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Alfa-Amanitine Bagh Karaciger Toksisitesinin Onlenmesinde Silibinin ile Resveratroliin

Etkililiginin Karsilastirilmasi
Aynur SAHIN, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Tip Anabilim Dal1
dr-aynursahin @hotmail.com

OZET

Amag: Alfa amanitin (a-AMA) igeren Amanita phalloides tiirii mantarlar, 6liimciil
mantar zehirlenmelerinin ¢ogundan sorumludur ve karaciger toksisitesi ve akut karaciger
yetmezligi ile sonlanan ciddi zehirlenmelere neden olur. Silibinin ve penisilin G gibi mevcut
antidotlar, a-AMA ile olusturulan karaciger toksisitesinin Onlenmesi ve/veya tedavisinde
yeterince etkili degildir. Calismamizin amaci, resveratrolin a-AMA’e bagli karaciger
toksisitesi iizerindeki etkilerini in vivo deneysel toksisite modelinde arastirmak ve tedavide

antidot olarak kullanilan silibinin ile karsilagtirmakti.

Yontem: Balb/c farelerde, AST ve ALT degerlerinde anlamli oranda yiikseklige neden
olan ve histomorfolojik olarak da karacigerde hasara neden olan 1.4 mg/kg a-AMA ile in
vivo toksisite modeli olusturuldu. Kontrol grubunda a-AMA+%0.9. sodyum kloriir (NaCl),
Dimetil siilfoksit (DMSO) grubunda, a-AMA+ DMSO, resveratrol gruplarinda, 30 mg/kg
resveratrol, a-AMA ile es zamanli (a-AMA +ER), 12 saat (a-AMA +12R) ve 24 (0-AMA
+24R) saat sonra olmak tizere 3 farkli tedavi protokoliinde uygulandi. 5 mg/kg silibinin ise
(a-AMA +Sil) a-AMA ile es zamanli olarak 6 saat arayla uygulandi. Kirk sekiz saatlik deney
protokoliiniin sonunda fareler sakrifiye edildi. Alinan serum 6rneklerinden AST, ALT, Total
bilirubin, Direk bilirubin diizeyleri, karaciger dokularindan antioksidan enzimler ve
histomorfolojik incelemeler yapildi. TUNNEL ve aktif kaspaz-3 incelemeleri ile apoptozis

degerlendirildi.

Bulgular: AST ve ALT degerleri, a-AMA+ER ve a-AMA+12R gruplarinda,
histomorfolojik  hasar  skorlart  ise a-AMA+ER, a-AMA+12R, a-AMA+24R  ve
gruplarinda a-AMA+SF grubuna gore anlamli diisiis gosterdi. Resveratrol, karacigerde

mononiikleer hiicre infiltrasyonunu, nekrozu ve aktif kaspaz-3 immiinopozitifligini azaltt1.



Sonuc: /n vivo deneysel toksisite modelimizde, resveratrol, a-AMA’e bagl gelisen
karaciger toksisitesini Onlemede etkili bulundu. Sonu¢ olarak; resveratrol, Amanita

phalloides tirii mantarlarla zehirlenmelerde kullanilabilme potansiyeli olan yeni bir tedavi

alternatifidir.

Anahtar Sozciikler: a-AMA, resveratrol, karaciger toksisitesi , silibinin.



A Comparison of the Effectiveness of Silibinin and Resveratrol in Preventing Alpha-

Amanitin-Induced Hepatotoxicity
ABSTRACT

Objective: Amanita phalloides species mushrooms containing alpha amanitin (a-AMA)
are responsible for the majority of fatal mushroom intoxications and can lead to severe
poisonings resulting in liver toxicity and acute hepatic failure. Existing antidotes, such as
silibinin and penicillin G, are not sufficiently effective in the prevention and/or resolution of
a-AMA induced liver toxicity. We investigated the effects of resveratrol on a-AMA induced
liver toxicity and compared with silibinin, a known antidote in the in vivo toxicity model.

Method: The in vivo toxicity model was established with 1.4 mg/kg a-AMA, which
results in significant elevation in AST and ALT values in Balb/c mice and also causes
histomorphological damage in the liver. a-AMA+0.9% sodium chloride (NaCl) was
administered in the control group, and a-AMA-+dimethyl sulfoxide (DMSO) in the DMSO
group, while 30 mg/kg resveratrol was administered in the resveratrol groups, in three
different treatment protocols, simultaneously with a-AMA (a-AMA +ER), after 12 h (a-AMA
+12R) and after 24 h (a-AMA +24R). Silibinin at 5 mg/kg (a-AMA +Sil) was administered at
6-h intervals simultaneously with a-AMA. Mice were sacrificed at the end of the 48-h
experimental protocol. AST, ALT, total bilirubin, and direct bilirubin levels were investigated
from serum specimens collected, while antioxidant enzymes and histomorphological
examinations were performed from liver tissue. TUNEL and active caspase-3 were examined
and apoptosis was evaluated.

Results: The liver transaminase levels in a-AMA+SR and a-AMA+12R groups and
histomorphologic injury score in the a-AMA+SR, a-AMA+12R, a-AMA+24R and o-
AMA+SIl groups were significantly lower than that of the a-AMA+NS group. Resveratrol,
decreased mononuclear cell infiltration, necrosis and active caspase-3 immunopsitivity in
liver.

Conclusion: Resveratrol was found to be effective in a-AMA induced liver toxicity
with its anti-inflamatory properties. It is a promising antidote with the potential for use in the

treatment of liver toxicity associated with Amanita phalloides type mushroom poisonings.

Key Words: a-AMA, resveratrol, liver toxicity, silibinin.



1. GiRiS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Amanita phalloides tiirii mantarlar, tim diinyada morbidite ve mortalite ile sonlanan
ciddi zehirlenmelere neden olmaktadir. Halk arasinda, evcik kiran ve kdy gociiren mantari
olarak da bilinen bu tiir mantarlarla zehirlenmelerde, klinik bulgularin, asemptomatik bir
periyod sonrasinda ge¢ ortaya cikisi, hastalarin acil servise bagvurularinin gecikmesine neden

olmakta ve zehirlenmelerin tanisi ve tedavisini zorlastirmaktadir.

Siklopeptid igeren mantarlar icinde yer alan Amanita phalloides tiirii mantarlarin
iceriginde; amanitin, falloidin ve viroidin gibi ¢esitli toksinler vardir. Hepatotoksisiteden
sorumlu baslica toksin Alfa Amanitin (a-AMA)’dir. a-AMA’in toksik dozu 0.1 mg/kg’dir.
Bir mantar yaklagik olarak 10-15 mg a-AMA igerir ve tek bir mantarin yenmesi bile
zehirlenmeye neden olur. a-AMA, gastrointestinal sistemden emilip sistemik dolasima
gectikten sonra hepatositlerin sinuzoidal membraninda yer alan organik anyonik transporter
peptid (OATP)1B3, adli tasiyici proteinlerle hiicre icine girerek, hepatosit ¢ekirdeginde yer
alan RNA polimeraz II’yi inhibe ederek mRNA sentezi ve DNA transkripsiyonunu onler.
mRNA sentezlenmemesi sonucunda, hepatositler gibi hiicresel devri yiiksek hiicrelerde

protein sentezi durur ve hepatosit hiicre nekrozu gelisir.

Tedavide, toksinin karaciger hiicresine alimini inhibe eden silibinin, N-asetil sistein ve
yiiksek dozda Penisilin G de a-AMA’e bagl zehirlenmelerde antidot olarak kullanilmasina

karsin mortalite ve morbiditeyi 6nlemede yeterli derecede etkili olmadiklar1 bilinmektedir.

Resveratrol, pek ¢ok maddeye bagl karaciger hasarini geri dondiiriicii etkisi gosterilmis
hepatoprotektif bir maddedir. Karaciger hiicrelerinde yenilenmeye neden oldugu, yiikselen
serbest oksijen radikallerinin (SOR) diizeyinde diisme olusturdugu pek cok calismada
gosterilmistir. Bu etkilerin yanisira, antiinflamatuar, hepatik fonksiyonlarin islevselligi ile
ilgili mekanizmalarin aktivasyonu ve ksenobiyotiklerin metabolizmasinda da diizenleyici
etkileri nedeniyle parasetamol, karbontetrakloriir (CCls) gibi pek ¢ok deneysel toksisite

modelinde koruyucu etkileri gdsterilmistir.



1.2. Arastirmanin Amaci

Calismamizin amaci, antioksidan o&zellikleri bilinen resveratroliin, a-AMA’e bagh
karaciger toksisitesinde etkililiginin arastirilmasi ve klinikte antidot olarak kullanilan silibinin

ile karsilastirilmasidir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri:

HO: o-AMA’e bagl karaciger toksisitesinin iyilestirilmesinde resveratrol silibininden

daha tistiin degildir.

H1: a-AMA’e bagh karaciger toksisitesinin iyilestirilmesinde resveratrol silibininden

daha ustundir.

Bu amagla, hipotezimizi, in vivo deneysel a-AMA karaciger toksisite modelinde

arastirdik.

Deneysel calismamizda, farelerde karaciger toksisitesi olusturan a-AMA dozunu,
yaptigimiz 6n calisma ile 1.4 mg/kg (i.p.) olarak bulduk. Bu doz ile karaciger toksisitesi
olusturdugumuz farelere 30 mg/kg (i.p.) resveratrol, a-AMA ile es zamanli, a-AMA
uygulamasindan 12 saat, 24 saat sonra ve a-AMA’e baglh karaciger toksisitesinde antidot
olarak kullanilan silibinini de (5 mg/kg, i.p.) a-AMA ile es zamanli olarak uyguladik. Tiim
fareleri deney siiresince 48 saat gozledik ve 48. saatte, eter anestezisi altinda sakrifiye edilen
farelerden kardiyak ponksiyonla alinan kan 6rneklerinden karaciger fonksiyon testleri, total ve
direkt bilirubin diizeylerini Olgtiik. Karaciger dokusundan alinan 6rnekleri, histomorfolojik
olarak ayrica apoptozis ve/veya nekroz varligi agisindan degerlendirdik. Karaciger
homojenatlarindan serbest oksijen radikallerine (SOR) bagli hasarin degerlendirilebilmesi igin

antioksidan enzim diizeylerini olgtiik.

Biyokimyasal incelemeler ve karaciger histomorfolojisini degerlendirdigimizde,
resveratroliin a-AMA’e bagli karaciger toksisitesini ne kadar erken uygulanirsa o kadar iyi
diizelttigini, apoptozisi geri dondiirdiiglinii ve antiinflamatuar etkili oldugunu gosterdik.
Silibinin ise, karaciger dokusunda histomorfolojik olarak diizelme yapmasma ragmen

biyokimyasal parametreler iizerine etkili olmadi.



Sonug olarak; resveratrol, a-AMA’e bagli karaciger toksisitesinde in vivo deneysel
kosullarda, karaciger 6rneklerinin histomorfolojik incelemesi yaninda yiikselen biyokimyasal
parametrelerde de iyilesmeye neden olmasi ile Amanita phalloides tiiri mantarlarla
zehirlenmelerde kullanilabilme potansiyeli olan yeni bir tedavi alternatifidir. Resveratroliin,
a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde kullanilabilecek bir antidot olarak gelistirilmesine

yonelik ¢caligmalar planlanmalidir.

Projemiz TUBITAK 3001 (Baslangi¢c Ar-ge Projeleri destekleme) programi tarafindan
114S927 proje no’su ile desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mantar Zehirlenmeleri Hakkinda Genel Bilgiler

Diinyada bulunan 1.5 milyon tiir mantardan yaklasik olarak 1000 tanesi toksikdir.
Yaklagik 7000 tanesinin yenilebilir oldugu bildirilmektedir. Dogadan toplanarak yenen toksik
mantarlar, tim diinyada mortalite ve morbidite ile sonlanan ciddi zehirlenmelere neden
olmaktadir. Ozellikle kirsal kesimde, lezzetleri ve besin degerinin yiiksek oldugu diisiincesi
ile toplama mantar yeme yaygin bir aligkanliktir. Mantarlarin lezzetli tadi, ucuzlugu, dogada
kolayca yetismesi ve ulasilabilirligi zehirlenmelerin temel nedenleri arasindadir. Her ne kadar
tilkemizde dogadan toplama mantarlarin yenmemesi ile ilgili ¢esitli yollarla uyarilar yapilsa
da oOzellikle yerel halktan toplayicilar mantarlarin morfolojik o6zelliklerine bakarak ayirt
edebildikleri diistincesiyle her yil topladiklar1 mantarlar yerel pazarlarda satmakta ve bunun

sonucu olarak zehirlenme olgular1 ortaya ¢ikmaktadir (1, 2).

Zehirlenmelere neden olan toksik mantarlar arasinda; siklopeptid, monometilhidrazin,
muskarin, koprin igeren mantarlar, haliisinojenik mantarlar yer almaktadir. Oliimle sonlanan
zehirlenmelerin biliylik c¢ogunlugundan ise siklopeptid iceren mantarlar sorumludur ve
siklopeptid igeren mantarlar arasinda da Amanita phalloides tiirii mantarlar en sik karsilasilan
zehirlenme etkenleridir (3). Bu tlir mantarlarin igeriginde yer alan ve karacigerde toksisite
olusturan a-Amanitin (a-AMA), Amanita, Galerina ve Lepiota familyalarina ait bazi

tiirlerin igeriginde yer alir (4, 5).

Mantar zehirlenmeleri, klinik bulgularina gore; erken baslangigh (<6 saat), ertelenmis
baslangigli (6-24 saat) ya da gec¢ baslangichi (>1 giin) olarak ii¢ grupta siniflanir. Erken
baslangich olanlar; norotoksik, gastrointestinal ya da alerjik bulgulara, ertelenmis baslangicli
olanlar karaciger ya da bobrek tizerinde toksik etkilere neden olur. Geg baslangigl olanlar ise

bobrek tizerinde toksik etkilere, norotoksik etkilere ya da rabdomiyolize neden olur (6).
2.1.1.Mantar Zehirlenmelerinin Sikhigi

Tan1 koymanin zorlugu nedeniyle; mantar zehirlenmelerinin sikligi ile ilgili veriler
sinirli olsa da, Diinya Saglik Orgiitii 2004-2014 yillar1 arasinda mantar zehirlenmelerinin
346.000 oliimden sorumlu oldugunu bildirmistir (1). Amerika Zehir Danisma Merkezleri
Birligi’nin 2014 yili Raporuna goére mantarlarla zehirlenmelerin oran1 yaklasik olarak

%0.3’tlir (7). Bati Karadeniz bdlgesinde dort yillik bir siirede, ¢ocukluk ¢aginda, 6liimle



sonlanan zehirlenmeler igerisinde mantar zehirlenmelerinin oran1 %4.5 olarak bildirilmistir.
Istanbul bolgesinde ¢ocukluk ¢cag1 mantar zehirlenmelerinin retrospektif olarak incelendigi bir
calismada, Amanita phalloides ile zehirlenme orani %28dir(8). Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Ilag ve Zehir Danisma Merkezi’ne basvuran tiim zehirlenmeler igerisinde ise
mantarlarla zehirlenmelerin orant %2.5 dur (9). Mantar zehirlenmelerinde, diinya genelinde
epidemiyolojik verilere bakildiginda Amerika ve Avrupa’da her yil Amatoksin igeren
mantarlarla zehirlenmelere bagli, 100-200 arasinda oliim bildirilmektedir (10). Mantar
zehirlenmelerinde, dliimlerin biiyiik oranindan Amanita phalloides tiirii mantarlar sorumludur.
Bunun nedeni, Amanita phalloides tiirii mantarlarla ya da siklopeptid iceren mantarlarla

zehirlenmelerde tan1 konulmasinin zorlugundan kaynaklanmaktadir (11).

Amanita phalloides tirii mantarlar, 1liman ve nemli iklim kusaginda, baslica Avrupa
iilkeleri ve Tiirkiye olmak iizere Amerika, Asya, Avustralya hatta Afrika kitasi da dahil
diinyanin bir ¢ok tilkesinde yetismektedir (5). Amanita phalloides i¢in en uygun ¢ogalma
mevsimi bahar ve sonbahar aylaridir ve zehirlenme olgularma en sik bu mevsimlerde
rastlanmaktadir (12). Ancak zehirlenmeye neden olan toksin stabil oldugundan, bu tiir
mantarlarla zehirlenmelere, mantar konservesi ve kurutulmus mantarlarin yenmesiyle bahar

aylar1 disinda da rastlanabilmektedir (13).
2.2. Amanita Phalloides Tiirii Mantarlar
2.2.1 Tarihge

Amanitaceae ailesine mensup, “Death cap-6liim sapkasi” olarak da isimlendirilen
Amanita phalloides tiirii mantarlar, Ilk kez Fransiz botanik¢i Sébastien Vaillant tarafindan
1727°de tanimlanmustir (Sekil 1). Rusya’da Car Alexis ve karist (1694) ve Alman imparatoru

IV. Charles (17. yiizy1l) Amanita phalloides tiirii mantar zehirlenmesi nedeniyle 6lmiistiir.



Sekil 1. Amanita Phalloides tiirii mantar

2.2.2 Fiziksel Ozellikler

Amanita phalloides tiirii mantarlar, sapka, sap, annulus, volva olmak {iizere 4 kisimdan
olusur (Sekil 2a-2b-2c-2d). Sapka yiizeyi diizgiin, 6-12 cm genisliginde olup mantarin geng
evresinde yesilimsi sar1 iken yaslandik¢a renk kahverengiye dogru koyulasir. Sapkanin alt
yilizeyindeki lamelleri saptan bagimsiz, hafif radyal ¢izgili ve beyazdir (Sekil 2e). Sap ise
diizgiin, beyaz renkli ve yaklagik 6-12 cm yiiksekliginde silindirik ve asagiya dogru hafif
sigkindir. Sapin {ist kisimlarinda beyaz zarimsi halkasi (annulus) ve sapin dip kisminda ise
fincan seklinde volvasi vardir. Bu halka ve volva morfolojisi, Amanita Phalloides’in diger
tirlerden ayriminda onemlidir. Sapka kisminin tadinin giizel, kokusunun ise meyvemsi
oldugu belirtilmektedir (12). Fiziksel 6zellikler yilin farkli zamanlarinda farkli bolgelerde
hava, toprak oOzelliklerine gore degiskenlik gosterebilmekte ve bu nedenle diger mantar

tiirlerinden ayrimi zor olmaktadir(14).
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Sekil 2: Amanita phalloides ; a. Sapka , b. Annulus, c. Volva, d. Sap, e. Lamel

2.2.3 Amanita Phalloides Tiiri Mantarlarin Toksinleri:

Amanita phalloides tiirii mantarlar, yaklasik 15-20 adet siklopeptid toksine sahiptir. Bu
toksinlerin i¢inde en iyi bilinenler: Amatoksinler (siklik oktapeptidler), Fallotoksinler (siklik
heptapeptidler) ve Virotoksinler (siklik heptapeptidler)’dir (3). Tiim toksinler triptofan halkasi
ve indol halkasi icerdiginden kimyasal yapilar1 birbirine benzer fakat toksisite giicleri

birbirinden farkhidir (15).

Fallotoksinler, bisiklik heptapeptidlerdir. Fallotoksinlerin, falloidin, falloin, profallin,
fallisin, fallasin, fallasidin ve fallisasin olmak tizere 7 tiirii bulunmaktadir (15). Fallotoksinler,
etkilerini hizla gdsteren toksinlerdir. Oral yolla emilimleri azdir ve karaciger lizerinde toksik
etkileri sadece parenteral yolla uygulanmalarinda gdsterilmistir (16). Fallotoksinler, Amanita
phalloides tiirii mantarlarla zehirlenmelerde, erken donemde ortaya ¢ikan diyare ve kusma

gibi gastrointestinal semptomlardan sorumlu tutulmaktadir (17).

