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Yiuksek Saflikta Beta Amanitin Uretimi

Production of High Purity Beta Amanitin

OZET

Amagc: Beta amanitin nadiren bilimsel arastirmalarda kullaniimakta ve kullanimi giin gegtikge
artmaktadir. Piyasada bu triin %90 saflikta ticari olarak satilmaktadir. Bu arastirmada yuksek
saflikta beta amanitin tretme yéntemi tanimlanmistir.

Yontem: Saflastirma islemi Amanita phalloides mantarlarindan ekstraksiyonla yapiimistir.
Oncelikle bu mantarlar toplanmis, ekstrakte edilmis, 2 defa preparatif HPLC ile saflastirma
islemi uygulanmistir. Toksinin karsilastirmasi, analitik HPLC sisteminde tutulma zamani ve
ultraviyole spektrumu karsilastiriimasi yontemleriyle yapiimistir.

Bulgular: ilk saflastirma sonucunda elde edilen beta amanitin saflik orani %91(+2,36) olarak
dlctilmiistiir. ikinci saflastirma sonucunda elde edilen beta amanitin saflik orani %99,2(x0,38)
olarak élctlmustir. Saflastirma sonucu elde ettigimiz toksin ile beta amanitin standardin UV
spektrumlarinda her ikisinde de 303 nm’de maksimum, 263 nm’de minimum absorbans verdigi
ve spektrum yapisinin ayni oldugu gorilmistir.

Sonug: Tanimladigimiz bu yontemle, >%99 saflikta beta amanitinin Gretilmesi mimkindar.
Anahtar Kelimeler: Beta amanitin, Preparatif HPLC, Saflastirma

SUMMARY

Objective: Beta amanitin has been used in experiment and has been purified only around 90%
purity using existing methods. In this study, it has been aimed to describe the method in order
to produce high-purity beta amanitin using preparative HPLC.

Methods: Amanita phalloides mushrooms hve been collected, extracted and purified 2 times
using preparative HPLC. Validation of the toxin has been performed by comparison of retention
time at HPLC and ultraviolet spectrum.

Results: Beta amanitin was obtained with 91% (+£2.36) purity after first purification process.
Beta amanitin was obtained with 99,2% (+0.38) purity after second purification process. It
seemed that purified toxin and standard were given maximum absorbance at 303 nm and
minumum absorbans at 263 nm, and the structure of the spectrums for both was similar.
Conclusion: Beta amanitin with >%99 purity can be produced by this method.

Keywords: Beta amanitin, Preparative HPLC, Purification

GIiRIS

Gintmuzde yaklasik olarak bes binden fazla mantar siniflandiriimis olup,
bunlardan yiize yakin turtin zehirli oldugu bilinmektedir. Tim zehirli mantarlar
arasinda az sayida tlr 6lumcul zehirlenmelerin nedeni olarak iyi bilinmektedir.
Amanita phalloides, Amanita virosa, Amanita verna, Amanita muscaria,
Amanita bisporigera, Galerina marginata 6ltimcul zehirlenmelere neden olan
mantarlara baslica 6rneklerdir (1). Zehirlenmeye neden olan mantar tiiriine ve
icerdigi toksine bagl olarak klinik tablo ve prognoz degisiklik gosterir. Bir¢ok
zehirlenme sadece gastrointestinal bulgular vererek semptomatik olarak tedavi
edilebilirken, bazilar1 6zellikle karaciger ve bobrek yetmezligi ile seyreder ve
cok ciddi tedavi gerektirmektedir. Dinyada tim acil vakalarin yaklasik %2,5-
7’sinin, Ulkemizde ise %0,5-3’tnin mantar zehirlenmesi vakasi oldugu
bildirilmistir. Son yillarda medya vasitasiyla zehirlenmelerin halk arasinda
duyulmasi nedeniyle mantar zehirlenmesi vakalarinin azaldigi gértilmektedir
(2). iklim kosullarina bagl olarak zehirli mantarlarin bol yetistigi bazi yillarda
zehirlenme vakalarinda artis oldugu bilinmektedir (3).

