapildi.
Toksinin dogrulamasi: Elde edilen alfa amanitin
toksininin dogrulanmast igin 2 yontem kullanildi. 1.
olarak preparatif HPLC sisteminde tutulma zamani,
2. olarak UV spektrumda minimum ve maksimum
absorbans degerleri ile genel spektrum yapisi
karsilastirildi.

BULGULAR

1. saflastirma islemi sonrasinda elde edilen alfa
amanitin saflik oran1 %93 (£1,24) olarak bulundu.
Bu islemde alfa amanitin tutulma zamani 8,37
dakikadir (Sekil 3). 2. saflagtirma islemi sonrasinda
elde edilen alfa amanitin saflik orant %99,8(+0,26)
olarak bulundu. Elde edilen alfa amanitin miktar
384(£5,49) mg olarak oOlglildii. Analitik sistemde
tutulma zamani 15,27 dakika olarak goriildii (Sekil
5). Toksin pikinin kendi i¢indeki saflik indeksinin
0,99995 (£0) oldugu goriildii (Sekil 6). Elde edilen
toksin ile standardin UV spektrumlarinda her
ikisinde de 303 nm’de maksimum, 263 nm’de
minimum absorbans oldugu ve spektrum yapisimin

ayni oldugu goriildi (Sekil 7).
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TARTISMA

Alfa amanitinin UV spektrumunda 303 nm’de
maksimum absorbansa sahip oldugu bilinmektedir
(5). HPLC cihazlarinda sik¢a kullanilan UV
dedektorler tek bir dalga boyunda tarama
yaptigindan, eger birden fazla madde aynmi anda
dedektore  gelirse bunu anlamak  miimkiin
olmamaktadir. Bu problemi agmak i¢in son yillarda
gelistirilen DAD dedektorler, tek dalga boyu yerine
UV ve goriinen alandaki tiim dalga boylarinda
tarama yapabilmektedir. Bu durumda 2 farkh
madde aym tutulma zamaninda dedektore gelse

bile, ultraviyole absorbanslarindaki farklilik
sayesindke DAD  dedektérde bu  safsizlik
anlagilabilmektedir  (13). Calismamizda elde

ettigimiz pik saflik indeksi degeri, elde ettigimiz
molekiillere bagka bir maddenin karigsmadigini ve
sadece tek bir kimyasal madde elde ettigimizi
ispatlamaktadir. HPLC cihazlarinda temel prensip
tutulma zamanmin farkliligi olmasmma ragmen,
ortam sartlarinin  degiskenligi veya kimyasal
maddelerin fiziki 6zelliklerinin benzemesi gibi bazi
nedenlerde farklt maddeler aynmi tutulma zamaninda
gelebilmekte, bu da analitin baska bir madde ile
karismasina neden olabilmektedir. Bu durumu
engellemek icin bazi yontemler kullanilmaktadir.

Konuralp Tip Dergisi 2012;4(3):35-41

DAD dedektorler sayesinde analiz sirasinda analitin

uv spektrumu alinabilmekte, standartla
karsilagtirmasi sonucunda dogrulama
yapilabilmektedir ~ (13).  Saflastirma islemleri

sonrasinda elde ettigimiz maddenin alfa amanitin
oldugu UV spektrumunun standardin spektrumuyla
karsilagtirmasi sonucunda ispatlanmistir. Ayrica bu
spektrum literatiirde bildirilmis olan alfa amanitin
spektrumu ile aynidir (5).

Elde ettigimiz saflik orami ¢ok yiiksektir, zira
arastirmalarda kullanilmak {izere piyasada satilan
birkag iiriiniin saflik oram1 %90-95 arasindadir. Bu
durumun, arastirmalarda dogruluk oranini artirmasi
beklenir.

Elde ettigimiz alfa amanitinin miktar1 ancak 3
seferde 1 mg dolaylarina ¢ikabilmektedir. Bu
miktar ¢ok yiiksek degildir. Ancak baslangicta
kullanilan ekstre konsantrasyonu artirtlarak miktar
artirilabilir. Bu haliyle de, 1 mg toksin satin alma
maliyetinin ¢ok daha altinda maliyetle elde
edilebilmektedir.

Verimi artirmak amaciyla baska ¢aligsmalara gerek
duyulabilir. Tanimladigimiz bu yontemle, yiiksek
saflikta alfa amanitinin uygun maliyetle elde
edilmesi miimkiindyir.
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