Virotoksinler, monosiklik peptidlerdir. Virotoksinlerin, alaviroidin, viroisin,
deoksoviroisin, viroidin ve deoksoviroidin olmak iizere 5 tiirii bulunmaktadir (15). Yapisal ve
biyolojik aktiviteleri fallotoksinlere benzer ve oral alim sonrasi insanlarda ciddi toksisiteye
neden olmazlar. Deneysel c¢alismalarda, virotoksinlerin farelere intraperitoneal

uygulandiginda, hemorajik karaciger nekrozuna neden oldugu gosterilmistir (18).
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Amatoksinler, bisiklik oktapeptidlerdir. Amatoksinlerin, a-amanitin, B-amanitin, 7y-
amanitin, €-amanitin, amanin, amaninamid, amanullin, amanullinik asit ve proamanullin
olmak iizere toplam 9 tiirii bulunmaktadir. Birbirlerinden hidroksil grup sayisiyla ve amid
karbomil halka ¢esitliligiyle ayrilirlar (Tablo 1) (15). Amatoksinler hem karaciger hem bobrek
hem de santral sinir sistemi hasar1 olusturur ve siklopeptid yapili toksinlerden en toksik

olanlardir. a-Amanitin (a-AMA) ise karaciger toksisitesinden sorumlu primer toksindir (3).

Tablo 1. Amatoksinlerin kimyasal yapis1

R1 R2 R3 R4 RS
g-amanitin CH,0OH OH NH, OH OH
p-amanitin CH,OH OH OH OH OH
y-amanitin CH; OH NH; OH OH
g-amanitin CH; OH OH OH OH
Amanin CH,OH OH OH H OH
Amanin amid CH,OH OH NH, H OH
Amanullin CH; H NH, OH OH
Amanullik asit CH; H OH OH OH
Proamanullin CH; H NH, OH H

2.2.4 Alfa Amanitin (0-AMA)
2.2.4.1 Farmakokinetik Ozellikler

Amanita phalloides tiirii mantar igeriginde yer alan, karaciger toksisitesine neden olan
toksin a-Amanitin (a-AMA); yiiksek 1s1ya, soguga, pisirilmeye, dondurulmaya, kurutulmaya
dayanikli ve stabildir (13). Gastrointestinal sistemden kolay absorbe olur (16, 19). Plazma
proteinlerine baglanmaz ve suda ¢Oziinlir. Oral alimdan 90-120 dk sonra, absorbsiyonu
tamamlanarak sistemik dolasima gecer ve hedef doku olan karaciger ve bobrek dokularina

ulasarak 48. saattin sonunda plazmadan tamamen uzaklasir.
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Toksin metabolize olmaz, kii¢lik bir kismi safra ile atilir. Enterohepatik dolasima katilir,
bu karaciger hiicrelerinin toksine maruz kalim siiresini uzatir (20). Toksinin biiyiik oran1 ise
bobrekler araciligiyla idrarla atilir. a-AMA, oral yolla alimindan 3-4 giin sonrasina dek,

idrarda tespit edilebilir (21).
2.2.4.2 Toksik Doz ve Etki Mekanizmasi

a-AMA’in letal dozu oral yolla alimlarda 0.1 mg/kg’dir (16). Bir mantar yaklasik olarak
60 g olup, graminda 0.5-1.5 mg a-AMA igermektedir. Bu durumda, 70 kg agirhigindaki bir

yetiskinde tek bir mantarin yenilmesi bile 6ldiiriicli zehirlenmeye neden olabilir (22).

a-AMA’in hedef hiicresi, primer olarak karaciger hiicreleridir. a-AMA’e bagh
zehirlenmelerde morbidite ve mortalitenin baslica sorumlusu da karaciger toksisitesidir.
Ancak gastrointestinal sistem epitel hiicreleri, bobrek proksimal tubul hiicreleri de etkilenen

diger hiicreler arasinda yer alir (23, 24).

a-AMA, gastrointestinal sistemden emilip sistemik dolasima gectikten hemen sonra
hepatositlerin sinusoidal membraninda yer alan organik anyon transporter peptid (OATP)1B3
adi1 verilen tastyici proteinlerle hiicre icine giris yapar (25). Hiicre i¢i toksisite mekanizmalari
hakkinda bir¢ok arastirma yapilsa da bilinen en temel mekanizma, a-AMA’in karaciger
hiicresi niikleusunda yer alan RNA polimeraz II’yi inhibe ederek mRNA sentezi ve DNA
transkripsiyonunu 6nlenmesidir (26). mRNA sentezlenmemesi sonucunda, karaciger hiicreleri
gibi hiicresel devri yiiksek hiicrelerde protein sentezi durur ve karaciger hiicre nekrozu gelisir

(Sekil 3) (27).
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Hepatosit

4

RNAPII

Sekil 3. 0-AMA’in hiicre igine transportu ve toksisite mekanizmast

2.2.5. Klinik Bulgular
Amanita phalloides tiirii mantar zehirlenmeleri, klinik olarak dort evredir:

L.LEvre (Latent donem): Asemptomatik evredir. Mantarin alimindan sonraki ilk 8-12
saat, hastada herhangi bir bulgu gozlenmez. Bu evrenin 6-40 saat arasinda degisebildigi de

bildirilmektedir (27, 28).

II.LEvre (Gastrointestinal donem): Bu evrede, sulu diyare, kolik tarzi karin agris1 ve
kusma gozlenir. Semptomlar, oral alimi takiben en erken 6-24 saatte baslar. Diyare, kanli ve
mukuslu olabilir. Bu durum, mantar zehirlenmesinden kuskulanilmazsa, viral gastroenterit ile
karigabilir. Laboratuarda karaciger enzimleri normaldir, fakat siddetli diyareye sekonder
elektrolit anormallikleri (hipokalemi, metabolik asidoz), akut bdbrek yetmezligi,

dehidratasyona bagli hipovolemik sok goriilebilir (29).

III.LEvre (Sitotoksik donem): Bu evrede, hastalarda gozlenen gastroenterit tablosu
diizelir, karaciger toksisitesinin biyokimyasal ve klinik belirtileri belirginlesir. Karaciger
enzimleri (AST, ALT), 24-36. saatler arasinda yiikselmeye baslar ve yaklasik 60-72 saatler
arasinda en ylksek seviyeye ulasir. Laboratuarda ayni zamanda hiperbilurubinemi,

protrombin zamaninda uzama ve dissemine intravaskiiler koagiilopati bulgular1 goriiliir (29).
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IV.Evre (Fulminan dénem): Bu evrede, mantar yenmesinden yaklasik 2-4 giin sonra,
karaciger ve bobrek yetmezligi gelisir. Karaciger hiicrelerinde 6liim, karaciger kan akimini
bozar. Karaciger yetmezligi nedeniyle, hipoglisemi, koagiilopati, ensefalopati, nobet,

solunum yetmezligi, ¢oklu organ yetmezligi ve 7-15 giin i¢inde 6liim gerceklesir (30).
2.2.6. Tam

Amanita phalloides tiirii mantarlarla zehirlenmelerin tanisinin konmasinda; dogadan
toplanmis mantar yeme Oykiisii olmast ve bulgularin baslangic zamani zehirlenmeden
stiphelendirir. Ancak, Amanita phalloides tiirii mantarlarla zehirlenmelerde, ilk olarak ortaya
cikan bulanti, kusma, karin agris1 ve diyare Amanita phalloides tiri mantarlarla
zehirlenmelere spesifik degildir ve ¢ogu zaman bakteri, virus ya da toksik olmayan mantarlara
bagli gelisen gastroenteritlerden ayirilmalidir. Bulgularin 6zellikle mantar yenilmesini
izleyen, ilk 6 saat icinde baslamasi Amanita phalloides tiiri mantarlarla zehirlenme
tanisindan uzaklastirsa da toksik mantar1 tamamen ekarte ettiremez. Ciinkii, dogadan
toplanmis mantarlar, igerisindeki tek bir toksik mantar bile, yiyen kiside oliimciil
zehirlenmeye neden olabilir. Bu nedenle toksinin viicut sivilarinda erken ve hizli tanisi igin
klinikte kullanilabilecek c¢esitli kalitatif ve kantitatif yontemler gelistirilmektedir. Rutinde
kullanilmasa da Amanita phalloides tiiri mantarin, karaciger iizerine toksik olan toksini, o-
AMA; plazma ya da serumda 30 saate dek, idrarda ise 72 saate kadar tespit edilebilmistir (20,
31). Biyolojik sivilarda toksin tespiti i¢in radioimmunoassay (RIA), enzim isaretli
immunosorbent assay (ELISA), kapiller elektroforez (CZE) ve ultraviyole ile kombine sivi
kromatografi (LC) gibi yontemler yanlis pozitiflik oram1 ve pratik olmayan laboratuar
prosediirlerinden dolayr klinik uygulamalarda rutin kullanilamamaktadir. Fakat sivi kiitle
spektrofotometri (LC-MS/MS) yontemi, glinlimiizde yiiksek sensivite, spesifite orani ile o-
AMA’in erken tanisini koymada klinik pratikte kullanima aday hem kalitatif hem de kantitatif
bir yontemdir (32). Ancak su an i¢in klinik kullanimda olan rutin bir tani testi yoktur.
Mantarin bir mikolog tarafindan degerlendirilmesi ya da kandan ya da idrardan toksinlerin
Ol¢iilmesi siklikla miimkiin degildir. Bu nedenlerle, mantar zehirlenmelerinin ayirici tanisi,

siklikla klinik bulgulara dayanir.
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Yenebilen mantarlarla zehirli mantarlarin da kesin ayirici 6zellikleri yoktur. Halk
tarafindan zehirli mantarlarin ¢ekici goriinimde olduklar, pisirirken glimiis catal
batirildiginda kararmalari, yabani hayvanlar tarafindan yenmemeleri, koparildiklarinda i¢
kisimlarinin mavilesmesi ve belli bolgelerde yetisen mantarlarin zehirli olmasi gibi mantarlari

ayirmada kullanilan yontemlerin ise bilimsel degeri bulunmamaktadir.

Dogadan toplayarak mantar yeme Oykiisii olan, bulanti, kusma ve diyare gibi klinik
bulgular1 ge¢ ortaya c¢ikan hastalarda, Amanita phalloides tiirli mantarlarla zehirlenmeden
siiphelenilmeli ve hastalardan geldikleri anda alinan kandan, karaciger ve bobrek fonksiyon

testleri bakilmali ve tetkikler 24. ve 48. saatlerde tekrarlanmalidir.
2.2.7 Zehirlenmenin Tedavisi

Amanita phalloides tirii mantarlarla zehirlenmelerde, a-AMA’in gastrointestinal
sistemden emiliminin azaltilabilmesi i¢in dekontaminasyon yontemlerinden mide yikama ve
aktif komiir uygulamasi ilk 1 saat igerisinde Onerilmektedir. Ancak toksin enterohepatik
dolasima girdiginden tekrarlayan dozda aktif komiir uygulamasinin da tedavide yeri

bulunmaktadir.

Antidot olarak, toksinin karaciger hiicresi tarafindan tutulumunu engelleyen silibinin
uygulamasi ayrica yliksek doz kristalize penisilin tedavi protokollerinde yer almaktadir (30).
Ayrica etanol, simetidin, N-asetilsistein (NAS), tioktik asit, steroidler de potansiyel tedavi
seceneklerindendir (33). Ancak oOzellikle hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin sonuglari, toksinin
hiicreler tarafindan tutulmasinin erken dénemde olmasi nedeniyle karaciger hiicre hasarini

Onleyebilmek i¢in tedaviye erken baglanmasi gerektigi bildirmektedir (34, 35).

Silibinin, Amanita phalloides tiirii mantar zehirlenmelerinde kullanilan antidottur.
Silibinin, a-AMA’in karaciger hiicresi tarafindan tutulumunu, karaciger hiicresi lizerindeki
baglanma bolgesine baglanarak inhibe eder ve toksinin enterohepatik sirkiilasyonunu da onler
(36, 37). Ayrica, glutatyon depolarini da artirir, inflamasyonlu bélgede 16kosit migrasyonunu
azaltarak antiinflamatuar etki de yapar (34, 38). 20-50 mg/kg/giin i.v. yolla 48-96 saat

boyunca uygulanmasi 6nerilmektedir.

Penisilin G, yiiksek dozda ve yliksek kan konsantrasyonlarinda, OATP substrati olarak

a-AMA’in karaciger hiicresi tarafindan alimini inhibe eder. a-AMA’e bagl zehirlenmelerde,
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giinliik 300.000- 1.000.000 U/kg i.v. infiizyon ile uygulanmasi Onerilir. Yiiksek doz beta
laktamlarin DNA polimeraz alfa inhibisyonu ile okaryotik hiicre proliferasyonu ve GABA

liretimini azaltarak da hepatik hasar1 6nleyebilecegi bildirilmektedir (39).

N-asetilsistein (NAS), glutatyon dondriidiir. Amanita phalloides tirli mantarlarla
zehirlenmelerde, ilk 60 dakika i¢inde, 150 mg/kg infiizyon, ardindan 4 saat boyunca 50 mg/kg
infiizyon ve hasta klinik olarak iyilesene dek 6.25 mg/kg/saat’lik infiizyon ile uygulanabilir.
Ancak etkililigi ile ilgili yeterince kanit yoktur (40).

Tioktik asit, ¢esitli calismalarda 6zellikle lipid peroksidasyonunu onlemesi ile ortaya
c¢ikan, antioksidan etkisi ile Amanita phalloides tiirii mantarlar zehirlenmelerinin tedavisinde
kullanilmigtir (41). Zehirlenmeden sonraki ilk bir saat igerisinde, 150 mg/kg infiizyon,
ardindan 4 saat boyunca 50 mg uygulanmasi dnerilmektedir. Sonrasinda da 6 saate bir 50-150
mg dozunda uygulanmaktadir. Cesitli calismalarda, mortaliteyi azalttig1 gosterilmis olmasina
karsin, bu tiir mantarlarla zehirlenmelerde kullanimlari ile ilgili yeterli kanitlar yoktur ve

hipoglisemiye neden olmas1 kullanimini kisitlamaktadir(40).
2.3 Karaciger Toksisitesi

Karaciger, ksenobiyotiklerin ve toksinlerin metabolize yani detoksifiye oldugu primer
organdir ve gastrointestinal sistem araciligiyla aliman tiim maddeler portal ven araciligiyla
karacigere gelir (42). Karaciger toksisitesine neden olan ilaglar, endiistriyel maddeler, bitkisel
tiriinler dahil olmak tizere pek ¢ok kimyasal ve biyolojik etken ortak olarak hepatotoksin
olarak isimlendirilir. Karacigerin rejenerasyon kapasitesi yiiksek olmasina ragmen,

hepatotoksinler karaciger hiicrelerinde nekroz ya da apoptozise neden olabilir (43).

Karaciger toksisitesi, ilaglar ya da ksenobiyotiklere bagli olusan karaciger
disfonksiyonu ve hasaridir. Klinikte karaciger toksisitesi, serum alanin transaminaz (ALT)
diizeyinin 3 kat veya daha fazla artmasi ve/veya total bilirubin diizeyinin {ist sinirinin 2 kat
veya daha fazla artis gostermesi ve ile taninir (44). Karaciger toksisitesi, klinik olarak;
asemptomatik olabilir ya da kolestaz, steatoz, akut karaciger nekrozu ve fulminan karaciger
yetmezligine kadar gidebilir. Klinik tablonun degiskenliginin temel nedeni,
hepatotoksinlerin ~ ve altta yatan patofizyolojik mekanizmalarin  ¢esitliliginden

kaynaklanamaktadir.

17



Karaciger toksisitesi, nekroz, steatoz ve kolestaz olmak iizere ii¢ sekilde meydana gelir.
En sik karsilagilan karaciger toksisitesi tipi ise, karaciger nekrozudur. Pek ¢ok ilag¢ ve toksik
madde, karacigerde nekroza neden olabilmektedir. Hatta gelisen karaciger toksisitelerinin
yaklasik yarisindan akut karaciger nekrozu sorumludur. Siroz, fibrozis ve venookliiziv hasar

da diger karaciger toksisite tipleri arasindadir (Tablo 2) (42).

Tablo 2. Karaciger toksisitesine neden olan etkenler ve etki mekanizmalar1

Karaciger  toksisite | Karaciger toksisitesine neden olan etkenler

tipi
Parasetamol, Amanita phalloides, karbon tetraklorir,
dantrolen, diklofenak, halotan, demir, izoniazid, ketokonazol,

Akut nekroz . . A . . > . . ..
metildopa, minosiklin, nitrofurantoin, pirazinamid, fenitoin,
tetrasiklin, troglitazon, valproik asit
Anjiyotensin doniistliriicii enzim inhibitorleri, amoksisilin
klavulonik asit, anabolik steroidler, atorvastatin, azatioprin,
beta laktam antiiyotikler, bosentan, bupropion,

Kolestaz 4 y . . .
karbamazepin, klorpromazin, klopidogrel, eritromisin,
Ostrojen, fosinopril, irbersartan, mirtazapin, fenotiazin,
fenitoin, siilfonamidler, terbinafin, trisiklik antidepresanlar

Steatoz

Mikrovezikiiler Aflatoxin, fialuridin, hipoglisin, niikleozid inhibitorleri,
tetrasiklin, valproik asid

) Amiodoron, tamoksifen

Makrovezikiiler

Siroz, fibrozis Amiodaron, etanol, metotreksat, metildopa, A vitamini

Venookliiziv hasar Busulfan, siklofosfamid, oral kontraseptifler, {iretan

2.3.1. Oksidatif Stres

Karaciger toksisitesinin altinda yatan en onemli mekanizmalardan biri de oksidatif
strestir. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi seklinde

tanimlanan oksidatif stres; kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi-
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perfiizyon patolojileri, diyabet, akut respiratuvar distres sendromu, astim gibi bir¢ok durumun

patofizyolojisinde rol alir.

Serbest oksijen radikalleri (SOR), canlilarda normal hiicresel metabolizma sonucu
ortaya cikar ve fizyolojik siireglere katkida bulunur. Ancak, yiiksek konsantrasyonlarda

hiicrelerin protein, lipid ve DNA gibi komponentlerinde degisikliklere neden olur (45).

Aerobik canlilar SOR’un koétii etkilerine karst enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemlerle donatilmislardir. Fakat patolojik durumlarda bu sistemler devre dis1

kalip hiicreyi savunmasiz birakabilmektedir.
2.3.1.1 Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)
SOR; serbest radikaller ve nonradikaller olmak tizere 2’ye ayrilir.

Serbest radikal: Molekiilinde 1 veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan ve
karsilastigr molekiile reaktivite 6zelligi kazandiran yliksek enerjili molekiildiir. Serbest
radikaller, hiicre metabolizmasinda enerji liretimi i¢in gerekli olan bir¢ok reaksiyon sonucu

ortaya ¢ikmaktadir.

Nonradikal: Kararli yapida bulunan, eslesmemis elektronu bulunmayan, diger

molekiillerle serbest radikalllerden daha zayif reaksiyona giren molekiillerdir.

Hem serbest radikal hem de nonradikal olan bir¢ok SOR olmasina karsin, canl
fizyopatolojisinde onemli etkilere neden olan SOR’leri; siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit

ve hidroksil radikalleridir.
Siiperoksit anyonu

Siiperoksit anyonu; aerobik organizmalarda, molekiiler oksijenin (O;) bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Fizyolojik kosullarda, elektronlar, mitokondri
membrani boyunca elektron transport zinciri araciligiyla transport edilir ve transport sonucu
oksijen suya doniisiir. Elektron miktarmin fazla oldugu i¢ mitokondri zarinda, ksantin
oksidaz, NADPH oksidaz enzimleri araciligtyla siiperoksit anyonu olusturulur. Siiperoksit

anyonu, polimorfoniikleeer hiicrelerde ve makrofajlarda bakterisidal etkilidir.
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Stiperoksitler, siiperoksit dismutaz enzimi ile hidrojen peroksite doniisiir. Sonrasinda
Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlari ile hidrojen peroksit, demir (Fe™) ve bakir (Cu™)

araciligiyla hidroksil radikallerine doniisiir (45).
Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, graniilositik enzimler olan eozinofil peroksidaz ve myeloperoksidaz
araciligiyla olusur. Fe*" veya diger gecis metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve siiperoksit
radikalinin (O*") varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) giicli bir radikal olan hidroksil
radikalini (OH") meydana gelir. Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinden farkli olarak yagda
¢Oziiniir ve olustugu yerden uzaktaki Fe?" iceren hiicresel membranlarda da hasar olusturabilir

(46).
Hidroksil radikalleri

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitten ve metallerin Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonu ile tepkimeye girmesi sonucu olusan, SOR arasinda en potent radikallerdir. Cok
giiclii olduklar i¢in, karsilagtiklart ¢esitli molekiillerden bir proton koparmasi sonucu yeni

radikaller olusturarak hiicrede hasar meydana getirirler (47).
2.3.1.2 Eksojen Oksidanlar

Sigara icimi: Sigara siiperoksid ve nitrik oksit gibi bircok oksidan ve serbest radikal
igerir. Ek olarak sigara dumani inhalasyonu, akcigerlerde nétrofil ve makrofajlarin akiimiile

ettigi ve oksidan hasar olusturdugu endojen mekanizmalar1 aktive eder.