Zehirli mantarlar arasinda en iyi bilineni Amanita phalloides turtddr. Tum
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Sekil 1: Amanitin grubu toksinlerden alfa(A) ve beta(B) aman-
itinin molekiler yapisi

olimcul mantar zehirlenmesi vakalarinin %90’dan
fazlasindan sorumlu tutulmaktadir. Dlinyanin bir¢ok
bolgede ve bol miktarda yetisir. Bu mantar icinde
bircok toksin tanimlanmistir. Genel olarak bu toksinler

amanitinler  (amatoksinler, amanotoksinler) ve
fallotoksinler olarak 2 sinifa ayrilirlar  (4).
Fallotoksinlerin  gastrointestinal yoldan emilip

emilmedig@i konusunda yeterli bilgi mevcut degildir ve
toksisiteye katkisi  olmadigi  disunulmektedir.
Amanitinler 8 aminoasidin dairesel olarak birlesmesi
sonucu olustugundan siklopeptidler olarak da
bilinirler. Yap1 icindeki sisteinde bulunan sulfiir atomu

diger aminoasitlerden triptofanin indolamin grubu ile
bag yaparak yapiyi bisiklik hale getirir. Ana yapinin
substitulerindeki degisiklikler sonucu farkli toksinlerin
de mantar icinde bulundugu tespit edilmistir.
Amanitin grubu toksinlerden alfa ve beta amanitinin
molekdler yapisi Sekil 1’de verilmistir (5).

Mantar icinde en fazla oranda bulunan amanitin grubu
toksin alfa amanitindir. Zehirlenmeden sorumlu olan
toksin olarak da bu tanimlanmis, digerleri etraflica
arastiritlmamustir. Alfa amanitin oldukca detaylh sekilde
arastirllmistir.  Alfa amanitin hiicrelerde protein
sentezinin ilk basama@i olan transkripsiyonu
gerceklestiren RNA polimeraz Il enzimine baglanarak
inhibe ettigi  bilinmektedir. Protein  sentezini
gerceklestiremeyen hiicre, mevcut proteinler bitene
kadar birkac giin daha yasar ve sonra 6lur (6). Bu etki
nikleus iceren tim hicrelerde olusmasina ragmen,
alfa amanitin emilim sonrasi hemen karaciger
tarafindan alinmakta oldugundan asil toksik etki
karaciger hucrelerinde gorilmektedir. Ayrica toksin
bobreklerden atildigindan, karaciger kadar olmasa da
bobrek toksisitesi de gorulmektedir (7).

Deneysel arastirmalarda  RNA  polimeraz 1l
inhibisyonu icin  cogunlukla alfa amanitin
kullaniimaktadir ve bu amagla en sik kullanilan ajandir
(6). Ayrica Amanita phalloides mantar zehirlenmesini
modellemek amaciyla da hicre kulturi ve hayvan
modellerinde kullanilmaktadir (8,9). Ancak bazi
arastirma sonuclarina goére beta amanitinin de RNA
polimeraz 2 enzimini inhibe ettigi gérilmustir (10).
Ayrica Amanita phalloides mantar zehirlenmelerinde
klinik toksisiteye beta amanitinin de katkisi oldugu
tartisiimaktadir (11). Bu nedenlerle beta amanitin de
saf standart olarak 1 mg viyallerde ticari olarak %90
saflikta satiimaktadir.

Beta amanitinin saflastiriimasi icin, alfa amanitine
benzer sekilde, sivi-sivi ekstraksiyonu ve sonrasinda
kolon kromatografisini iceren bir yontem dénceden
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Sekil 2: Birinci preparatif saflastirma islemi kromatogrami: kesikli oklar fraksiyonlama baslangi¢ ve

bitisini go
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Sekil 3: ikinci preparatif saflastirma islemi kromatogrami: kesikli oklar fraksiyonlama baslangic ve bitisini gdstermek-

tedir.
L
1h“_:303nm:4nm{‘l.02|) rﬁ
175—5
100—_
?5—:
50
25 ] e~ o
- / \
] B LT e o=
1 1 1 1 1
0.0 25 50 7.5 10.0 25 min
Sekil 4: Elde edilen beta amanitinin analitik sistemdeki kromatogrami
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Sekil 5: Elde edilen beta amanitinin (a) ile standartin (b) UV absorbanslarinin karsilastiriimasi

tanimlanmistir. Beta amanitin, bu toksini iceren her
mantardan saflastirilabilir, en bol yetisen Amanita
phalloides mantari bu amacla tercih edilmektedir (12).
Son yillarda HPLC kullaniminin artmasi ve veriminin
iyi olmasi nedeniyle bu yontemle beta amanitin ve
diger toksinlerin analiz yontemleri gelistirilmistir
(12).