Ozon maruziyeti: Ozon inhalasyonu, solunum yolu epitelinde noétrofilleri
aktivasyonuna ve inflamatuar sitokinlerin salinmasina neden olur. Bu durum, oksijen

rediiksiyonunun artmasina ve SOR artisina neden olur.
Hiperoksijenizasyon: Metabolizma sonucu SOR iiriinlerinin artigina neden olur.

Iyonize radyasyon: Oksijen varhiginda, oksijen ile tepkimeye girerek, hidroksil,

stiperoksit, hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlere doniistiirtir.

Agir metaller: Ozellikle demir, bakir, kadmiyum, civa, kursun, arsenik gibi agir

metaller, SOR miktarinda artma ile hiicrenin lipid ve niikleer proteinlerine zarar verirler.
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Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile siiperoksit ve hidrojen peroksitle reaksiyona girip

hidroksil iyonu meydana getirirler.
Metal >+O7 _ Metal >+ O, Haber Weiss reaksiyonu
Metal >+ H,0, _ Metal™+ OH +OH Fenton reaksiyonu
2.3.1.2 Antioksidanlar

SOR’nin, hiicresel yapilara verecegi hasar1 engellemede gorevli savunma
mekanizmalar1 arasinda, antioksidanlarin enzimatik ya da nonenzimatik yolla etki gostermesi

onemli bir rol oynar. Bu antioksidan molekiillerin etki mekanizmalart:
e Oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi veya konsantrasyonunun azaltilmasi.

e Serbest radikallerle reaksiyona girebilecek metal iyonlarimin ortamdan

uzaklastirilmasi.

e Serbest radikal hasarma yol acan zincirleme reaksiyonlarin baslamasinin

engellenmesidir.

Antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik olmak {iizere 2 grupta smiflandirilirlar.
Enzimatik antioksidan molekiillerin ¢esitleri ve 6zellikleri Tablo 3’de yer almaktadir. Enzim

olmayan baslica antioksidanlar Tablo 4’de yer almaktadir.
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Tablo 3. Enzimatik antioksidanlar

ENZIMATIK . o .
ANTIOKSIDANLAR KISALTMA KATALIZLEDIGI REAKSIYON
] . M™'-SOD+ 0, _ M"-SOD+ O,
Siiperoksit SOD Stiperoksit radikalini
M™! -SOD+ O, +2H" _ M™- .
dismutaz ? temizler
SOD+ H,0,
H,0; 1 yiiksek
Katalaz CAT 2 HO; _ 0,+2 H,0 konsantrasyonda ise
temizler
H202 ‘1 dusuk
Glutatyon 2GSH + H,0, _ GSSG +2 H,0 .
GPx konsantrasyonda ise
peroksidaz )
temizler
AMP+ siilfit+TRX _ 5’-adenilil
Tiroredoksin TRX
stilfat +TRX
2 R- SH +ROOH =R-S-S-R +
Peroksiredoxin PRX
H,O+ ROH
Glutatyon
GST RX + GSH = HX +R-S-GSH
transferaz
Oksijenin suya
indirgenmesi
o ) sirasinda aktif oksijenin
Oksidatif fosforilasyon elektron
Sitokrom oksidaz CYT

transport zinciri

ortama salinimini
engelleyerek SOR

olusumunu engeller.

GSH: Rediikte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon
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Tablo 4. Enzim olmayan antioksidanlar

KIMYASAL
ADI YAPISI
Trans retinol 2
Vitamin A G CHa CHa CHa Yagda ¢oziiniir. Hidroksil
NN NN o radikallerini (OH") temizler
CHs
Askorbik asit
Ho Suda ¢oziiniir. Hem intra hem
o i Hg ekstraseliiler diizeyde SOR’ni
Vitamin C HO._ A o] 1
notralize eder. Yaslanmayla
— plasma diizeyiazalir.
HO OH
Tokoferol Yagda ¢oziiniir. Lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya
Vitamin E = z ? = c¢ikan peroksi radikallerine e
B 2«-.: aadd verir. Kanser hiicrelerinin

apopitozisini artirir ve radikal
olusumunu onler.

Karoten

Beta karoten

S S R TR N N N S S

Bitkilerde yer alan
pigmentlerdir. Yagda ¢oziiniir
peroksi radikalleri ile
stiperoksit radikalini temizler.
Oksidanlarin indiikledigi ,NF-
kB, IL-6, TNF-a liretimini
inhibe eder.

Glutatyon

Glutatyon

H
N._-COOH

Majo6r antioksidandir.
GSH/GSSG orani oksidatif
stresin major belirleyicisidir.
Antioksidan etkisini birgok
yolla gosterir.

Cesitli toksik etkenlere bagh gelisen oksidatif stres, farklh mekanizmalarla viicutta doku

ve organlarda pek ¢ok hasara neden olur

-DNA hasan

Oksidatif stres nedeniyle gelisen DNA hasari, basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligin

patogenezinde onemli rol oynar. SOR’ne bagli DNA hasari, tekli veya ciftli DNA kiriklari,
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plirin-pirimidin bazlarinda mutasyonlar, modifikasyonlar, delesyon ve translokasyon gibi

mekanizmalarla gerceklesir.
-Lipid peroksidasyonu

Oksidatif strese bagli gelisen lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda yer alan
reseptor ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarak hiicre permabilitesinin artmasina neden
olur. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) veya doymamis aldehitler

bir¢ok intraseliiler proteini inaktive ederler (Sekil 4).
-Protein yapilarda konformasyonel degisiklikler

SOR, hiicre i¢i proteinler lizerinde reversibl veya irreversibl oksidatif modifikasyona
yol acarak oksidatif hasar olustururlar. Bu modifikasyonlar peptid zincirinin par¢alanmasi,
protein yiizeyindeki elektrik yiikiiniin degismesi, ¢apraz baglarin degismesi, proteinlerde
konformasyonel degisikliklerdir. Sonug olarak bu degisiklikler, protein yapilarda bozulma ile
protein yapilarin proteazlara duyarliligim1 artirir.  Sistein ve metionin en duyarh

aminoasitlerdir (48, 49).
-Sinyal iletiminde degisiklikler

SOR, sinyal iletimi ile iligkili bir¢ok genin indiiksiyonuna neden olabilir. Yiiksek
glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) orani, hiicreyi oksidatif hasardan koruyan 6nemli bir
faktordiir. Bu oranin ters donmesi inflamatuar yanitta rol oynayan indirgenme duyarl niikleer
faktor kappa B, hipoksi indiikleyici faktor 1 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna

yol agar ve boylece hiicre disindan i¢ine dogru sinyal akimi baglar (50).
2.3.1.4 Oksidatif Stres DNA Hasar1-

SOR’ne bagli, artan oksidatif stres nedeniyle olusan DNA hasari, basta kanser olmak
tizere birgok hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynar. Bu DNA hasari, tekli veya ciftli
DNA kiriklari, piirin-pirimidin bazlarinda mutasyonlar, modifikasyonlar, delesyon ve
translokasyon gibi bir¢ok mekanizmayla gerceklesir. Tekli DNA kiriklar1 hiicre tarafindan
tolere edilebilirken 6zellikle iyonize radyasyonun neden oldugu c¢iftli kiriklar hiicre canliligt
icin tehlikedir. DNA’daki bu modifikasyonlarin sonucu olarak, yaslanma karsinogenez,

norodejeneratif ve otoimmun hastaliklarin gelistigine dair bilgiler literatiirde yer almaktadir.
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(51). Oksidatif stres mikrosatellit bolgelerin (ardisik kisa tekrar bolgeleri) instabilizasyonuna
neden olur. Aktif metal iyonlari, hidroksil radikalleri en sik etkenlerdir. Reaktif radikallerin
DNA’da yol a¢tig1 hasar sonucu olusan iriinler, basta gaz kromotografisi (GC) ve yliksek
basingli likit kromotografi (HPLC) olmak t{izere ELISA (enzim isaretli immunosorban analizi)

yontemi gibi ¢esitli yontemlerle belirlenebilir (46).
2.3.1.5 Oksidatif Stresin Lipidler Uzerindeki Etkisi

SOR, lipid peroksidasyonu araciligiyla hiicre membraninda yer alan reseptor ve
enzimlerin inaktivasyonuna yol agarak hiicre permabilitesinin artmasma neden olur. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan MDA veya doymamis aldehitler bir¢ok intraseliiler proteini

inaktive ederler (Sekil 4).

Serbest
“-"*"’ radikaller]

(o)
@&h O, H20. 0H] .

p |:> ROO-Lipidperoksil :> ROOH-
Lipidhidroperoksit

© :
@ o}

Doymams Yag Asiti

Sekil 4. Lipid peroksidasyon olusumu

2.3.1.6 Oksidatif Stresin Protein Yapilar Uzerine Etkisi

SOR, hiicre i¢i proteinler {izerinde reversibl veya irreversibl oksidatif modifikasyona
yol agarak oksidatif hasar olustururlar. Bu modifikasyonlar peptid zincirinin parcalanmasi,
protein yiizeyindeki elektrik yiikiinliin degismesi, capraz baglarin degismesi, proteinlerde
konformasyonel degisikliklerdir. Sonu¢ olarak bu degisiklikler protein agilimma ve

bozunumuna yol agarak protein yapilarin proteazlara duyarliligini artirir. Sistein ve metionin
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en duyarli aminoasitlerdir (48, 49). Protein karbonilasyonu ve tirozin nitrasyonu

geridoniisiimsiiz oksidatif modifikasyonlar olup sistein modifikasyonlarin geridoniigiimlii

modifikasyonlardir. Oksidatif stres sonucu olusan protein karbonil deriveleri protein
oksidasyonunun en yaygin kullanilan belirteci olup hastaliklar sonucunda olusan oksidatif
stresi  degerlendirmede kullanilir. Olgiim y&ntemlerinin ¢ogu karbonil gruplarin 2,4-
Dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile derivatizasyonu sonucu dinitrofenol (DNP) olusumuna
dayalidir. Son f{iriin spektrofotometrik, ELISA ve Western Blotting gibi ydntemlerle
olgiilebilir (46).

2.3.2 Oksidatif Stres ve Karaciger

Hepatositler stirekli olarak SOR f{iretirler. Ayrica karacigerdeki nonparenkimal hiicreler,
Kupffer hiicreleri, endotelyal hiicreler, polimorfoniikleer lokositler ve makrofajlar da
indirgenmis oksijen irlinleri ve nitroradikal iretebilirler. Saglikli kisilerde, karaciger
hiicreleri, oksidanlar1 belirli bir konsantrasyonda tutarak viicuda zarar vermesini engelleyecek
diizeyde antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu antioksidan kapasiteye ornek olarak, C ve E
vitaminleri, metal sekestrasyonuna yardimci olan ferritin, lipit peroksidazlar1 detoksifiye
eden glutatyon peroksidaz, tiol zengin peptidlerin en dnemli 6rnegi olan glutatyon verilebilir.
Glutatyon, oksidanlarla reaksiyona giren major enzimlerin kofaktorii olarak gorev yapar.
Karaciger, hiicrenin en onemli antioksidani olan glutatyonun temel olarak sentezlendigi

organdir.
2.3.3 Akut Karaciger Nekrozu

Karaciger toksisitelerinin yaklasik yarisindan, akut karaciger nekrozu sorumludur. Akut
karaciger nekrozununda; karaciger hiicrelerinde, hiicre membraninin riiptiire olmasi ile
saliman hiicresel icerige yanit olarak masif inflamatuar reaksiyon gelisir. Histomorfolojik
olarak ise, karacigerde; inflamasyon, balonlagsmis hepatositler, sinlizoidal genislemeler
goriiliir (52). Nekrozun biiyiikliigii ile orantili olarak, karaciger fonksiyonlar1 kismen ya da
tamamen ortadan kaybolabilir. Akut karaciger nekrozuna en sik neden olan etkenler;
toksinlerden, parasetamol, Amanita phalloides gibi siklopeptid iceren mantarlar, CCls gibi

ucucu hidrokarbonlar ve izoniaziddir (42).
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2.3.3.1 a-AMA’e Bagh Karaciger Nekrozu

a-AMA, karaciger nekrozu yapan toksik etkenler arasinda 6nemli bir yere sahiptir. o-
AMA ile karaciger nekrozu gelisimi, pek ¢ok deneysel arastirmada gosterilmistir. a-AMA’in
karaciger nekrozunun olusum siirecindeki en bilinen mekanizmas1 hepatositlerde RNA
polimeraz II’ye baglanarak inaktif hale getirmesi ve hiicre canliliginin devami igin gereken
proteinlerin sentezinin olmazsa olmazi mRNA sentezinin bozulmasidir. Bu sentezin
bozulmasi direk hiicre 6liimiine neden olur (5). Hepatositler de, SOR miktarin1 artirarak
nekroz veya apopitozis siirecini baglatir. Diindar ve arkadaglarinin yaptig1 deneysel caligsmada,
a-AMA toksisitesinin oksidatif stres biyobelirteglerinin tlizerindeki etkisi arastirilmis ve
ozellikle maruz kalinan toksinin dozu artttkca SOD, MDA gibi oksidatif stres
parametrelerinde anlamli oranda artig tespit edilmistir (53). Bu artis, a-AMA’e bagl artan
dozlarda gelisen karaciger nekrozu ile de orantili bulunmustur. /n vitro calismalar, o-AMA
maruziyetine bagl gelisen karaciger toksisitesinde, a-AMA’in TNF- a’ya sinerjistik etkisi ile
apoptozisi indiiklemesi, SOR artis1 nedeniyle oksidatif stres olusturmasini sorumlu
tutmaktadir (52, 54). Oksidatif stres gelisimi ile,  siiperoksit dismutaz (SOD) ve
malonildialdehit (MDA) artis1 ve katalaz diizeyinde diisme gozlenmektedir (Sekil 5) (54). a-
AMA ile gelisen karaciger toksisitesinin histomorfolojik bulgular1 ise yagl dejenerasyon,
sentrilobuler nekroz ve hemorajidir (10). Hiicresel diizeyde olugan nekroz ve/veya apoptozis

stireci a-AMA’in klinik bulgularinin geg¢ ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.-

Simkrn{ KASPAZ-3 —_— *
7
— @

P a-AMA ———)sor 11

— X

sopt 11

KATALAZ

0, —> H,0, H,0, —> H,0+0,

Sekil 5. a-AMA’in oksidatif hasar olusturma mekanizmasi (SOD: siiperoksit dismutaz,

SOR:serbest oksijen radikalleri)

27



2.3.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda a-AMA

Hepatosit hiicre kiiltiirlerinde, a-AMA maruziyetinden 24-48 saat sonra, hiicre
canliliginda azalma gosterilmis ve a-AMA’in hepatosit hiicre kiiltlirlerinde 12 saat igerisinde
hepatositler tarafindan tutulumunun gergeklestigi bildirilmistir (35, 55). Hiicre kiiltiiri
calismalarinda, silibinin, N-asetilsistein ve benzilpenisilinin hepatosit hiicre canliliginda
artmaya neden oldugu, rifampisin ve seftazidimin ise hiicre canliligin1 artirmadigi

gosterilmistir (35).

Primer kdpek hepatosit hiicre kiiltiirlerinde de 12 saat boyunca a-AMA maruziyetinin,
a-AMA konsantrasyonu ve maruz kalinan siire ile orantili sekilde hiicre canlilifinda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Bir baska c¢alismada da insan karaciger hiicre
kiiltiiriinde, apoptozisin a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde rolii oldugu ve apoptozisin
programli hiicre 6liimiinde 6nemli rolii olan ve apoptotik belirte¢ olarak kabul edilen kaspaz
enzimlerinden kaspaz-3 bagimli oldugu da gosterilmistir (56). Apoptozisin 6zellikle 6 saatlik
maruziyet sonrasinda belirgin oldugu bildirilse de (56), kopek karaciger hiicre kiiltiirlerinde
apoptozis ve nekrozun es zamanl olarak a-AMA’e maruz kalinan siire ve konsantrasyon ile

orantil1 sekilde gergeklestigi gosterilmistir (24).

Hiicre kiiltiirti ile yapilmis c¢alismalarda, a-AMA’in, lipid peroksidasyonunu, SOD
diizeyini artirdig1 ve katalaz diizeyini diisiirdiigii bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, silibininin
lipid peroksidasyonu {izerine olumlu etkileri gozlenirken benzilpenisilinde benzer etki
gozlenmemistir. NAS ve benzilpenisilinin insan karaciger hiicre kiiltiiriinde yasayan hiicre
sayisint artirdigl ve apoptozisi azalttigi gosterilmistir (38). Dolayist ile hiicre kiiltiiriinde, o-
AMA ile karaciger hiicrelerinde 6liim gozlendigi ve cesitli tedavilerinde erken donemde

uygulandiginda etkili oldugu géze ¢arpmaktadir.
2.4 Resveratrol

Resveratrol non-flavanoid stilben igeren polifenolik yapida bir bilesik olup kimyasal
ad1 trans-3,4,5,-trihidroksistilben’dir (57). Resveratroliin cis ve trans olmak tizere 2 kimyasal
konfigiirasyonu vardir ve ultraviyole 1s1n1 ile trans formu cis formuna doniismektedir (58).
Dogal fenol ve fitoleksin yapida olan resveratrol, basta kirmiz1 tiziim olmak {izere yer fistigi,

cam ve baklagiller dahil dogada yaklagik 72 adet bitkide bulunmaktadir (59). Geleneksel
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Japon ve Cin tibbinda Polygonum cuspidatum kurutulmus kokleri kalp, karaciger ve cilt
hastaliklarini tedavide kullanilmistir. Resveratrol ilk kez 1939 yilinda Veratrum grandiflorum
adl bitki kokiinden elde edilmistir ve resveratrol adi bu bitki tiiriiniin igerdigi resorsinol adli
maddenin isminden tiiretilmistir (58, 60).- Fakat resveratroliin esas popularitesi, 1992°de
“Fransiz paradoksu” adi verilen Fransiz mutfaginin yiiksek miktarda doymus yag igerikli
olmasmma ve yogun sigara tliketimine ragmen O6zellikle Bordeaux bolgesinde yasayan
kesiminde, kalp hastaliklarinin yok denecek kadar az goriilmesinin bilim adamlari tarafindan
gbzlemlenmesi sonucu artmistir (61). Bordeaux bdlgesinin rutubetli havasinda yetisen
“cabernet sauvignon” cinsi liziimlerin kabugunda olusan kiif mantar1 olan Botrytis cinerea
enfeksiyonu nedeniyle asir1 miktarda resveratrol sentezlenir. Beyaz sarap yapiminda bu
lizimlerin kabuklar1 fermente edilmediginden sadece kirmizi sarapta tespit edilebilecek

miktarda resveratrol bulunur (62).
2.4.1 Resveratroliin Farmakokinetik Ozellikleri
Absorbsiyon

Resveratroliin suda ¢oziiniirliigii distiktiir. Lipofilik  oldugundan, gastrointestinal
sistemden yliksek oranda emilir. Resveratroliin hidroksil grubuyla birlestirilmesi sonucu
intestinal absorbsiyonu artar (63, 64). Integrin adi verilen tasiyicilarla bagirsaktan pasif
difiizyon ile emilir.Biyoyararlanimi ise diisiiktiir. Diisiik biyoyararlanimina ragmen in vivo
calismalarda etkili bulunmasi, enterohepatik dolasim  aracilifiyla ince bagirsaklardan
reabsorbsiyonu ile karaciger gibi hedef dokularda siilfat ve glukronid konjugasyonlarina

doniigiimii oldugu diistiniilmektedir(64)
Dagihim

Serbest formu, albumin ve LDL’ye (diisiik dansiteli protein) baglanarak hiicre
membraninda dzellesmis reseptorler aracilifiyla serbestlesir ve hiicre icine girer (65). in vivo
ve in vitro ¢aligmalarda trans resveratroliin % 90 dan fazlasinin insan plasma lipoproteinlerine
baglandig1 gosterilmistir (66, 67). Yag asitleri lipofilik ortami saglayarak resveratroliin
karaciger hiicrelerinde yer alan 6zel transmembran tasiyici proteinlerine yiiksek afinite

gostermesine aracilik eder (68).

29



Metabolizma

Resveratrol, karacigerde metabolize olur ve enterohepatik dolasima girer. Kendi
metabolizmasini faz 2 hepatik detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesini artirarak indiikleyen

resveratrol, karacigerde siilfat ile glukronik asit ile konjuge olur (64, 69).
Atihhm

Resveratrol her ne kadar lipofilik yapida olsa da hidrofilik bilesikler gibi metabolitleri
bobrekler araciligiyla viicuttan atilir. Az bir orani ise enterohepatik sirkiilasyona girmesinden

dolay1 feges yoluyla atilir.

Resveratroliin  farmakokinetik 6zelliklerinin arastirildigi  ¢aligmalarda, yarilanma
Oomriinlin siganlarda i.v. farkli dozlarda uygulamada 168-647 dakika arasinda oldugu
bildirilmistir (70). Farelerde yapilan in vivo bir ¢alismada ise resveratroliin intraarteriyel 60
mg/kg uygulandiginda yarilanma omrii 109.75£22.90 dakika, bagka bir calismada da 15
mg/kg dozda intraarteriyel uygulandiginda 201.2+158.12 dakika olarak saptanmigtir (71).
Resveratroliin trans analogu ile ilgili siganlarda yapilmis in vivo akut toksisite ¢alismalarinda,
50, 150, 500 mg/kg/giin 28 giinliik uygulamalarinda ve kronik toksisite ¢caligmalarinda da 700
mg/kg/giin dozun {lizerinde 90 giinliik uygulamada herhangi bir yan etkiye neden olmadig1 ve
giivenli oldugu bildirilmektedir (72). Yapilan klinik c¢alismalarda erigkinlerde trans-
resveratroliin giinliik tolere edilen dozu 1 ay boyunca 5 g/giin oldugu belirtilmis fakat 1g/giin
tistii dozlarda resveratrol CYP2C9 inhibe ettigi dolayisiyla bu enzimle metabolize edilen

ilaglarla etkilesebilecegi bildirilmistir (73).
2.4.2 Resveratroliin Etki Mekanizmasi

Resveratroliin ~ simdiye kadar yapilan ¢alismalarda gosterilen antioksidan,
antiinflamatuar, antikanser Ozelliginin altinda yatan en onemli mekanizma oksidatif strese
kars1 olan gii¢lii koruyucu etkisi olsa da molekiiler diizeyde bir¢ok sinyal yolaklar: ile olan

iligkisi glintimiizde popiiler aragtirma konularindandir (57, 62).

Resveratroliin karaciger toksisitesini Onleyici veya iyilestirici etkisinin altindaki

mekanizmalar asagida yer almaktadir:

30



1. SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini artirarak

serbest oksijen radikallerini hiicreden temizlemesi ile gosterdigi antioksidan etki,
2. TNF-a’y1 baskilayarak gosterdigi antiinflamatuar etki,

3. Mitokondriyal metabolizma, glukoneogenez ve lipid metabolizmasi gibi karaciger
hiicre fonksiyonlarda kritik 6nemi olan peroksizom-proliferatdr-aktif reseptor y ko-

aktivatorii-1o’nin aktivasyonu,

4. Hiicre biiylimesinde gorev alan bir¢ok transkripsiyonel reseptér faktorleriyle

etkilesim halinde olan, AMP-iliskili kinaz ve sirtuin 1 sensérlerinin aktivasyonu,

5. Ksenobiyotiklerin hepatik metabolizmasinda Faz 1 ve 2 enzimlerinin

inhibisyon/indiiksiyonu yoluyla detoksifiye edilmesi.

Literatiirde, resveratroliin cesitli ajanlara bagli karaciger toksisitesini Onleme ve

iyilestirmesi lizerine ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir:
2.4.3 Parasetamole Bagh Karaciger Toksisitesinde Resveratrol:

Resveratroliin parasetamole (APAP) bagh karaciger toksisitesini dnleyici etkilerine dair
pek cok deneysel calisma bulunmaktadir. Farelerde, 3 glin boyunca, ti¢ farkli dozda oral
resveratrol tedavisi sonrasinda, 400 mg/kg APAP ile olusturulan karaciger toksisitesi
modelinde, resveratroliin; CYP2E1, CYP3A1ll ve CYP1A2 enzimlerini inhibe ederek
APAP’in toksik metaboliti olan N-asetil-p-benzokininamin (NAPQI)’e
biyotransformasyonunu engelledigi ve dolayisiyla karaciger toksisitesini Oonemli oranda
engelledigi gosterilmistir (74). Sener ve arkadaslarinin 2006 yilinda Balb-c farelerle yaptigi in
vivo ¢aligmada ise, parasetamol toksisitesi (900mg/kg 1.p) olusturularak hemen sonrasinda
resveratrol (30 mg/kg i1.p.) uygulandiginda, APAP toksisitesine baglh artan TNF-o ve azalan
MDA, myeloperoksidaz (MPO) ve glutatyon seviyeleri resveratrol tedavisi sonrasi kontrol

diizeylerine donmiistiir. (75).
2.4.4 CCl4 Bagh Karaciger Toksisitesinde Resveratrol:

Karbontetrakloriir (CCly), karaciger hiicrelerinde, lipid peroksidasyonu olusturarak
hiicre membran yapisint ve hiicre i¢i dengeyi bozarak 6liime neden olan bir maddedir (76).

Resveratrol, farelerde olusturulan CCl, karaciger toksisitesinde, oksidatif hasara bagl gelisen
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apoptozisi kaspaz 8 ve aktive kaspaz 3 ekpresyonunu azaltarak engellemis ve proinflamatuar
sitokinler olan TNF-o ve IL-6’y1 azalttigi gosterilmistir. Histomorfolojik incelemede,

resveratrol, olusan sentrilobuler nekroz alanini da kii¢iiltmiistiir (77).
2.4.5 Alkole Bagh Karaciger Toksisitesinde Resveratrol:

Alkol metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan metabolitler hiicre i¢i SOR’nin artmasina,
oksidatif stress gelisimi ile karaciger hasarinin ortaya c¢ikmasina neden olur. (78).
Resveratroliin alkole bagli karaciger toksisitesinden de koruyucu etkisi gosterilmisdir. Balb/c
farelerde, etanole bagli gelisen karaciger hasarinda, 35 giin boyunca i.p. resveratrol
tedavisinin, histomorfolojik incelemelerde, alkole bagli gelisen santral ven etrafinda
inflamasyon, sentrilobuler nekroz, karaciger hiicre boyutlarinda artig gibi bulgular1 diizelttigi
gosterilmistir (79). Resveratroliin, yag asidi oksidasyonunu artirarak ve lipogenezi azaltip
karaciger yaglanmasini engelleyerek alkole bagli karaciger toksisite gelisimini azalttig

bildirilmektedir (80).
2.4.6 Diger Ksenobiyotiklere Bagh Gelisen Karaciger toksisitesinde Resveratrol:

e Tiiberkiilloz tedavisinde kullanilan, izoniazid ve rifampisinin karaciger iizerinde
toksik etkisini in vivo olarak farelerde, SIRT1 mRNA ekspresyonunu diizenleyerek

ve myeloperoksidaz aktivitesi ile sitokin seviyelerini diistirerek (81);

e Androjen reseptOriiniin kompetitif antagonisti olan flutamide bagh karaciger
toksisitesini in vitro kosullarda sican karaciger hiicrelerinde, mitokondriyal membran

potansiyeli ile glutatyon seviyelerini artirip lipid peroksidasyonunu azaltarak (82);

e Metotreksata bagli karaciger toksisitesini, si¢anlarda, in vivo olarak lipid
peroksidasyonu gostergesi olan tiobarbitiirik asit reaktif madde, katalaz ve

Glutatyon-S-transferaz ezim diizeyini diisiirerek (83);

e Sicanlarda, antikonviilzan sodyum valproik asite bagli karaciger toksisitesini

CYP2E1 enzim inhibisyonu ile aktif metabolitine doniisiimiinii azaltarak (84);

e Naftaline baghh karaciger toksisitesini, farelerde doku glutatyon, plasma total
antioksidan kapasitesinde, doku MDA, MPO ve kollajen diizeylerinde anlamlh
diislise neden olarak (85);
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e Cevresel kirlilige ve arsenige bagli karaciger toksisitesini in vivo olarak sican
karacigerinde, dokuda arsenik birikimini azaltarak ve plazmada SOD, katalaz,

glutatyon diizeylerini artirarak 6nledigi gosterilmistir (86).
2.5. Silibinin

Silimarin, arkeolojik verilerle kullanimi tarihi eski Misir donemine dayanan Silybum
marianum (sevketi bostan) bitkisinin ¢ekirdeklerinin ekstraksiyonu ile elde edilen ve bir¢ok
karaciger hastaliginin tedavisinde kullanilan yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
flavonoglikandir (10, 87). Silimarin de bulunan aktif komponentler olan silibinin, silidianin,
izosilibinin ve silikristin i¢inde, antioksidan 6zelligi en yiiksek olani silibinindir. Elde edilen

ekstratlarin %70-80 icerigini de silibinin olusturmaktadir (5).

Hidrofilik yapida olan silibininin oral biyoyararlanimi diisiiktiir ve gastrointestinal
sistemden yaklasik %23-47 oraninda emilir. Bunun nedeni hem bagirsaktaki emilimin
yetersiz olmas1 hemde karacigerde ilk gec¢is eliminasyonuna ugramasidir (88). Dolayisiyla
parenteral formu maksimum absorbsiyon i¢in tercih edilir. Silibinin absorbsiyon sonrasi
sistemik dolagima gectiginde karacigerde sitokrom P450 enzimleri tarafindan konjugasyona
ugrayarak metabolize olur. Safra yoluyla atilan silibininin sadece %5’lik kismu total silibinin

olarak idrar yolu ile atilir (89).

Legalon® SIL, silibinin parenteral formudur. Her bir flakonda 528.5 mg silibinin-C-
2’,3-dihidrojen siiksinat ihtiva eder ve bu yaklasik 350 mg silibinine es degerdir. a-AMA’e
bagli karaciger toksisitesinde onerilen dozu ise 5 mg/kg intravendz yiliklemenin ardindan 20

mg/kg 24 saat iv inflizyon seklindedir.

Silibinin, gesitli toksisite modellerinde, apoptozis ve inflamasyonu baskilayarak pek
cok patolojik durumu tedavi etmede kullanilmaktadir (90). Silibininin bu etkisini, 6zellikle
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu 6nleyerek olusturdugu bildirilmektedir(91). Silibinin
antikanserojen, antifibrotik, antidiyabetik, antiinflamatuar, antioksidan etkinlikleri ve bu
etkinliklerinin altinda yatan kimyasal ve hiicresel mekanizmalarla ilgili arastirmalar hala

devam etmektedir(88).
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Silibininin Amanita phalloides’e bagh karaciger toksisitesinde etkililigi

Glntimiizde Amanita phalloides’e bagll karaciger toksisitesinde, silibinin-C-2’,3-
dihydrogen siiksinat, parenteral yolla antidot olarak kullanilsa da etkililigini gosteren klinik
kanitlar yeterince giiclii degildir. /n vivo ve in vitro deneysel calismalarda, silibininin a-
AMA’e bagl karaciger toksisitesini onleme mekanizmalar1 arasinda, a-AMA’in karaciger
hiicresi icine OATP aracilifiyla transportunu inhibe etmesi, biliyer sekresyonu azaltarak o-
AMA enterohepatik dolasimini engellenmesi, SOD aktivitesinin sitiimiile etmesi, glutatyon
seviyesini artirmasi, hasarlanan karaciger hiicrelerinden TNF-a salinimini baskilanmasi, RNA
polimeraz I aktivitesini stimiile ederek a-AMA tarafindan inhibe edilen RNA polimeraz 11

fonksiyonunu kompanze etmesi gibi mekanizmalar 6ne ¢ikmaktadir (5, 10, 92).

Insan karaciger hiicre kiiltiiriinde olusturulan o-AMA toksisite modelinde silibininin,
12, 24 ve 48 saat uygulandiginda hiicre hasarini anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir
(34). Farkli hayvan modellerinde de, yine silibinin karaciger lizerinde koruyucu 6zelligini
gosteren calismalar bulunmaktadir. Kopeklerde olusturulan in vivo a-AMA toksisite
modelinde silibinin oral yolla verildiginde karaciger {iizerinde koruyucu etkisi oldugu
gosterilirken farelerde yapilan in vivo toksisite modelinde ise silibinin intraperitoneal

verildiginde anlamli bir etki gdzlenmemistir (41, 93).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi
Arastirmamiz; randomize, kontrollii deneysel bir ¢alismadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Deneysel c¢alismalar, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda 2015 ve 2016 yillar1 arasinda gergeklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Arastirma insanlar iizerinde yapilan klinik bir ¢alisma olmadigindan evren ve drneklemi

bulunmamaktadir.
3.3. Calisma Materyali

Calismamizda agirliklar1 20-30 gram arasinda degisen 140 adet Balb/c tiirii erkek fare
kullanildi. Fareler, DEUTF Laboratuvar Hayvanlar1 Bilim Dali’ndan temin edildi. Fareler 12
saat aydinlik 12 saat karanlik ortam kosullarinda DEUTF Laboratuvar Hayvanlar1 Bilim Dali
sican barinma odasinda standart yem ve su ile beslendi. Fareler deneyden 6nceki giin Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali1 Laboratuari’na getirildi. Deney kosullarini standardize etmek igin

fareler, deney Oncesinde 12 saat a¢ birakildu.
3.4. Calisma Protokolii

Farelerde karaciger fonksiyon testlerinin ve Direk ve indirek bilirubinin bazal

degerlerinin belirlenmesi

Deneysel ¢alismamizda, farelerden kan alinmasi konusunda deneyim kazanabilmek i¢in
15 adet Balb/c fareden, kardiyak ponksiyon ile kan alinmasi ¢alismasi yapildi. Kan alinabilen
farelerin ayrilan serumlarindan, deneyde degerlendirecegimiz biyokimyasal parametreler
olan; AST (Aspartat Aminotransferaz), ALT (Alanin Aminotransferaz), total ve direk
bilirubin diizeyleri 06l¢iildii. Boylelikle higbir tedavi almamis farelerin deneyde

degerlendirilecek parametrelerinin bazal degerleri konusunda bilgi edinildi.
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On calisma
e o-AMA’in karacigerde toksisite olusturan dozunu bulmak,
e Deney gruplarinda kullanilacak olan resveratrol ve silibinin ¢dziiciisii Dimetilsiilfoksit

(DMSO)’in, resveratroliin diger bir ¢oziiciisii olan %96’lik alkoliin ve silibininin rutin
tedavide kullanilan ticari preparati olan Legalon®’un karaciger iizerine etkisini

degerlendirmek
3.4.1. Protokolde yer alan is paketleri
3.4.1.1. On Calisma
1. Alfa-amanitin (e-AMA)’in karacigerde toksisite olusturan dozunun belirlenmesi

a-AMA’in LDsy’si 0.6 mg/kg (i.p.) olarak bildirilmektedir (41). Balb/c farelere, o-
AMA’in literatiirdeki LDsy’si (0.6 mg/kg) (n=4) i.p. yolla uygulandi. Ancak 48 saatlik izlem
sonunda farelerde oliim gozlenmedi. Eter anestezisi altinda, kardiyak ponksiyonla alinan
kanda AST ve ALT degerlerinde ilimli yiikselme olmasi ve histomorfolojik olarak
degerlendirilen karaciger dokusunda yeterli hasar olusmamasi iizerine a-AMA’in karaciger
tizerinde toksik dozunu bulabilmek amaciyla a-AMA dozu logaritmik olarak artirilarak (0.25,
0.5 ve 1 log artislarla), farelere sirasiyla 1.08 mg/kg (n=10), 1.4 mg/kg (n=10) ve 1.92 mg/kg
(n=8) a-AMA uyguland1 ve a-AMA i¢in doz-cevap egrisi ¢ikarildi.

Tim farelerin deney baslangicinda ve 48. saatte, sakrifiye edilmeden once agirliklari

Olciildi ve agirlik farklar ortalamalart degerlendirildi.
2. Coziiciilerin ve Legalon®’un karaciger iizerine etkilerinin degerlendirilmesi
2.a. 6 saat arahkh DMSO grubu (n=5):

Deney gruplarimizda kullanacagimiz resveratrol (16 mg/mL) ve silibinin (10 mg/mL)
DMSO’de ¢oziinmektedir. DMSO’in tek basina karaciger lizerine etkisini gdstermek amaciyla
planlandigimiz bu deney grubunda; resveratroliin etkililigini gostermek ve silibininin etkililigi
ile karsilastirmak tlizere planladigimiz deneysel protokol géz oniinde bulundurularak; farelere

%0.9’luk sodyum kloriir ve es zamanli olarak DMSO intraperitoneal olarak uygulandi.
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DMSO enjeksiyonlari, 6 saat aralikli olarak 48 saat boyunca 8 kez tekrarlandi. Fareler, 48 saat

boyunca gozlendi ve 48. saatte eter anestezisi altinda sakrifiye edildi(Sekil 6).
2.b. Alkol grubu (n=3):

Resveratrol ayn1 zamanda %96°lik alkolde de ¢oziinmektedir. %96’lik etil alkoliin tek
basina karacigere etkisinin gosterilmesi amaciyla farelere %0.9’luk sodyum kloriir ve es
zamanli olarak %96°lik alkol i.p olarak uygulandi. Enjeksiyonlar 12 saat aralikli olarak 3 kez
tekrarlandi. Deney gruplarinda standardizasyon amaciyla, silibinin 6 saat araliklarla
uygulanacagi i¢in 6., 18., 30. ve 42. saatlerde de farelere %0.9°’luk sodyum kloriir
enjeksiyonlar1 yapildi (Sekil 6).

2.c. 12 saat arahkh DMSO grubu (n=3):

12 saat araliklarla uygulanan DMSO’in karacigere etkisinin gosterilmesi amaciyla
farelere  %0.9’luk sodyum kloriir ve es zamanli olarak DMSO 1i.p olarak uygulandi.
Enjeksiyonlar 12 saat aralikli olarak 3 kez tekrarlandi. Deney gruplarinda standardizasyon
amaciyla, silibinin 6 saat araliklarla uygulanacagi i¢in 6., 18., 30. ve 42. saatlerde de farelere

%0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonlar1 yapildi (Sekil 6).
2d. Legalon® grubu (n=3):

Legalon®, silibinin igeren ticari urlindiir (350 mg/flk). Legalon®’un tek basina
karacigere etkisinin gdsterilmesi amaciyla farelere %0.9’luk sodyum kloriir ve es zamanl
olarak silibinin i.p olarak uygulandi. Legalon® enjeksiyonlari, 6 saat aralikli olarak 48 saat
boyunca 8 kez tekrarlandi. Fareler, 48 saat boyunca gozlendi ve 48. saatte eter anestezisi

altinda sakrifiye edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Deneyde kullanilabilecek ¢oziiciilerin ve Legalon®’un karaciger iizerine etkisinin

degerlendirildigi 6n calisma gruplari (Serum fizyolojik (SF): %0.9’luk Sodyum

kloriir, Alkol (A), DMSO(D): Dimetil stilfoksit, Legalon (L).

Tiim enjeksiyonlar, 0.5 mL hacim igerisinde belirtilen saatlerde, i.p yolla uygulandi.