HPLC analiz yonteminin farkh bir versiyonu olan
preparatif sistemde, analiz edilen materyal yiksek
saflikta elde edilebilmektedir. Bu yontemde kolon
kapasitesi ve mobil faz akis hizi artirlimakta, sisteme

Duzce Tip Dergisi 2012; 14(3): 48-53

yuksek miktarda numune yiiklenmekte, bu sayede bol
miktarda analit saflastirilabilmektedir. Ancak sivi-sivi
ekstraksiyonuna gore daha pahali ve zor olan bu
yontem, diger yontemlerle ylksek verim alinamayan
maddelerin  saflastiriimasinda  daha  kullanigh
olmaktadir (13).

Bu calismada, Amanita phalloides mantarindan,
preparatif HPLC yontemi kullanilarak beta amanitinin
yuksek saflikta elde edilme yontemi tanimlanmistir.

50



KAYA ve Ark.

mal|

PR TS 2 - Fead
v Famling Ay

e e T A
Sekil 6: Beta amanitin pikinin, pik icindeki saflik analizi spek-
trumu

MATERYAL METOD

HPLC analizlerindeki tim cozlculer analitik grade
kullaniimistir. Beta amanitin standardi Enzo Life
Science (ABD) firmasindan temin edilmistir. Amanita
phalloides mantarlari toplanmis, ekstrakte edilmis, 2

defa preparatif HPLC saflastirma islemi
uygulanmuistir. Her bir asamadan sonra saflik oranlari
Olculmustar.  Toksinin  dogrulamasi  analitik

HPLC’deki tutulma zamani ve ultraviyole (UV)
spektrumu karsilastiriimasi yontemleriyle yapiimistir.
Islem 6 defa tekrarlanarak, sonuclar ortalama +SH
olarak verilmistir. Temel olarak daha 6nce alfa
amanitin saflastiriimasinda kullanilan yéntem ufak
modifikasyonlar yapilarak kullaniimistir (13).
Mantar ekstraksiyonu: Amanita phalloides
mantarlari 12.10.2010 tarihinde Duzce/ Glimusova/
Yesilyayla Kasabasi ormanlik alanindan toplanmistir.
Mantarlarin ~ tanimlamasi mikroskobik  ve
makroskobik dzelliklerine gore yapiimis ve Amanita
phalloides tiru oldugu goésterilmistir (1). Mantarlar
50-60 °C hava akimi altinda 12 saatte kurutulmus,
ogutilerek toz haline getirilmistir. 10 gramlik
materyal, 6 ayri sokslet filtresi icine alinmis, 6 farkl
kanalda 250 mL %40 metanolde 4 saat sokslet
aparatinda ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen
eksraktlar vakum evaporatérde tam kuruluga kadar 50
°C de buharlastirilmistir. Kalan materyal tzerine 1.
mobil fazdan 10 mL eklenerek iyice ¢ozulmistir, 10
dakika 4000 rpm’de santrifuj edilmis, Gstteki sivi
kisim alinarak, 45 um filtreden gecirilip preparatif
HPLC sistemine 1 mL enjekte edilmistir.

Preparatif HPLC Sistemi: Ayni degazer, pompa ve
dedektor 2 farkli paralel hatta baglanarak bir vana
yoluyla hem preparatif hem analitik HPLC sistemleri
olusturulmustur. Preparatif sistemde (Shimadzu)
degazer, 0,05 mL/dakika hassasiyetli pompa, bilgi
islem Unitesi, ayirici vana (preparatif/analitik), 5 mL
manuel enjektorli sample loop, C18 ODS 10 um
partikill 250x20 mm preparatif kolon (GLS), diyod

array dedektor (DAD), fraksiyon toplayicl
kullanilmistir. Mobil faz akis hizi 16 mL/dakika
izokratik olarak kullanilmistir. 1. mobil faz olarak
amonyum asetat (50 mM, pH 5,5 asetik asit),
asetonitril, metanol (80:10:10, v/v/v) kullaniimistir.
Oncelikle beta amanitin standardi 100ug/mL bu
sisteme uygulanmis ve tutulma zamani ile toksinin
UV spektrumu kaydedilmistir. Hazirlanmis olan
Amanita phalloides ekstresi bu sisteme 1 mL
uygulanmistir. Beta amanitin standardi ile ayni
tutulma zamaninda gelen pik baslangicindan sonuna
kadar fraksiyon toplayici ile toplanmistir (Sekil 2).
Fraksiyonun saflik orani 6lglilmistir. Elde edilen
fraksiyon vakum evaporatérde 50 °C de kurutularak,
1 mL %40 metanolde ¢6zilmis ve 2. saflastirma icin
yeniden preparatif HPLC sistemine uygulanmistir.

2. preparatif HPLC islemi, 6zellikle materyale karisan
beta amanitini uzaklastirarak saflik oranini artirmak
ve toksini amonyum asetat tuzundan arindirmak
amactyla uygulanmistir. Bu asamada 2. mobil faz
olarak %40 metanol kullaniimistir. Diger tim
parametreler yukaridaki yontemle ayni uygulanmistir.
Bu sistemde de Once beta amanitin standardi
uygulanmis, tutulma zamani kaydedilmistir.
Fraksiyonun sisteme verilmesinden sonra standart ile
ayni zamanda gelen pik baslangicindan sonuna kadar
fraksiyon toplayici ile alinmistir (Sekil 3). Elde edilen
fraksiyonun hacmi 6lgilmustir. Bu fraksiyondaki
saflik oranini ve toksin miktarini élgmek icin 20 pL
analitik HPLC sistemine uygulanmistir.

Analitik HPLC sistemi: Yukaridaki preparatif
sisteme paralel olarak ayirici vana sonrasinda analitik
kolon kullanilmistir. Bu amacla 5 pum partikalli,
4,6x250 mm C18 ODS kolon sisteme baglanmistir.
Mobil faz olarak 1. mobil faz kullaniimistir. Mobil faz
akis hizi izokratik olarak 1 mL/dakika olarak
ayarlanmustir.

Saflik analizi: Analitik HPLC sisteminde elde edilen
kromatogramdaki toksin pikinin tim piklere orani
saflik orani olarak kullaniimistir. Ayrica toksin pikinin
kendi igindeki saflik orani UV tarama ile yapilmistir.
Miktar analizi: Analitik HPLC sisteminde beta
amanitin standardi icin 5 noktali (her biri 3 defa
tekrarli)  kalibrasyon egrisi  olusturulmustur.
Kalibrasyon egrisinin denklemine, analizlerde elde
edilen pik alanlari uygulanarak madde miktari 6lgtimi
yaptimustir.

Toksinin dogrulamasi: Elde edilen beta amanitin
toksininin dogrulanmasi igin 2 yontem kullaniimistir.
1. olarak preparatif HPLC sisteminde tutulma zamani,
2. olarak UV spektrumda minimum ve maksimum
absorbans degerleri ile genel spektrum yapisi
karsilastiriimstir.

Duzce Tip Dergisi 2012; 14(3): 48-53 51



KAYA ve Ark.

SONUCLAR

1. saflastirma islemi sonrasinda elde edilen beta
amanitin saflik orani %91(+2,36) olarak bulunmustur.
Bu islemde beta amanitin tutulma zamani 8,84
dakikadir (Sekil 2).

2. saflastirma islemi sonrasinda elde edilen beta
amanitin - safhik orani  %99,2(x0,38) olarak
bulunmustur. Bu islemde Elde edilen beta amanitin
miktari 421(x24,5) mg olarak ol¢ulmustir. Analitik
sistemde tutulma zamani 9,63 dakika olarak
gorilmastur (Sekil 4). Elde edilen toksin ile
standardin UV spektrumlarinda her ikisinde de 303
nm’de absorbsiyon piki yaptigi, 263 nm’de negatif
absorbans piki verdigi ve spektrum yapisinin ayni
oldugu gorulmustir (Sekil 5). Toksin pikinin kendi
icindeki saflik indeksinin >0,999 (+0) oldugu goruldi
(Sekil 6).