Tim fareler, 48 saat boyunca gozlendi. 48 saat sonunda, eter anestezisi altinda servikal

dislokasyon ile sakrifiye edilen farelerden kardiyak ponksiyonla 0.3-0.8 mL arasinda kan

alind1 (Sekil 7). Histomorfolojik incelemeler i¢in, median lobdan alinan karaciger 6rnekleri

formaldehit solusyonuna konuldu. Alinan kanlardan ayrilan serumlardan, AST, ALT, Total

Bilirubin ve Direk Bilirubin diizeyleri 6l¢tildii. (Sekil 8). Karaciger o6rnekleri, histomorfolojik

olarak skorlandi.
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Sekil 7. Fareden kardiyak ponksiyon ile kan alinmasi

Sekil 8. Fareden karaciger 6rneginin alinmast
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Karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT), Total Bilirubin ve Direk Bilirubin diizeyleri,
farelerde cinsiyete ve deneyin yapildigi kosullara gore degisebilmektedir. Bu nedenle kontrol
grubuna gore belirtilen degerlerde istatistiksel olarak anlamli yiikselme ve histomorfolojik
olarak karaciger hiicrelerinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu, nekroz, apoptozis varliginin

gosterilmesi karaciger toksisite Ol¢iitii olarak kabul edildi.
3.4.2. Deney Protokolii

Calismada, fareler randomize olarak 6 gruba ayrildi. Deney gruplarinda, 6n ¢aligmada
karaciger toksisitesi olusturan a-AMA dozu (1.4 mg/kg) ile karaciger toksisitesi olusturuldu
ve 6 saat aralikli olarak asagida ayrintili sekilde belirtilen tedaviler, i.p yolla uygulandi.
(Sekil 9).

Deney Gruplan
1. AMA+DMSO grubu (n=12):

Farelere, 1.4 mg/kg a-AMA, DMSO ile es zamanl olarak uygulandi. DMSO enjeksiyonlari,
12 saat araliklarla 48 saat boyunca tekrarlandi. Deney gruplarinda girisimsel standardizasyonu

saglamak i¢in; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de %0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonu uygulandi.
2. AMA+SF grubu (n=16):

Farelere, 1.4 mg/kg a-AMA, %0.9’luk sodyum kloriir ile es zamanli olarak uygulandi. DMSO
enjeksiyonlari, 12 saat araliklarla 48 saat boyunca tekrarlandi. Deney gruplarinda girisimsel
standardizasyonu saglamak i¢in, 6 saat araliklarla %0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonu 7 kez

tekrarlandi.
3. Es zamanh Resveratrol grubu (30 mg/kg, n=10):

Farelere, 1.4 mg/kg a-AMA, resveratrol ile es zamanli olarak uygulandi. Resveratrol tedavisi,
12., 24. ve 36. saatlerde 3 kez tekrarlandi. Deney gruplarinda girisimsel standardizasyonu

saglamak i¢in; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de %0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonu uygulandi.
4. 128 Resveratrol grubu (30 mg/kg, n=13):

Farelere, 1.4 mg/kg a-AMA, %0.9’luk sodyum kloriir ile es zamanli olarak uygulandi.

Resveratrol tedavisi, 12, 24 ve 36. saatlerde 3 kez tekrarlandi. Deney gruplarinda girisimsel
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standardizasyonu saglamak icin; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de %0.9’luk sodyum kloriir

enjeksiyonu uygulandi.
5. 24S Resveratrol grubu (30 mg/kg, n=13):

Farelere, 1.4 mg/kg a-AMA, %0.9’luk sodyum kloriir ile es zamanli olarak uygulandi. %0.9
sodyum kloriir enjeksiyonu, 12. saatte de uygulandi. Resveratrol tedavisi, 24. ve 36. saatlerde
2 kez tekrarlandi. Deney gruplarinda girisimsel standardizasyonu saglamak i¢in; 6, 18, 30 ve

42. saatlerde de %0.9’luk sodyum kloriir enjeksiyonu uygulandi.
6. Silibinin grubu (5 mg/kg, n=13):

Farelere, 1.4 mgkg o-AMA, silibinin ile es zamanhi olarak uygulandi. Silibinin

enjeksiyonlari, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ve 42. saatlerde 7 kez tekrarlandi.

ﬁ 0 6 12 18 24 30 36 42 48
m A+SED SE S SE D SE > SE > sE D) s D) sE D X
% ADS SES D D> SEND D>SEYD D sED X
E AR SEDS R DSED R DOSED R D sFY X
E A+SES SES R D SES R D SEY R D SED X
E KZSE) JSEDD 5B I5E TR 56 TR JS5ED X
E Assil sit > osit S osit > osit D osit > osit ) osit > x

Sekil 9. Deney protokolil (A: a-Amanitin, NaCl: %0.9’luk Sodyum kloriir, R: Resveratrol,
Sil: Silibinin, X: Sakrifikasyon)

Tim farelerin deney baslangicinda ve 48. saatte sakrifiye edilmeden once agirliklari
Olciildii ve agirlik farklar1 ortalamalar1 degerlendirildi. Fareler, 48. saatte eter anestezisi
altinda sakrifiye edildi ve kardiyak ponksiyonla yaklasik olarak 0.3-0.8 mL arasinda kan
alindi. Karacigerin median bolgesinden alinan 6rnekler, histomorfolojik incelemeler i¢in %10

formaldehit soliisyonu igerisine ve elektron mikroskopik incelemeler i¢in gluteraldehit
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soliisyonu i¢ine kondu. Karaciger sag lobundan alinan ornekler de, soguk (+4°C) Fostfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikand1 ve oksidatif stres parametrelerinin 6l¢iilebilmesi i¢in

once s1v1 azot igerisine konuldu. Analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklandi..
3.4.3. Deney Gruplarinda Degerlendirme Yontemleri
3.4.3.1. Histomorfolojik Degerlendirme:

Karaciger dokusuna ait 6rnekler %10’luk tamponlu formalinde fikse edildi ve parafine
gomiildii. Daha sonra karaciger dokusu 6rneklerinden 5 um’lik kesitler alindi, Hematoksilen-

Eozin (HE) ile boyanda.
Hematoksilen Eozin boyamasi;

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 2 saat siireyle 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ortamdaki ksilene tabi
tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolii alkol ve % 96’dan % 70’e
azalan alkol serilerinden gecirildi. Kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika
Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi.
Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akan suda
yikanan kesitler, 2 dakika FEozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
absolii alkol serilerinden gecirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20°ser dakika ii¢ degisim

ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

Karaciger doku ornekleri karaciger hiicre hasar1 yoniinden incelendi. Karaciger dokusu
morfolojisindeki degisimler; konjesyon, nekroz, sitoplazmik vakualizasyon, eozinofili,
niikleer piknozis ve inflamatuar hiicre yogunlugu yoniinden, ¢alismada yer alan Histolog
tarafindan kor olarak 151tk mikroskobunda (Olympus BX-50, Japonya) degerlendirildi
Degerlendirmede Karaciger Histolojik Hasar Skoru (KHHS) kullanildi.

KHHS;
0: Hasar yok ya da minimal hasar,

1: Hafif hasar,
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2: Orta hasar,

3: Siddetli hasar seklinde derecelendirildi.
3.4.3.2. Apoptozis Varhginin Degerlendirilmesi;
TUNEL protokolii

DNA fragmantasyonu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) kiti ile gosterildi. Bu ydntemde
biyotinlenmis niikleotid, terminal deoksiniikleotidil transferase (TdT) enzimini kullanarak
DNA’nin 3°-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu biyotinlenmis
niikleotidlere baglanir. Bu prosediire gore fragmante niikleuslar koyu kahverengi olarak

boyanir. Bu yontem DNA kiriginin antikor ile terminal uctan isaretlenmesi esasina dayanir.

Hazir kit soliisyonlarindan birinci sise enzim soliisyonu, ikinci sise isaretleme (Label)
soliisyonudur. Boyamaya baslanmadan 6nce bu soliisyonlar karistirilarak TUNEL reaksiyon
karistminin hazirlandi. Bunun igin ikinci siseden 100 pl negatif kontrolde kullanilmak iizere
ayrildi. Kalan stok soliisyonun iizerine ilk siseden 50 pl eklenip vortekslendi. Boylece 500
ul’lik reaksiyon karisimi elde edildi. 400 pl %30’luk stok, Hidrojen peroksit (H,O,) 3,6 ml
PBS ile kanstirilarak, % 3’lik H,O, hazirlandi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izilip,
lamlar PBS ile yikandiktan sonra belirlenen alana % 3’liik H,O, konuldu ve 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Preparatlar PBS ile yikandi, belirlenen alanin etrafindaki fazla sivi
alindiktan sonra reaksiyon karigimi dokunun tamamini kapatacak sekilde konuldu ve 60
dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi. 3 kez PBS ile yikanip fazla sivis1 kurulanan lamlarin
tizerine 50 ul Converted POD (3.sise) ilave edildi ve 30 dakika 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Bu siire i¢inde bir sonraki basamakta kullanilacak olan diaminobenzidin (DAB)
yarim saat dnceden hazirlandi. Bunun i¢in 300 pul DAB substrati 2700 ul DAB diliisyonu ile
karistirilarak ve karanlik bir yerde bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez PBS ile
yikanip fazla suyu alinan lamin iizerine, hazirlanan DAB soliisyonunu koyulup yaklasik 2
dakika beklenildi. Preparatlar distile suyla yikandiktan sonra, lamlarin {izerine Harris
Hematoksilen konulup 10-15 saniye beklenerek zemin boyamasi yapildi. Daha sonra distile

suyla yikandi. Lamlar kurutulmadan alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi.
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Aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama yontemi;

Kesitler 24 saat 60°C etiivde bekletildikten sonra kaspaz-3 boyama yontemiyle boyandi.
Kaspaz-3 immunreaktivitesinin  gdsterilmesi amaciyla fare spesifik anti-kaspaz-3
(Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kullanildi. Lizinli kesitler ii¢ degisim ksilol ile
deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Proteinaz K soliisyonu i¢inde 37°C
etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5
dakika % 3’liik H,O, uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan
kesitler 1 saat oda sicakliginda bloklama soliisyonu (Invitrogen, Histostain- Plus Bulk Kit) ile
inkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’de
inkiibe edildi. Ertesi giin fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis
sekonder antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum) ile 30 dakika inkiibe edildi. Sekonder
antikor enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus
Broad Spectrum) ile baglandiktan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi %0.02
DAB kullanilarak goriiniir hale getirildi. Zemin boyamasi Mayers hematoksilen ile yapildi.
Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma

isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal skorlamalar icin onluk biiyiitmede birbiriyle drtiismeyen alanlar
rastgele yontemle secildi. Pozitif boyanmanin derecesi, yogunluk ve dagilim agisindan 0'den

3'e kadar olan bir gosterge cizelgesi kullanilarak semikantitatif skorlama ile degerlendirildi.
Semikantitatif skorlama
0: Immunreaktivite yok,
1: Iimmunreaktivite hafif,
2: Immunreaktivite orta,
3: Immunreaktivite belirgin.
3.4.3.3. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Olgiimler yapilana dek karaciger doku homojenat ve supernatantlar -80°C’de saklandh.

Malonildialdehid (MDA) ve Siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri spektrofotometrik
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olarak belirlendi. Karaciger dokusundaki MDA diizeylerinin saptanmasinda standart
tetramethoksipropan egrisi yontemi ile Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) 6l¢tim
kit protokolii uygulandi. Siipernatantlarin SOD aktivitesi, Bioxytech SD-525 (Oxis
International, USA) kullanarak saptandi. SOD aktivitesi dl¢iimii 5,6,6a,11b-tetrahydro-3,9,10-
trihydroxybenzo(c)fluorene  otooksidasyon hizinin 525 nm de Olglilmesi esasina
dayanmaktaydi. Homojenatlarin ve siipernatantlarin protein konsantrasyonlar1 total protein
kiti (Randox labs., Crumlin, U.K.) kullanilarak saptandi. Karacigerde glutatyon miktar1 da

kolorimetrik yontem ile spektrofotometrik olarak kit (Oxis) ile 6l¢iildii.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
Bagimh Degisken: a-AMA’e bagli gelisen karaciger toksisitesi

Bagimsiz Degisken: Resveratrol ve silibinin tedavilerinin etkililigi
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3.6. Veri Toplama Araglari:

Tablo 5. Calismada kullanilan makine, techizat bilgisi, bulundugu yer ve kullanim amaclari

(AD: Anabilim Dal1)

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii,
Modeli

(Laboratuvar, Arag, Makine-
Techizat vb.)

Mevcut Oldugu Anabilim Dah

Projede Kullanim Amaci

Derin dondurucu (-20°C)

Farmakoloji AD. Laboratuvarlari

Kimyasallarin saklanmasi

Vorteks-Manyetik karistirici--Hassas
Terazi

Farmakoloji AD. Laboratuvarlari

Kimyasallarin hazirlanmasi

Istk mikroskoskobu (Olympus
BH50)

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlar1

Histolojik degerlendirmeler.

Mikrotom (RM 2255, Leica)

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Histolojik kesitlerin alinmasi

Dijital kamera (Olympus DP71)

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Histolojik goriintiileme

Etiiv (Dedeoglu)

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Is1ik mikroskobik doku takibi

Bilgisayarli analiz sistemi

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlar1

Is1ik mikroskobik dlgiimler ve
degerlendirme

Buzdolab1

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Kimyasallarin saklanmast

Soguk Oda +4°C

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Kimyasallarin saklanmasi

Parafin Dispanser (Leica-G1120)

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Parafin blok hazirlanmasi

Santriflij Sigmal-14

Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

Kimyasal solusyonlarin
hazirlanmasin.

Sogutmali santrifiij (Hettich 200R)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Doku homojenatlarinin
hazirlanmasi

Vorteks (IKA-Labortechnik)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Doku homojenatlarinin
hazirlanmasi

Homojenizator (ultrasonik)
(Bandelin)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlar1

Doku homojenatlarinin
hazirlanmasi

Spektrofotometre (T80+UV/VIS)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Oksidatif stres parametrelerinin
Olglimil

Bandelini Isitmali karigtirict
(Ikamag)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Oksidatif stres parametrelerinin
Olglimil

Derin dondurucu (-20°C)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Kimyasallarin saklanmasi

Derin dondurucu (-80°C)

Fizyoloji AD. Laboratuvarlari

Dokularin saklanmasi
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Tablo 6: Deneyde kullanilan kimyasallar, markalar1 ve kullanim amaglar1 (DMSO: dimetil

stilfoksid, a-AMA: o.-Amanitin)

Deneyde Kullanilan
Marka Kullanim Amaci
Kimyasallar
a-AMA Sigma A2263 Karaciger toksisitesi olusturmak
) a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde
Resveratrol Sigma R5010
etkililigini gdstermek
o ) o-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde
Silibinin Sigma S0417
etkililigini gostermek.
DMSO Sigma D5879 Resveratrol ve silibininin ¢oziiciisii
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Verilerin Degerlendirilmesi:

Deney gruplarinda dl¢iilen biyokimyasal 6l¢iimler ve enzim aktivitelerinin istatistiksel
analizinde ANOVA, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak icin Tukey-Kramer

coklu karsilastirma testleri kullanildi.

Histomorfolojik incelemelerin istatistiksel analizinde, non parametrik testler olan Mann
Whitney-U ve Kruskal Wallis testleri kullanildi. Verilerin analizi, Graphad Instat V2.05a-
1994 yardimiyla yapildi. Tiim veriler OrtalamatStandart hata ortalamasi olarak gosterildi.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.9. Arastirmamin Simirhhiklari:

Deneysel c¢alismalarin en basta klinige uyarlama olmak iizere bircok kisitliligt

bulunmaktadir. Calismamizin temel kisithiliklari:

— Farelerden maksimum olarak alinabilecek olan kan miktar1 yaklasik olarak 1 mL’dir
(94). Calismamizda karaciger toksisite modeli olusturmamiz nedeniyle, farelerin
hemodinamilerinin de bozulmasi nedeni ile zaten zor olan farelerden kan alma islemi
daha da zorlagti. Bu nedenle, tiim farelerden kardiyak ponksiyonla, kan alinamadi.
Kan alinmayan farelerin karaciger dokularindan alinan o&rnekler, histomorfolojik
olarak skorlandi1 ve oksidatif stress parametreleri agisindan degerlendirildi.

— 3R kurali geregince(95), deneylerde kullanilan fare sayisin1  hayvani sayisini kisth
tutmamiz nedeniyle resveratroliin yalnizca 30 mg/kg dozundaki etkililigini
aragtirabildik, daha yiiksek dozlardaki etkililigini degerlendirilemedik.

— Calismamizda, resveratrolin o-AMA’e bagh gelisen karaciger toksisitesini
iyilestirmede, antioksidan etkili olmadig1 sonucuna vardik. Aslinda, resveratrol
tedavi gruplarinda, bir miktar antioksidan etkisi oldugu, sayisal olarak gozlense de
istatistiksel anlamliliga ulagamadi.

— Antioksidan enzimlerin higbir islem uygulanmamis farelerdeki bazal degerlerini
Olgemedik.

— Resveratroliin a-AMA’e baglh gelisen karaciger toksisitesini geri iyilestirmede,
antiinflamatuvar etkili oldugunu sadece histomorfolojik veriler ile destekleyebildik.
Dokulardan ya da serumdan TNF-0, NFkB ve interlokin gibi antiinflamatuar etkiyi

degerlendirmede kullanilan parametreleri 6lgemedik.
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3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz i¢in, DEUTF Multidisiplin Laboratuvart Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
onay1 alinmistir (No: 44/2014).
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4. BULGULAR

4.1 Farelerde karaciger fonksiyon testlerinin ve Direk ve indirek Bilirubinin bazal

degerlerinin belirlenmesi

Deneyde karaciger toksisitesi Olclitii olarak kullanacagimiz AST, ALT, Total Bilirubin
ve Direk Bilirubin diizeylerinin bazal degerlerini belirlemek amaciyla 15 fareden alinan
kanlardan yapilan Ol¢limler degerlendirildiginde; 6, 9 ve 11 numarali farelerde kardiyak
ponksiyon ile kan alindiginda en uygun sonuglarin elde edildigi ve kardiyak ponksiyonla kan
almada basarili olunamayip gogiis kafesi agilarak torakotomi ile kan alindiginda, degerlerin
yiiksek oldugu sonucuna varildi. Bu {i¢ farenin biyokimyasal parametrelerinin ortalamasi

bizim deneysel kosullarimizda bazal degerler olarak kabul edildi (Tablo 7).
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Tablo7. Erkek Balb/c farelerin bazal biyokimyasal degerleri (AST: Aspartat aminotransferaz,
ALT: Alanin aminotransferaz)

AST ALT Total Direk bilirubin
(UL) (UL) bilirubin (mg/dL)
(mg/dL)

Fare No

1 318.0 284.0 0.1

2 124.0 116.0

3 Kan aliminda basarili olunamadi

4

5

6 88.0 78.0 0.25 0.12

7 Kan aliminda basarili olunamadi

8 139.0 127.0 0.2 0.1

9 82.0 76.0 0.21 0.12

10 238.0 216.0 0.2 0.1

11 56.0 50.0 0.3 0.15

12 136.0 124.0 0.26 0.1

13 Kan aliminda basarili olunamadi

14

15

Ortalama 75.3+£9.8 68.0+9.0 0.3+0.02 0.1+0.01

(6,9, 11

numaralar)
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On calisma
Alfa-amanitin (a-AMA)’in karacigerde toksisite olusturan dozunun belirlenmesi

Literatiirde a-AMA’in LDs’si olarak bildirilmis olan, 0.6 mg/kg’lik doz, 4 adet Balb/c
fareye intraperitoneal olarak uygulandi. Yeterli karaciger hasar1 olusmamasi ve 48 saatlik
izlem sonunda farelerde 6liim olmamasi nedeniyle, logaritmik doz artisiyla (0.25, 0.5 ve 1
log artiglarla), farelere sirasiyla 1.08 mg/kg (n=10), 1.4 mg/kg (n=10) ve 1.92 mg/kg (n=8) a-
AMA uygulandi. Boylelikle artan dozlarda a-AMA’in karaciger lizerinde etkisi bir doz-cevap
egirisi ile degerlendirildi.