TARTISMA VE SONUC

Arastirmamiz sonucunda >%99 saflikta beta amanitin
elde edilmis ve yontemi tanimlanmistir.

Beta amanitinin UV spektrumunda 303 nm’de
maksimum absorbansa sahip oldugu bilinmektedir
(14). HPLC cihazlarinda sik¢a kullanilan UV
dedektorler tek bir dalga boyunda tarama yaptigindan,
eger birden fazla madde ayni anda dedektére gelirse
bunu anlamak mimkiin olmamaktadir. Son yillarda
gelistirilen DAD dedektorler, tek dalga boyu yerine
UV ve gorunen alandaki tim dalga boylarinda ayni
anda tarama yaparak, HPLC kromatograminda ayni
anda gelen ve cakisan farkli maddelerin
gorilebilmesini saglamaktadir. Boylece, 2 farkh
madde ayni tutulma zamaninda dedekttre gelse bile,
ultraviyole absorbanslarindaki farklilik sayesinde
DAD dedektdrde bu safsizlik anlasilabilmektedir (15).
Galismamizda elde ettigimiz pik saflik indeksi degeri,
elde ettigimiz molekullere baska bir maddenin
karismadigini ve sadece tek bir kimyasal madde elde
ettiimizi gostermektedir.

HPLC cihazlarinda temel prensip tutulma zamaninin
farklihgr olmasina ragmen, ortam sartlarinin
degiskenligi veya kimyasal maddelerin fiziki
Ozelliklerinin benzemesi gibi bazi nedenlerde farkl
maddeler ayni tutulma zamaninda gelebilmekte, bu
da analitin baska bir madde ile karismasina neden
olabilmektedir. Bu durumu engellemek icin bazi
yontemler kullaniimaktadir. DAD  dedektorler
sayesinde analiz sirasinda analitin UV spektrumu
alinabilmekte, standartla karsilastirmasi sonucunda
dogrulama yapilabilmektedir (13). Saflastirma
islemleri sonrasinda elde ettigimiz maddenin beta
amanitin oldugu UV spektrumunun standardin
spektrumuyla karsilastirmasi sonucunda
ispatlanmistir.  Ayrica bu spektrum literatiirde

bildirilmis olan beta amanitin spektrumu ile aynidir
(14). Ancak alfa amanitinin molekdler yapisi beta
amanitine ¢ok benzemektedir (Sekil 1). Bu nedenle
de ultraviyole spektrumlari birbirinin aynisidir, bu iki
toksin bu yontemle ayirt edilememektedir. Ancak
HPLC deki tutulma zamanlari uyguladigimiz
yontemde farkhdir ve bu zamana goére ayrimlari
yapilabilmektedir. Kullandigimiz  yontem alfa
amanitin ile beta amanitini birbirinden net olarak
ayirabilmektedir (13).

Elde ettigimiz saflik orani ¢ok yiksektir, zira
arastirmalarda kullanilmak (zere piyasada satilan
birka¢ Urindn saflik orani %90-95 arasindadir. Bu
durumun, arastirmalarda dogruluk oranini artirmasi
beklenir.

Elde ettigimiz beta amanitinin miktar1 ancak 2-3
tekrar sonunda 1 mg dolaylarina ¢ikabilmektedir. Bu
miktar ¢ok yuksek degildir. Ancak baslangicta
kullanilan ekstre konsantrasyonu artirilarak miktar
artirilabilir. Bu haliyle de, 1 mg toksin satin alma
maliyetinin ¢ok daha altinda maliyetle elde
edilebilmektedir. Verimi artirmak amaciyla baska
calismalara gerek duyulabilir.

Arastirmamizin  limitasyonlari, tanimladigimiz
yontemi uygulamak icin preparatif ve analitik HPLC
altyapisina ve kullanici tecriibesine ihtiya¢ olmasidir.
Tanimladigimiz bu yéntemle, yilksek saflikta beta
amanitinin elde edilmesi mumkundur.
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