Tablo 8. Logaritmik olarak artirilan a-AMA’in, farelerin deney baslangici ve sonrasinda
oOlgiilen agirlik ve agirlik farki ortalamalart

Deney baslangici Deney sonu Agirhik farki
a-AMA dozu .
@ ® (%)
0.6 mg/kg (n=4) 25.3+0.4 24.7+0.5 2.4+0.9
1.08 mg/kg (n=10) | 23.3+0.6 21.8+0.5 7.9+1.2
1.4 mg/kg (n=10) | 24.1+0.7 23.4+0.6 7.3+1.7
1.92 mg/kg (n=8) | 25.0+0.3 22.8+0.4 7.4+1.8

a-AMA doz-cevap egrisi gruplarinda, farelerin bazal agirlik ortalamalar1 arasinda,
farklilik yoktu. Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi ile sakrifiye edilmeden once Olgiilen
agirliklar ile baslangic agirliklart arasindaki farklar da degerlendirildiginde, doz-cevap egrisi

calisma gruplar1 arasinda farklilik saptanmadi (Tablo 8).

Logaritmik olarak artirllan o-AMA’in biyokimyasal parametreler ve Kkaraciger

histomorfolojisi iizerine etkileri
0.6 mg/kg a-AMA grubu (n=4):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 656.8+243.5 U/L,
624.5+214.6 U/L, 0.3+0.03 mg/dL ve 0.1+0.02 mg/dL olarak 6lgiildii. Olgiilen bu degerler,
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlamli oranda yiikseklik saptanmadi. Karaciger
dokusunda yapilan histomorfolojik incelemede olusan karaciger hasar1 skoru ortalamasi ise
1.5+£0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karacigerlerinin histomorfolojik incelemesinde karaciger
dokusunun biitlinligiiniin korundugu, bazi alanlarda periportal mononiikleer hiicre (MNH)
infiltrasyonlari, nadir fokal nekroz ve bazi alanlarda siniizoidal dilatasyon oldugu gozlendi.
Literatiirde farelerin yarisinda 6liime neden olan bu dozda, bizim deneysel kosullarimizda 48

saatlik izlemde farelerin hepsi yasadi (Tablo 9, Sekil 10, 11, 12A).
1.08 mg/kg a-AMA grubu (n=10):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 3523.0+1513.0
U/L, 2712.0+988.6 U/L, 0.5+0.1 mg/dL ve 0.3+0.08 mg/dL idi. Karaciger dokusunda yapilan
histomorfolojik incelemede olusan karaciger hasar skoru ortalamasi ise 1.6+0.3 idi. Bu gruba
ait farelerin karacigerlerinin  histomorfolojik incelemesinde, karaciger dokusunun
biitlinliigiiniin korundugu, bazi alanlarda nadir hemoraji, baz1 kesitlerde periportal MNH

infiltrasyonlari, nadir fokal nekroz ve bazi alanlarda siniisoidal dilatasyon gozlendi. 48 saatlik

izlemde farelerin hepsi yasadi (Tablo 9, Sekil 10, 11, 12B).
1.4 mg/kg a-AMA grubu (n=10):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 5267.0+1201.0
U/L, 4513.0+1171.0 U/L, 1.1+0.4 mg/dL ve 0.5+0.2 mg/dL idi. AST ve ALT degerlerinde,
kontrol kabul ettigimiz grup ile karsilastirildiginda anlamli oranda yiikseklik saptandi
(p<0.05). Karaciger dokusunda yapilan histomorfolojik incelemede olusan karaciger hasari
skoru ortalamas1 ise 1.7+0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karacigerlerinin histomorfolojik
incelemesinde, karaciger dokusunda bazi alanlarda hepatosit hasari, bazi alanlarda periportal
MNH infiltrasyonlari, fokal nekroz ve bazi alanlarda siniizoidal dilatasyonla birlikte

hemorajik alanlar goézlendi. 48 saatlik izlemde 4 fare 6ldii (Tablo 9, Sekil 10, 11, 12C).
1.92 mg/kg a-AMA grubu (n=8):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 9834.0+£2759.0
U/L, 7700.0+2014.0 U/L, 0.8+0.2 mg/dL ve 0.6+0.2 mg/dL idi. AST ve ALT degerlerinde,
kontrol kabul ettigimiz grup ile karsilagtirildiginda anlamli oranda yiikseklik saptandi

(p<0.05). Karaciger dokusunda yapilan histomorfolojik incelemede olusan karaciger hasari
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skoru ortalamasi ise 2.4+0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karacigerlerinin histomorfolojik

incelemesinde karaciger dokusunda yaygin hepatosit hasari, yogun periportal MNH

infiltrasyonlari, fokal nekroz ve siniizoidal dilatasyonla birlikte hemorajik alanlar gézlendi.

48 saatlik izlemde 3 fare 6ldii (Tablo 9, Sekil 10, 11, 12D).

Tablo 9. Logaritmik olarak artirilan a-AMA’in biyokimyasal parametreler ve histomorfolojik

hasar skoruna etkisi

Kontrol 0.6 mg/kg 1.08 mg/kg 1.4 mg/kg 1.92 mg/kg
(n=3) (n=4) (n=10) (n=10) (n=8)
Olciimlerin
yapiuldig: fare | 3 4 8 "l 6
sayis1
3523.0+1513. | 5267.0+1201.

AST (U/L) 75.3£9.8 | 656.8+243.5 0 . 9834.0+£2759.0
ALT (U/L) 68.0+£9.0 | 624.5+214.6 | 2712.0+988.6 | 4513.0£1171.0 7700.0+£2014.0
T. bilirubin

0.3+0.02 | 0.3+0.03 0.5+0.1 1.1+0.4 0.8+0.2
(mg/dL)
D. bilirubin

0.1+0.01 | 0.1+0.02 0.3+0.08 0.5+0.2 0.6+0.2
(mg/dL)
Histomorfoloj

0 1.5+0.3 1.6+0.3 1.7+0.3 2.4+0.3

ik hasar skoru
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Kontrol 0.6mg/kg 1.08 mg,kg 1.4mg/kg 1.92 mg,kg

Sekil 10. Logaritmik olarak artirilan a-AMA’in AST (U/L) ve ALT (U/L) degerlerine etkisi

(*), p<0.05, kontrole gore anlamlilig1 gosteriyor.

1,6

1,4 -

1 -
0,8 - W T. Bilirubin
0.6 - W D. Bilirubin

Kontrol  0.6mg/kg 1.08mg/kg 1.4mg/kg 1.92mg/kg

Sekil 11. Logaritmik olarak artirtlan a-AMA’in Total Bilirubin (mg/dL) ve Direk Bilirubin
(mg/dl) degerlerine etkisi
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Sekil 12. Logaritmik olarak artirilan a-AMA’in karaciger histomorfolojisine etkileri)(A. 0.6
mg/kg a-AMA, B. 1.08 mg/kg a-AMA, C. 1.4 mg/kg a-AMA ve D. 1.92 mg/kg a-
AMA).-

4.1.2. Coziiciilerin ve Legalon®’un karaciger iizerine etkilerinin degerlendirilmesi

Resveratrol ve silibininin ¢dziiciisii olan DMSO, resveratroliin diger bir ¢oziiciisii alkol
ve Legalon® gruplarinda, farelerin bazal agirlik ortalamalari arasinda, farklilik yoktu.
Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi ile sakrifiye edilmeden oOnce oOlgiilen agirliklart ile
baglangi¢ agirliklar1 arasindaki farklar da degerlendirildiginde, deney gruplar1 arasinda

farklilik saptanmadi. (Tablo 10).
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Tablo 10. Coziicli ( 6 saat ve 12 saat aralikli DMSO (Dimetil siilfoksit) ve Alkol) ve
Legalon® gruplarinda farelerin deney baslangici ve sonrasinda olgiilen agirlik ve
agirlik farki ortalamalari

Deney baslangici Deney sonu Agirhk farki
Gl‘uplar (%)
(8) (2)

DMSO- 6 saat aralikli

24.2+0.9 24.44+0.9 3.1£1.5
(n=5)
DMSO- 12 saat aralikli

22.8+0.8 23.54+0.8 3.1£0.3
(n=3)
Alkol (n=3) 24.940.5 24.8+0.6 1.1£0.5
Legalon (n=3) 25.6+£0.9 25.4+£1.2 2.44+0.6

6 saat aralikh DMSO grubu (n=5):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 1746.0+350.0 U/L,
440.0£172.0 U/L, 0.04+0.01 mg/dL ve 0.03+0.001 mg/dL olarak ol¢iildii. Karaciger
histolomorfolojik skor ortalamasi ise 2.2+0.4 olarak saptandi. Karacigerlerin histomorfolojik
incelemesinde, karaciger dokusunda yaygin hepatosit hasari, periportal MNH infiltrasyonlari,
baz1 alanlarda fokal nekroz ve sinilizoidal dilatasyonla birlikte hemorajik alanlar

gozlendi(Tablo 11, Sekil 13 A).
Alkol grubu (n=3):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirastyla; 2827.0+2052.0
U/L, 2072.0+£1228.0 U/L, 0.4£0.6 mg/dL ve 0.2+0.07 mg/dL idi. Karaciger histolomorfolojik
skor ortalamasi ise 1.0+£0.0 olarak saptandi. Karacigerin histomorfolojik incelemesinde ise
karaciger dokusunda bazi kesit alanlarinda periportal ve doku icinde MNH infiltrasyonlari,

nadir alanlarda hepatosit hasar1 ve fokal nekroz ile bazi alanlarda siniizoidal dilatasyonlar

gozlendi (Tablo 11, Sekil 13 C).
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12 saat aralikhh DMSO grubu (n=3):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 943.0+224.0 U/L,
758.3+£355.1 U/L, 0.9+0.3 mg/dL ve 0.2+0.04 mg/dL olarak idi. Karaciger histomorfolojik
hasar skor ortalamasi ise 0.7+0.3 olarak saptandi. Karacigerin histomorfolojik incelemesinde
ise karaciger dokusunda nadir alanlarda hepatosit hasari, periportal MNH infiltrasyonlari,

nadir fokal nekroz ve bazi alanlarda siniizoidal dilatasyonlar gdzlendi ( Tablo 11, Sekil 13 B).
Legalon® grubu (n=3):

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin degerleri sirasiyla; 2320.0+1173.0
U/L, 1312.0£832.0 U/L, 1.8£0.5 mg/dL ve 0.3+0.06 mg/dL olarak olgiildii. Karaciger
histomorfolojik hasar skor ortalamasi 0.7+0.3 olarak saptandi. Karaciger Ornekleri
histomorfolojik olarak incelendiginde nadir alanlarda hepatosit hasari, periportal MNH
infiltrasyonlari, nadir fokal nekroz ve baz1 alanlarda siniizoidal dilatasyonlar saptandi (Tablo

11, Sekil 13 D).

Tablo 1. Coziicii (6 saat ve 12 saat araliklt DMSO (Dimetil siilfoksit) ve Alkol) ve Legalon®

gruplarinin biyokimyasal parametreler ve histomorfolojik hasar skoruna etkisi

DMSO 6 saat DMSO 12 Alkol Legalon
arahkh saat arahkh
(n=3) (n=3)
(n=5) (n=3)
Olciimlerinyapildig
¢ yapudig ) 3 3 3

fare sayisi
AST (U/L) 1746.0+£350.0 | 943.0+£224.0 2827.0£2052.0 | 2320.0+1173.0
ALT (U/L) 440.0+172.0 758.3 £355.1 2072.0+£1228.0 | 1312.0+£832.0
T. bilirubin (mg/dL) | 0.05+0.02 0.9+0.3 0.4+£0.6 1.8+£0.5
D. bilirubin (mg/dL) | 0.04+0.01 0.2+0.04 0.2+0.07 0.3+0.06
Histomorfolojik

2.2+0.4 0.7+£0.3 1.0+£0.0 0.7+0.3
hasar skoru
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Sekil 13. Coziicii (6 saat ve 12 saat aralikli DMSO (Dimetil siilfoksit) ve Alkol) ve Legalon®

gruplarinin histomorfolojik hasar skoruna etkisi
A: DMSO (Dimetil siilfoksit) 6 saat, B: DMSO 12 saat, C: Alkol, D: Legalon grubunda
karacigerin histomorfolojik goriintiileri. E5» :Periportal Mononiikleer Hiicre infiltrasyonu,

V: Siniizoidal genisleme
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4.2. Sonuclar
Deney Gruplan
Farelerin Agirhk Ortalamalar:

Deney gruplarinda, farelerin bazal agirlik ortalamalar1 arasinda, farklilik yoktu.
Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi altinda sakrifiye edilmeden once Olgiilen agirliklar ile
baslangi¢c agirliklar1 arasindaki farklar da degerlendirildiginde, deney gruplar1 arasinda

farklilik saptanmadi. (Tablo 12).

Tablo 12. Deney gruplarinda farelerin deney baslangict ve sonrasinda Olgiilen agirlik ve

agirlik farki ortalamalari

Deney baslangici Deney sonu Agirhik farki
Deney Gruplar:
(® ® (%)

AMA+SF (n=16) 25.1+1.2 23.4+1.2 4.4+0.6
AMA+DMSO (n=12) 25.8+0.9 24.1+0.9 6.5+0.9
Es Resveratrol (n=10) 25.3+£0.8 22.9+0.8 8.1+£2.3
12S Resveratrol (n=13) 26.8£1.0 25.3+1.2 5.3£1.0
24S Resveratrol (n=13) 26.4+0.9 25.1+0.9 5.3%1.3
Silibinin (n=13) 26.6+0.9 25.3+1.0 5.4+0.9

Deney Gruplarinda Karaciger Fonksiyon Testleri (AST, ALT), Total Bilirubin ve Direk

Bilirubin Degerleri Sonug¢lar:

AST ve ALT degerleri; Es resveratrol grubunda (2191 £281.2 U/L, 1335.0 £570.4 U/L)
ve resveratroliin a-AMA uygulamasindan 12 saat sonra baslatildig1 12S resveratrol grubunda
(2403 £726.1 U/L, 1542.0 +537.3 U/L); a-AMA-+SF grubuna (7947.0 £1335.0 U/L, 6454.0
+1604.0 U/L ) gore anlaml oranda azald1 (p<0.01, p<0.05 ve p<0.01, p<0.05). Silibinin
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grubunda, AST 6974.0£1295.0 U/L ve ALT 5098.0£909.3 U/L olarak &l¢iildii. Olgiilen bu

degerler, AMA+SF grubuna gore anlamli oranda farklilik géstermedi (Tablo 12, sekil 14).

Tablo 13. Deney gruplarinda, AST ve ALT degerleri U/L (a-AMA: a-Amanitin, DMSO:
Dimetil Siilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S :12 saat, 24S: 24 saat)

Olciimlerin
Deney Gruplari yapildigi AST (U/L) ALT (U/L)
fare sayis1
0-AMA+SF (n=16) 9 7947.0+1335.0 6454.0+1604.0
o-AMA+DMSO (n=12) 7 6881.0+1375.0 4491.0+1208.0
a-AMA Es Resveratrol (n=10) 8 2191.0+281.2 1335.0+570.4
a-AMA 128 Resveratrol (n=13) 8 2403.0+726.1 1542.0+£537.3
a-AMA 24S Resveratrol (n=13) 9 5113.0+£802.5 4054.0+908.9
a-AMA Silibinin (n=13) 9 6974.0£1295.0 5098.0+909.3
10000
9000
8000
7000
_, 6000
——
= 5000
4000 **
% % WAST
3000 * * ALT
2000
1000 I i I
0 T
(%) e o o o &
uQ‘ti.’ \3'? tf“&‘ E‘-‘? .a.é& “'@0@
‘}?— W -Z:';i eﬁ}‘ <~z,"'-' <
¥ & R A

Sekil 14. Deney gruplarinda karaciger fonksiyon testleri AST (U/L) ve ALT (U/L) (AMA: a-
Amanitin, DMSO: Dimetil Siilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S :12 saat, 24S:
24 saat)

(*), (**), swrasiyla, p<0.05, p<0.01, AMA+SF grubuna gore anlamlilig1 gdsteriyor
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Deney gruplarinda, Total bilirubin ve Direk bilirubin diizeylerinde gruplar arasinda

farklilik saptanmadi (Tablo 14).

Tablo 14. Deney gruplarinda, Total bilirubin (mg/dL) ve Direk bilirubin degerleri (mg/dL)
(a-AMA: a-Amanitin, DMSO: Dimetil Siilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S
:12 saat, 24S: 24 saat)

Ol¢iimlerin Total Direk
yapildig fare bilirubin
Deney Gruplari bilirubin
sayisl (mg/dL)

(mg/dL)
a-AMA +SF (n=16) 9 0.7+0.2 0.4+0.1
a-AMA +DMSO (n=12) 7 0.7+0.3 0.3+0.1
a-AMA Es Resveratrol (n=10) 5 0.4+0.1 0.2+0.05
a-AMA 128 Resveratrol (n=13) 8 0.4+0.1 0.2+0.04
a-AMA 24S Resveratrol (n=13) 8 1.0+0.3 0.6+0.2
a-AMA Silibinin (n=13) 8 0.6+0.1 0.3+0.1

4.2.1. Deney Gruplarinda, Karaciger Histomorfolojik Hasar Skoru ve Karaciger

Histomorfolojisi

Karaciger histomorfolojik hasar skoru, es resveratrol (1.4+0.2), resveratroliin a-AMA

uygulamasindan 12 saat sonra baslandig1 128 resveratrol (1.3+0.2), 24 saat sonra baglandig:
24S resveratrol (1.4+0.2) ve silibinin (1.8+0.2), gruplarinda; AMA+SF grubuna (2.6+0.2)
gore anlamli oranda azald1 (p<0.01, p<0.01, p<0.01 ve p<0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. Deney gruplarinda karaciger histomorfolojik hasar skoru (a-AMA: a-Amanitin,
DMSO: Dimetil siilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik)

(*), (**), sirastyla, p<0.05, p<0.01, a-AMA +SF grubuna gore anlamlilig1 gosteriyor.

4.2.2. Deney Gruplarinda Karaciger Orneklerinin Histomorfolojik Gériiniimii

a-AMA+SF ve a-AMA+DMSO gruplarinda, karaciger hiicre hasari, periportal MNH
infiltrasyonu, fokal nekroz, bazi farelerin karaciger drneklerinde de yaygin karaciger hiicre

nekrozu ve siniizoidal genislemeler gézlendi (Sekil 16 A, B).

Resveratrol tedavi gruplarinda ise; karaciger histomorfolojik hasar skoru ile uyumlu
olarak 151k mikroskobik incelemede, karaciger hiicre hasari, periportal MNH infiltrasyonu,
fokal nekroz ve siniizoidal genislemeler daha azdi. Resveratrol tedavisinin 24. saatte
baslatildigi 24S Resveratrol grubunda birka¢ farenin karaciger doku Orneklerinde
histomorfolojik diizelme; resveratrol tedavisinin a-AMA uygulamas: ile es zamanl olarak
baslatildig1 Es Resveratrol ve 12 saat sonra baslatildigi 12S Resveratrol gruplarma oranla

daha azdi (Sekil 16 C, C1, D, D1, E, E1).

Silibinin tedavi grubunun histomorfolojik incelemesinde ise, Resveratrol tedavi
gruplarina gore, karaciger hiicre hasari, periportal MNL hiicre infiltrasyonu, fokal nekroz,

siniizoidal genislemelerin daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 15 F, F1).
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Sekil 16. Deney gruplarinda karaciger Hemotoksilen eozin boyamasi ile histomorfolojik
gorlinlim. Gruplar: A: &-AMA +SF, B: &-AMA +DMSO, C,C!' :EsR, D,D": 12R,
E,E': 24R, F,F": Sil. =p: Periportal MNL infiltrasyonu, * : hepatosit hasari, V :
Siniizoidal genisleme (a-AMA: a-Amanitin, DMSO: Dimetil siilfoksit, SF: %0.9
serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin).
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4.2.3. Deney Gruplarinda Antioksidan Enzim Diizeyleri

Deney gruplarinda, 6l¢iilen Malonildialdehit (MDA), Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
Glutatyon degerleri arasinda anlaml farklilik yoktu. a-AMA +SF grubunda, SOD degerleri
diger deney gruplarina oranla biraz daha yiiksekti ancak bu ylikseklik istatistiksel olarak
anlamli degildi. (Tablo 15).

Tablo 15. Deney gruplarinda antioksidan enzim diizeyleri (a-AMA: a-Amanitin, DMSO:
Dimetil siilfoksit, SF: %0.9 Serum Fizyolojik, MDA: Malonildialdehit, SOD:

Stiperoksit dismutaz)

Deney Gruplan MDA SOD Glutatyon
a-AMA +SF (n=16) 0.440+0.05 | 86.8+13.2 521.8+34.6
a-AMA +DMSO (n=12) 0.437+0.03 | 50.0+8.0 592.7£29.5
a-AMA+Es Resveratrol

0.474+0.04 | 43.5+18.1 403.2+55.6
(n=10)
a-AMA+12 S Resveratrol

0.438+0.04 | 54.6x11.2 477.8+40.8
(n=13)
a-AMA+24 S Resveratrol

0.446+0.04 | 36.5+£10.9 532.6+34.6
(n=13)
0-AMA+Silibinin (n=13) 0.453+0.05 | 42.7£7.1 578.0+£16.2

4.2.4. Deney Gruplarinda immunhistokimyasal Degerlendirmeler

a-AMA+SF ve AMA+DMSO gruplarinda periniikleer ve sitoplazmik aktif kaspaz-3
immunpozitifligi artmisti. Resveratrol tedavi gruplarinda aktif kaspaz-3 immunpozitifliginin
azaldigy, silibinin grubunda ise AMA+SF ve AMA+DMSO grubuna benzer oldugu gézlendi
(Sekil 17, Sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinda, karaciger dokusuna ait aktif kaspaz-3 immiinhistokimyasal
boyama Ornekleri. Gruplar: A: AMA+SF, B: AMA+DMSO, C: EsR, D: 12R, E:
24R, F: Sil. =p : periniikleer ve sitoplazmik aktif kaspaz-3 immiinpozitif
tutulumu gostermektedir (a-AMA: a-Amanitin, DMSO: Dimetil siilfoksit, SF:
9%0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin).
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Aktif kaspaz-3’iin immunohistokimyasal boyamasinda, karaciger dokusunda a-AMA
+DMSO ve a-AMA+SF gruplarinda immunpozitif boyanma giicliiydii. Aktif kaspaz-3
immunpozitifligi, a-AMA+DMSO (2.3+0.2) grubunda, es Resveratrol (1.4+0.2) ve 12S
(1.4+0.2) resveratrol gruplarina gére anlamli oranda artmisti (p<0.05) (Sekil 17, Sekil 18).
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Sekil 18. Deney gruplarinda, aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama skoru ortalamasi
(a-AMA: a-AMA, DMSO: Dimetil siilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S : 12

saat, 24S: 24 saat) (*), (#), swrastyla, p<0.05, p<0.05, a-AMA +SF ve o-AMA
+DMSO grubuna gore anlamlilig1 gosteriyor.

TUNEL boyamasinda da benzer sekilde a-AMA +SF grubunda TUNEL pozitif hiicreler
artarken, resveratrol tedavi gruplarinda azalmisti. Silibinin grubunda TUNEL pozitifligi ise a-

AMA +SF ve a-AMA +DMSO grubundan farkli degildi (Sekil 19).
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Sekil 19. Deney gruplarinda, karaciger dokusuna ait TUNEL boyama &rnekleri. Gruplar: A:
oa-AMA +SF, B: a-AMA +DMSO, C: EsR, D: 12R, E: 24R, F: Sil. [J:niikleer
TUNEL tutulumunu gostermektedir (a-AMA: alfa amanitin, DMSO:
Dimetilsiilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin).

69



4.2.5. Deney Gruplarinda Elektron Mikroskobik incelemeler

Elektron mikroskopik incelemelerde, a-AMA+SF ve AMA+DMSO gruplarinda
mitokondriyal sisme ve agraniiler endoplazmik retikulumda disintegrasyon ve dilatasyon,
hepatosit hasar1 gozlenirken, resveratrol tedavi gruplarinda gozlenen bu degisikliklerin
diizeldigi ve elektron mikroskopik goriintiilerin silibinin grubunda ise a-AMA +SF ve a-

AMA +DMSO grubuna benzer oldugu gozlendi (Sekil 20, 21).

Sekil 20. Elektron mikroskopik inceleme icin karaciger yar1 ince kesitleri (toluidin
mavisi)Gruplar: A: a-AMA +SF, B: a-AMA +DMSO, C : a-AMA+EsR, D: a-
AMA+I12R, E: a-AMA+24R , F: a-AMA+Sil. (a-AMA: Alfa amanitin, DMSO:
Dimetilsiilfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin).
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Sekil 21: Karaciger dokusuna ait elektron mikroskop resim 6rnekleri. Gruplar : A: a-
AMA +SF, B: a-AMA +DMSO, C: 0-AMA+EsR, D: a-AMA+12R, E: o-
AMA+24R |, F: a-AMA+Sil. Hepatosit ¢ekirdekleri (n), agraniiler
endoplazmik retikulum (aER), golgi aygiti, ribozom, mitokondri (m), glikojen
partikiilleri ve lizozomlar (AMA: Alfa amanitin, DMSO: Dimetilsiilfoksit,
SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin).
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5. TARTISMA

Oliimle sonlanan ciddi zehirlenmelere neden olan Amanita phalloides tiirii mantarlarin
icerigindeki Alfa Amanitin (a-AMA), gastrointestinal sistem epitel hiicreleri, bobrek
proksimal tubul hiicrelerini de etkilese de ana hedefi karaciger hiicreleridir ve bu tiir
mantarlara bagl gelisen karaciger toksisitesi morbidite ve mortaliteden sorumludur (23).
Calismamizda, a-AMA ile olusan karaciger toksisitesi lizerinde resveratroliin in vivo
karaciger toksisite modelinde etkileri incelenmis ve klinikte antidot olarak kullanilan silibinin

ile karsilastirilmastir.

Calismamizda, farelerde a-AMA ile karaciger toksisite modeli olusturulmus ve
resveratroliin farelerde o-AMA ile gelisen karaciger toksisitesini azaltti§i sonucuna
varilmigtir. Klinik olarak, o-AMA ile zehirlenmelerde gelisen karaciger toksisitesinde,
antidot olarak kullanilan silibinin ise karaciger dokusunda histomorfolojik olarak bir miktar

yilesme yapmasina karsin, gozlenen iyilesme biyokimyasal parametrelere yansimamaistir.

Deneysel toksisite modelimiz, literatiirde daha 6nce uygulanmis deneysel protokoller
kaynak alinarak olusturuldu(41). Oncelikle, literatiirde a-AMA uygulanan farelerin yarisinda
6liime neden oldugu bildirin LDsy (0.6 mg/kg) intraperitonel (i.p.) yolla 4 fareye uygulandi.
Ancak bizim deneysel kosullarimizda, bu dozda 6liim gbzlenmedi ve bir tedavinin etkililigini
degerlendirmek i¢in yeterli oranda karaciger toksisitesi olusmadi. Bunun iizerine literatiirde o-
AMA i¢in bildirilen LDsy logaritmik olarak artirildi. Karaciger hasarinin gostergesi olarak
kabul ettigimiz karaciger fonksiyon testleri (AST, ALT), logaritmik olarak artirarak
uyguladigimiz a-AMA dozlariyla orantili olarak yiikseldi. Total Bilirubin ve Direk Bilirubin
degerlerinde de yilikselme olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik saptanmadi. Logaritmik
olarak artirdigimiz dozlarda da LDsy bulunamadi. Deneyde kullanilacak fare sayisini
artirmamak icin de daha yiiksek dozlarda deneme yapilmadi ve kontrol grubuna gére anlamli
oranda AST ve ALT yiiksekligine neden olan 1.4 mg/kg (i.p.) a-AMA deney gruplarimizda

karaciger toksisitesi olusturmak i¢in kullanildu.

72



Klinik pratikte serum aminotransaminaz diizeylerinde progresif artis karaciger
toksisitesi tanist koymada ve siddetini géstermede en sik kullanilan parametrelerdir (76).
Karaciger nekrozunu degerlendirmede kullanilan en gegerli yontemler de dncelikle AST ve
ALT degerlerinde, sonra da safra sentezinin de bozulmasi nedeni ile Total bilirubin ve Direk
bilirubin degerlerinde yiikselmedir. Calismamizda, AST ve ALT degerlerinde yiikselme
gozlemledik. Ancak bilirubin degerlerinde kontrole gore 1limli yiikselme olsa da anlamlilik
saptamadik. Bunun nedeni olarak deney protokoliimiiziin 48 saat olmasi ve bilirubin artisinin
hepatosit hasarina sekonder olarak daha ge¢ donemde yiikselmeye baslamasi gosterilebilir
(96-98). Ek olarak, ¢aligmamizda, AST ve ALT yiiksekligi diginda histomorfolojik olarak da
karaciger hasar skorunda anlamli yilikselme gbzlememiz ve karaciger nekrozunu géstermemiz,
a-AMA’in  karaciger toksisitesi olusturdugunun giicli kanitlaridir. Nekroz, canh
organizmalarda hiicre 6liimiiniin gostergesidir. Toksik maddeler de, nekroz gelisimine neden
olan etkenler arasindadir. Biz de ¢alismamizda, a-AMA’in doz ile orantili sekilde nekroza
neden oldugunu dolayisi ile ciddi oranda karaciger toksisitesi olusturdugunu gosterdik (99).
Bir tedavinin etkiligini degerlendirebilmek icin biyokimyasal olarak AST ve ALT
degerlerinde yiikselme ve histomorfolojik olarak da yeterli oranda karaciger hasar1 yaptigini

dogruladigimiz, 1.4 mg/kg’lik a-AMA dozunu deney gruplarimizda kullandik.

LDso‘nin, bizim kosullarimizda literatiirle uyumlu olmamasi, deney hayvanlari

arasindaki farkliliklar, mevsim, kullanilan yem gibi farkli nedenlere bagli olabilir.

Diindar ve arkadaslari, in vivo ¢alismalarinda, 0.2 mg/kg, 0.6 mg/kg ve 1 mg/kg
dozlarda o-AMA uygulamasi ile dozla artan oranda, histomorfolojik hasar ve katalaz,
glutatyon peroksidaz, malonildialdehit (MDA) gibi oksidatif stres parametrelerinde bozulma
gbozlemislerdir (53). Ergin ve arkadaslarinin o-AMA’in  bdbrek iizerine etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmada da, farelerde artan dozlarda a-AMA uygulamas: ile 48. saatte
hicbir dozda oOlim gozlememeleri de farkli kosullarda LDsy’nin degisebilecegini

gostermektedir (100).

a-AMA’in temel olarak etkiledigi organ karacigerdir. a-AMA, karaciger hiicrelerinin
sinuzoidal membraninda yer alan organik anyon transporter peptid (OATP)1B3 adi verilen
tasiyici proteinlerle hiicre i¢ine girdikten sonra toksisite ve hiicre 6liimiine neden olur (25).
Toksisite gelisiminde, bilinen en temel mekanizma, a-AMA’in karaciger hiicre niikleusunda

yer alan RNA polimeraz II'yi inhibe edip mRNA sentezlenmesini engelleyerek DNA
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transkripsiyonunu Onlemesi ve protein sentezini durdurarak karaciger hiicre nekrozuna yol
acmasidir (26). a-AMA’in TNF-a’ya sinerjistik etkisi ile apopitozisi indiiklemesi ve serbest
oksijen radikallerini (SOR) artirarak oksidatif hasar olusturmasi da gecerli diger
mekanizmalardir (52, 54). a-AMA’in siiperoksit dismutaz (SOD) ve Malonildialdehiti (MDA)
artirtp katalaz dilizeyini azaltmasina bagli oksidatif hasar1 indiikleyebilecegi de
bildirilmektedir (54). Bu nedenle a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinin tedavisinde etkili

antidot gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalarda temel olarak iki amag vadir:

— Birincisi, a-AMA’in karaciger hiicrelerine girisini engellemek
— Ikincisi, 0-AMA’in olusturdugu patofizyolojik degisiklikleri &nleyerek karaciger

hiicrelerinin canliligini koruyabilmektir.

Biz calismamizda, a-AMA’e bagli karaciger toksisitesi gelisiminde patofizyolojik

degisiklikleri geri dondiirebilecegini diisiindiigiimiiz resveratrolii kullandik.

Deney gruplarinda  kullanacagimiz =~ resveratrol ve  resveratroliin  etkisini
karsilastirdigimiz karaciger toksisitesinde antidot olarak kullanilan silibininin ortak ¢oziictisii
Dimetil siilfoksit (DMSO) oldugundan oncelikle, 5 farede 6 saat araliklarla tek basina DMSO
uyguladik. 6 saat aralikli olarak 48 saat boyunca uygulanan DMSO, bu grupta fare sayisi
diisiik oldugu icin istatistiksel degerlendirme yapilamamis olsa da AST ve ALT degerlerini
kontrol kabul ettigimiz herhangi bir miidahale yapilmamus farelerin AST ve ALT degerlerine
gore ylikseltti. Histomorfolojik olarak da ¢ok az da olsa karaciger hasar1 gosterildi. Bunun
tizerine, B planimizda da belirttigimiz gibi deney gruplarinda, resveratrolii etil alkolde
¢ozmeyi diistinerek, etik kuruldan ek fare talep ederek, 48 saat boyunca 12 saat araliklarla etil
alkol uyguladik. Ancak alkol, yine gruptaki fare sayisi diisiik oldugu icin istatistiksel olarak
analizi yapilamamis olsa da, 6 saat araliklarla 48 saat boyunca uygulanan DMSO’dan daha
fazla karaciger hasarina neden oldu. Diger bir deney grubumuzda da DMSO, 12 saat aralikli
olarak 48 saat boyunca uyguladiginda ise karaciger hasarmmin 6 saat aralikli DMSO

uygulamasina gore daha az oldugunu gézlemledik.

DMSO, pek ¢cok maddenin ¢éziinmesinde kullanilan renksiz ve sivi1 6zellikli dnemli bir
polar ¢oziictidiir. SOR baglayici kapasitesi nedeniyle ayn1 zamanda antiinflamatuar 6zellikleri
de vardir (101-104). Parasetamol, karbontetrakloriir (CCly), kloroform gibi etkenlere bagl

gelisen karaciger toksisitesinde koruyucu ozellikleri gosterilmis olsa da karaciger iizerine
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toksik olduguna dair yayinlar da bulunmaktadir (105-107). Siganlarda, DMSQO’in dozla artan
oranda karacigerde histomorfolojik hasar olusturdugu gésterilmistir (108). Insan ve sican
karaciger hiicre kiiltiirlerinde de, karaciger iizerinde hafif toksik bulgulara neden olabilecegi
bildirilmistir (109). Biz de benzer sekilde resveratrol ve silibinin ¢oziiciisii olarak kullanmay1
planladigimiz DMSQO’in artan siklikta uygulanmasi ile karaciger iizerinde hasari artirdigini
gozlemledik. Bunun {izerine, insanlarda a-AMA’e bagli zehirlenmelerde antidot olarak
kullanilan ve igeriginde silibinin olan ticari preparat Legalon’u silibinin yerine kullanmay1
diisiindiik. Legalon’un 6 saatlik aralikli uygulamalarmin karacier iizerine etkisini
degerlendirdigimiz 3 farelik grupta da tek basma Legalon’un da karaciger ilizerine 6 saat
aralikli uygulanan DMSQO’ya yakin hasara neden oldugunu gozlemledik. Literatiirde daha
once Legalon’un deneysel modellerde tek basina karaciger iizerinde etkisinin ya da karaciger
toksisitesi lizerine etkisinin degerlendirildigi caligmalara rastlamasak da Legalon®’un zaten
a-AMA’e bagh gelisen karaciger toksisitesinde tedavi etkililiginin kanit degerinin de diisiik

oldugu bildirilmektedir (40).

Tim bu sonug¢larimiz géz Oniinde bulunduruldugunda, 12 saat araliklarla uygulanan
DMSO, 6 saat aralikli uygulanan DMSO’den daha az oranda karaciger hasari olusturdugu igin
biz de deney gruplarimiza a-AMA uygulamasindan sonra 12 saat aralikli olarak uygulanan
DMSO grubunu ekledik. Bu grubu eklememizin gerekgesi, a-AMA uygulamasi sonrast
aralikli olarak uygulanan DMSO’in karaciger {izerine etkisini degerlendirmekti. Aslinda
deney gruplarimizda Resveratrol tedavisini, a-AMA ile es zamanli, a-AMA uygulamasi
sonras1 12. saatte ve a-AMA uygulamasi sonrasi 24. saatte uyguladigimiz ii¢ farkli tedavi
grubu bulunmaktaydi.  Silibinin uygulamalar1 ise 6 saat araliklarla toplam 7 kez

tekrarlanmusti.

Calismamizda, pek cok karaciger toksisite modelinde gelisen toksik etkileri geri
dondiirmede etkili oldugu gosterilen resveratrolin a-AMA’e bagli karaciger toksisitesi
tizerinde etkisi degerlendirildi. Karaciger toksisitesini Onlemede etkili oldugu pek c¢ok
calismada bildirilen, 30 mg/kg’lik resveratrol dozu 12 saat araliklarla uygulandi. Resveratrol
ne kadar erken uygulanmaya baslarsa, karaciger toksisitesini tedavi edici etkisinin o kadar iyi
oldugu, ytikselen karaciger fonksiyon testleri (KCFT)’ nin ve histomorfolojik karaciger hasar

skorunun kontrol grubuna goére anlamli oranda azalmasi ile gosterildi.
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Resveratrol tedavisinin a-AMA uygulamasi ile es zamanl oldugu ve 12 saat sonra
uygulandig1 gruplarda, hem KCFT hem de histomorfolojik hasar skoru, kontrol grubuna gore
diisiik bulundu. Literatiirde, resveratroliin; aralarinda parasetamol, CCls ve alkoliin de
aralarinda oldugu pek ¢ok in vivo deneysel modelde gelisen karaciger toksisite modelinde
koruyucu etkili oldugu gosterilmistir. Resveratroliin deneysel modellerde olusturdugu
karaciger iizerindeki koruyucu etkiligininin ise antioksidan ve antiinflamatuar etkisi ile

gerceklestirdigi bildirilmektedir (6, 74-76, 78).

Unstabil 6zellikli serbest radikallerin oksijen tiirevlerine SOR ya da oksidan maddeler
denilir. Bu maddeler, hiicre membraninda yer alan lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin
yapisini, hedef molekiillerden elektron alma 6zellikleri ile bozarak etkiler ve hiicre hasarina
neden olur. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi enzimler;
oksidan maddelere bagli gelisen oksidatif stresi dengelemeye ¢alisir. Seruloplazmin,
transferrin, indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve alfa-tokoferol ise
antioksidan maddeler arasinda yer alir. Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan dengenin
oksidan lehine kaymasi sonucu hiicre hasarinin olusmasidir (110, 111). Dolayisiyla bu
parametrelerin hem in vivo hem de in vitro diizeyde 6l¢limii, hastaliklarin patofizyolojisini
tanimlama ile tedavi yaklasimini belirlemede 6nemli bir role sahiptir. Biz de ¢alismamizda
deney gruplarinda, karaciger doku homojenatlarindan antioksidan enzimlerden SOD,
antioksidan maddelerden GSH ve lipid peroksidasyonu iiriinlerinden MDA diizeylerini 6l¢tiik.
Resveratroliin, karaciger hasarina bagl yiikselen oksidatif stres parametrelerinde, kontrol
grubuna gore degisiklige neden olmadigimi gosterdik. MDA diizeyinde gruplar arasinda
birbirine yakin sonuglar elde ettik. Bununla birlikte, resveratrol ile tedavi edilen gruplarda
SOD diizeyleri a-AMA grubuna kiyasla azalma egilimi gostermesine ragmen bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica, resveratrol grubunda, resveratroliin uygulanma
stiresiyle orantili olarak, AMA+SF grubuna kiyasla, glutatyon diizeylerinde bir diisiis
gozlemledik fakat bu sonug da istatistiksel olarak anlamli degildi. Aslinda yapilmis olan pek
cok calismada, resveratroliin pek ¢ok toksisite modelinde antioksidan etkileri oldugu
bildirilmektedir. Ancak bu modellerde ya uzun siireli resveratrol uygulamalar1 ya da
resveratroliin toksik madde verilmeden 6nce uygulanmasi s6z konusudur (75, 112, 113).
Bizim ise iki giinlik deney protokoliimiiz siirecinde uyguladigimiz total resveratrol dozu

duistiktiir.
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Calismamizda, kontrol grubuna gore, resveratrolin o-AMA uygulanmis farelerde,
antioksidan enzim diizeylerinde degisiklige neden olmamis olmasi, bizim deneysel
modelimizde a-AMA’e bagh karaciger toksisitesini dnlemede antioksidan etki gostermedigini

distindiirmektedir.

Calismamizda histomorfolojik olarak, a-AMA+SF ve o-AMA+DMSO gruplarinda,
karaciger hiicre hasar1, periportal mononiikleer hiicre (MNH) infiltrasyonu, fokal nekroz, bazi
farelerin karaciger drneklerinde de yaygin karaciger hiicre nekrozu ve sintizoidal genislemeler
gbzlendi. Resveratrol tedavi gruplarinda ise karaciger hiicre hasari, periportal MNH
infiltrasyonu, fokal nekroz ve siniizoidal genislemeler daha azdi. Dolayisi ile resveratrol

tedavisi a-AMA’e bagli karacigerde gozlenen histomorfolojik hasar1 azaltt.

Nekroz, apoptozis gibi, canli organizmalarda hiicre 6liimiine neden olan bir siirectir.
Klasik hiicre 6liimii olan nekrozda, hipoksi ya da cesitli toksik etkenlere bagli olarak
hiicrelerin siserek parcalanmasi sonucu etrafa sagilan lizozomal enzimler inflamatuar siirecleri
baglatir. Resveratroliin, CCls’e baglh gelisen karaciger fibrozisinde, Akt/NFkB’yi
indiikleyerek antiinflamatuar etkili oldugu, ayrica nonalkolik karaciger hastaliginda ve
sicanlarda yaglh karacigerde de antiinflamatuar etkili oldugu bildirilmistir (113-115). Ayrica
resveratroliin hiicre kiltlirii ¢alismalarinda, hemorajik sokta karaciger hiicre kiiltiiriinde,
hipoksiye bagli gelilen nekrozda, NF-kB’ ve p53 supresyonu yaparak antiinflamatuar etkili
oldugu da bildirilmistir (116). Dolayis1 ile resveratroliin pek ¢ok hiicrede oldugu gibi
karaciger hiicresinde gelisen patolojilerle de antiinflamatuar etkisi vardir. Histomorfolojik
olarak resveratrol tedavi gruplarinda, MNH infiltrasyonuda azalma goézlenmesi, a-AMA’e
bagh karaciger toksisitesinde resveratroliin antiinflamatuar mekanizma ile etki gosterdigini
diistindiirmektedir. Biz ¢aligmamizda, serum NF-kB ya da inflamasyonu dogrulayabilecek
Interlokin (IL-1, IL-6) seviyelerinde 6lgiim yapmadik. Ancak resveratroliin antiinflamatuar
etkisini, a-AMA’e bagli gelisen karaciger dokusunda MNH infiltrasyonunun azaltmis

olmasiyla gosterdik.

Resveratrol tedavisi, aktif kaspaz-3 immunopozitifliginde, es resveratrol ve 12S
resveratrol gruplarinda, 0o-AMA+DMSO grubuna gore anlamli oranda azalmaya neden oldu.
Kaspaz-3 immunpozitifligi AMA+SF grubunda da a-AMA+DMSO grubuna yakin olsa da, bu

grupta resveratrol tedavi grubuna gore istatistiksel anlamliliga rastlanmada.
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Apoptozis, cesitli fizyolojik ve patolojik etkenlere bagli olarak gen ve enzimlerin
aktivasyonuna neden olan bir siirectir. Bcl-2 onkoproteininin ve p53 proteininin apoptozis
gelisimine katkis1 bulunmaktadir. Enerji gerektiren ve hiicre 6liimiine neden olan fizyolojik
bir mekanizma olan apoptozisde, belirli hiicreler etkilenir. DNA; DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanir. Bunun disinda, Ces-1 ve Ces-2 gibi spesifik genler de apoptozisi uyarir.
Elektron mikroskopi ve TUNEL teknigi, hiicrede apoptozisi belirlemede kullanilan
yontemlerdir. Ayrica, apoptoziste goriilen degisiklikler, kaspazlarin aktivasyonu ile de
belirlenir. Kaspaz-3, apoptotik etkilerden sorumludur ve hiicrelerde en sik bulunan kaspazdir.
Calismamizda, a-AMA’in apoptozise neden oldugunu ve resveratrol tedavisinin de a-AMA
ile es zamanl uygulandiginda ve a-AMA sonras1 12 saat sonra uygulandiginda apoptozisi
engelledigini elektron mikroskopik olarak ve immunhistokimyasal boyamalar ile gosterdik.
Dolayistyla a-AMA, karaciger hiicresinde apoptozisi artirdi ve resveratrol tedavisi ise o-
AMA’e bagl karaciger hiicresinde gelisen apoptozisi azaltti. Deneysel ¢alismalarda da,
resveratroliin, antiapoptotik etkileri bildirilmistir. Resveratroliin, streptozotosin ile diyabet
olusturulmus sicanlarin karacigerinde apoptozisi 6nledigi ve diyabete bagl yiikselmis Bax ve
p53 biyobelirteclerini azalttig1 gosterilmistir. Roy ve arkadaslar1 da CCly ile gelisen karaciger
toksisitesinde resveratroliin, apoptozisi onledigini bildirmislerdir (117, 118). Primer kopek
karaciger hiicre kiiltiirlerinde de 12 saat boyunca o-AMA maruziyetinin, o-AMA
konsantrasyonu ve maruz kalinan siire ile orantili sekilde hiicre canliliginda azalmaya neden
oldugu bildirilmistir. Bir bagka calismada da insan karaciger hiicre kiiltiiriinde, apoptozisin a-
AMA’e bagl karaciger toksisitesinde rolii oldugu ve apoptozisin programli hiicre 6liimiinde
onemli rolii olan ve apoptotik belirteg olarak kabul edilen kaspaz enzimlerinden kaspaz-3
bagimli oldugu da gosterilmistir (119). Apoptozisin 6zellikle 6 saatlik maruziyet sonrasinda
belirgin oldugu bildirilse de, kdpek karaciger hiicre kiiltiirlerinde apoptozis ve nekrozun es
zamanlt olarak a-AMA’e maruz kalinan siire ile konsantrasyon ile orantili sekilde
gerceklestigi gosterilmistir. Bu nedenle hem a-AMA’in olusturdugu apoptozisin mekanizmasi
ve hem de resveratroliin bu etkiyi hangi mekanizma ile geri dondiirdiigiiniin arastirildigi

caligsmalar gereklidir.

Silibinin, Amanita phalloides’e bagli gelisen karaciger toksisitesinde antidot olarak
kullanilan bir maddedir. Biz ¢aligmamizda silibininin, a-AMA’e bagl olarak histomorfolojik
olarak gelisen karaciger toksisitesi lizerine etkili oldugunu ancak bu etkinin biyokimyasal

degerlere yansimadigim1 gozledik. Histomorfolojik olarak da, silibinin grubunda, resveratrol
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tedavi gruplarina gore, karaciger hiicre hasari, periportal MNL hiicre infiltrasyonu, fokal
nekroz, sinlizoidal genislemeler daha fazla olarak bulundu. Tong ve arkadaslar1 da farelerde
gelisen a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde, simetidin, benzilpenisilin ve tioktik asit gibi
silibininin de etkili olmadigin1 gostermislerdir (41). Ancak Vogel ve arkadaglari, beagle cinsi
kopeklerde olusturduklart karaciger toksisitesinde; toksisite olusturulmasini takiben 5-24 saat
sonra 50 mg/kg silibinin uygulamasinin biyokimyasal enzimleri diizelttigi ve karacigerde

nekrozu azalttigini ve silibinin grubunda 6liim olmadigini bildirmislerdir (93).

Retrospektif bir calismada, 18 hastalik bir seride, Amanita phalloides tiirii mantarlarla
zehirlenmelerde, mantarin yenmesi ile silibinin uygulanmasi arasinda gecen zamanin
uzunlugu ile korele sekilde karaciger toksisitesi gelisimi bildirilmistir. Ancak bu retrospektif
calismada, hastalarin maruz kaldiklar1 toksin miktarlar1 standart degildir ve retrospektif
calismalarin sonuglar bir tedavinin etkiligini degerlendirme agisindan kanit olarak sunulamaz
(120). Bir baska calismada, Amanita phalloides tiiri mantar zehirlenmelerinde, silibinin tek
basina ve penisilin G ile kombine olarak uygulanmasi durumunda etkililigi karsilastirilmis.
Calismada yer alan hastalardan 118 tanesi monoterapi olarak silibinin alirken 249 tanesi
penisilin G ile kombine terapi almistir. Regresyon analizi sonucunda ise mortalite ve
transplantasyon oran1 monoterapide %>5.1, kombine terapide ise 9%8.8 olarak bulunmustur.

Her ne kadar etkili olduguna dair yayinlar bulunsa da %100 etkinligi bulunmamaktadir (121).

Silibinin halen Amanita phalloides tirii mantarlarla zehirlenmelerde, antidot olarak
kullanilmaktadir. Ancak biz calismamizda olusturdugumuz toksisite modelinde silibinini
biyokimyasal parametreler iizerinde etkili bulmadik. Gerek deneysel ¢alismalar olsun, gerek
insan verilerinin degerlendirildigi calismalar olsun zehirlenmelerde silibininin etkililigi ile
ilgili yeterli kanitlar yoktur. Bu nedenle bu tiir mantarlarla zehirlenmelerde, yeni antidotlara

gereksinim vardir.

Son yillarda a-AMA’e bagl karaciger toksisitesine karsi antidotal tedavi gelistirmek
amaciyla yapilan birka¢ calisma literatiirde yerini almistir. Bunlardan birincisi Garcia ve
arkadaslarinin polimiksin B ile yaptig1 deneysel ¢alismadir (122). Hem in silico hem de in
vivo protokolleri igeren bu arastirmanin sonucuna gore polimiksin B’nin a-AMA’e bagh
karaciger toksisitesine bagl karaciger yetmezliginden koruyucu oldugu ve farelerin hayatta
kalma oranlarim1 artirdigi sonucuna varilmistir. Fakat calismada bir takim kisitliliklar

bulunmaktadir. Bizim arastirmamizla karsilastirildiginda; deney protokollerinde kullandiklar
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a-AMA dozu, deneyimizde kullandigimiz dozun yaklasik dortte biri kadardir. Biz
calismamizda, literatiire gore olduk¢a yiiksek doz o-AMA ile karaciger toksisitesi
olusturmamiza ragmen, resveratrolii o-AMA’e baglhh gelisen karaciger toksisitesini
iyilestirmede etkili bulduk. Dolayistyla daha diisiik dozda a-AMA ile toksisite olusturulmasi
durumunda, daha da iyi sonuglar elde edilebilecegimizi diisiinmekteyiz. Bu ¢alismanin diger
bir kisithiligi da, Polimiksin B’nin a-AMA uygulamasi sonrasi, sadece 4 saat sonraki
etkilerinin degerlendirilmis olmasi1 ve insanlarda gozlenen zehirlenmelere uyarlanabilecek

sekilde daha ge¢ donemde uygulanmamis olmasidir.

a-AMA’e bagh karaciger toksisitesinde yeni tedavilerin arastirilmasi ile 1ilgili yapilan
bir diger calisma ise Kaya ve arkadaslarinin ¢alismasidir (123). Bu arastirmada, farelerde a-
AMA ile olusturulmus in vivo karaciger toksisitesi modelinde, erdosteinin karaciger
toksisitesini tyilestirici etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada da, deney protokollerinde
uygulanan a-AMA dozu kullandigimiz dozun iigte biri kadar olup ve erdostein toksin
maruziyetinden yaklasik 3 saat sonra uygulanmaya baslanmistir. Dlayisiyla bu calismada da
erdosteinin a-AMA’e bagli karaciger toksisitesinde ge¢ donem iyilestirici etkisi
incelenmemistir. Bununla birlikte resveratrol, deney protokoliimiizde a-AMA verilmesinden
12 saat sonra uygulandiginda bile hem aminotransferazlarda hem de histomorfolojik hasar

skorlarinda istatistiksel olarak anlamli iyilesme saglamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda, farelerde o-AMA ile olusturulan karaciger toksisite modelinde

resveratroliin;

e 0-AMA ile es zamanli ya da 12 saat sonra uygulanmasinin tek basina a-AMA (a-
AMA+SF) uygulanan gruba gore biyokimyasal olarak Olciilen AST ve ALT

degerlerinde diizelmeye neden oldugu,

e 0-AMA ile es zamanl ya da 12 ve 24 saat sonra uygulanmasinin tek basina a-AMA
(a-AMA+SF) uygulanan gruba gore karaciger histomorfolojik hasar skorunu

tyilestirdigi,

e 0-AMA ile es zamanli ya da 12 ve 24 saat sonra uygulanmasinin, a-AMA’e baglh
gelisen karaciger hiicre hasari, periportal MNH infiltrasyonu, fokal nekroz, bazi
farelerin karaciger Orneklerinde de gelisen yaygin karaciger hiicre nekrozu ve

sinilizoidal genislemeleri azaltt1g1,

e Antioksidan enzim diizeylerinde tek basina a-AMA (AMA+SF) uygulanan gruba

gore farkliliga neden olmadigi

e Kaspaz-3, TUNEL boyamalarinda uygulanma zamani ile orantili azalmaya neden

oldugunu gosterdik.

Silibinin ise, a-AMA ile olusturulan karaciger toksisitesinde, a-AMA+SF grubuna gore

sadece histomorfolojik olarak karaciger dokusunda kontrole gore iyilesmeye neden oldu.

Calismamizda, resveratroliin ne kadar erken uygulanirsa, o kadar etkili bir sekilde
karaciger toksisitesini iyilestirdigini, karaciger toksisitesini iyilestirmede antiinflamatuar

etkisinin belirgin oldugunu ve a-AMA’e bagh gelisen apoptozisi de 6nledigini gosterdik.

Calismamizda, resveratroli DMSO igerisinde ¢6zdiik ve 12 saatlik araliklarla
uyguladik. DMSQO’in tek basina 12 saat araliklarla uygulanmasi durumunda KCFT’de ilimlt
da olsa yiikselmeye neden oldugunu gordiik. Ozellikle DMSQO’in de KCFT iizerinde 1liml1 bir
toksik etkisi oldugunun gosterilmis olmasina karsin resveratrol tedavi gruplarinda o-
AMA+SF grubuna gore anlamli oranda KCFT’de diigme ve histomorfolojik olarak da

karaciger hasarinda azalma saptanmasi, resveratroliin a-AMA’e bagh karaciger toksisitesinin
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tyilestirilmesinde umut vaat eden bir antidot aday1 oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle,
resveratroliin a-AMA’e bagl karaciger toksisitesinde antidot olarak gelistirilmesine yonelik

hedefe yonelik formiilasyonlara gerek vardir.

Sonu¢ olarak; resveratrol, farelerde olusturulan a-AMA’ya baglh karaciger
toksisitesinde hem histomorfolojik hem de biyokimyasal parametrelerde diizelme olusturarak
etkili oldu. Bu nedenle resveratrol, Amanita phalloides tirii mantarlarla zehirlenmelerde yeni

bir antidot adayidir. Antidot olarak gelistirilmesine yonelik ¢alismalar planlanmalidir.
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§8-0021 Toxicology

Alfa-Amanitine Baﬂll I(aml@nr Toksisitesinin Onlenmesinde SIIII]_II'III'I ile Resveratroliin Ell(lllllglnin Kargllaglmlmasl

Hynur Gahin', Oktay Kesici®, Yesim Tungok®, Sule Kalkan®, Bekir Ugur Ergur®, likay Aksu®, Mualla Aylin Arici®

*Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Acil Tip Ana Bilim Dal

*Dookuz EYIGl Universitesi, Tip Fakiltes], Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dali

*Dokuz EYIGl Universitesi, Tip Fakiltes, Histolofi ve Embriyoloji Ana Bilim Dal

*Diskuz EiGl Universitesi, Tip Fakiltesi, Fizyoloji Ana Bilim Dali

1] FII$: Amanita phalloides tird mantarlann icerifindeki alfa-amanitin (a-AMA) hepatotoksisite ve 0lim ile sonlanan zehirlenmelere neden olmaktadir. a-AMA ile zehirlenme tedavisinde
silibinin, yiksek dozda kristalize penisilin-G, simetidin ve N-asetilsistein gibi antidotlar kullanilmasina kargin, dzellikle karacifier yetmezliine bagh morbidite ve mortalite orani yiksektir.
Cahsmamizim amaci, a-AMA'nIn neden oldugu hepatotoksisitenin tedavisinde antioksidan ve hepatoprotektif oldugu bilinen resveratrolin (R) etkililigini aragtirmak ve silibinin (Sil) ile kargi-
laghrmaktr.

YONTEM: Balb/c farelerde, a-AMA'In karacifier fonksiyon testlerini (AST ve ALT) yikselten ve histopatolojik olarak karacifer hasan olugturan akut hepatotoksik dozu 1.4 mofkg (intraperito-
neal, i.p.) olarak bulundu. Deney gruplanmiz, sirasiyla; 1. Kontrol: a-AMA (n=12), 2.a-AMA+Dimetisilfoksid (DMSO, R ve Sil ¢oziiclisd, n=8), 3. a-AMA+ EsR {a-AMA ile &5 zamanl 30 mg/
kaRip.n=8), 4. a-AMA+ 12R (a-AMA uygulamasindan 12 saat sonra 30 makg R, n=10), 5. a-AMA+ 24R (a-AMA uygulamasindan 24 saat sonra 30 mo/kg R, n=10), 6. a-AMA+Sil (a-AMA
ile &5 zamanh 5 mg/kg Sil, n=10). Deney gruplannda, 48 saat boyunca R 12 saat aralilarla ve Sil ise 6 saal araliklarla uyguland. Fareler 43 saatik gdzlemden sonra eler anestezisi alinda
sakrifiye edildi. Kalpten ponksiyonla alinan kan dmeklerinden karacider fonksiyon testleri alghldd. Alinan karaciger drekleri histopatolojik olarak dederlendirildi. |statistiksel analizde, ANOVA,
farkligin hangi gruptan kaynaklandifin saptamak igin Tukey-Kramer cokdu kargilagtirma testeri kullanildi, P<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edild.

BULGULAR: AST defjerleri, ESR (2191.0 £281.2 U/L) ve 12R (2403.0 £726.1 U/L) gruplannda kontrol grubuna (7947.0 £1335.0 U/L) gdre anlami oranda digik bulundu (p<0.01ve p<0.01).
ALT defjerleri de benzer sekilde ESR (1335.0 £570.4 U/L) ve 12R (1542.0 £537.3 U/L) gruplarinda kentrol grubuna (6454.0 +1604.0 L/L) gdre digik bulundu(p<0.05). (p=0.05). Karaciter
histopatolojik hasar skoru, ESR (1.4+0.2), 12R (1.3 £0.2), ve 24R (1.4 £0.2), gruplarinda kontrol grubuna gdre (2.6 £0.2), odre anlami oranda azald (sirasiyla p<0.01, p<0.001, p<0.001).
Sil grubunda histopatolojik hasar skoru 1.8 £0.2 idi. R ve Sil gruplan arasinda AST ve ALT dederleri ve histopatolojik hasar skoru bakimindan anlarmb farklilik yoktu.

SONUG: Deneysel fare zehirlenme modelinde erken veya geg donemde uygulanan resveratrolin, a-AMA'ne badl hepatotoksisiteyi dnleme ve ivilestirmede etkili oldufu saptanmishi. Gele-
neksel antidot olarak kullanilan silibinin ise hepatotoksisiteyi geri dondirmede baganl olmamigtir. Bu nedenle resveratrol a-AMA'va badl hepatotoksisitenin onlenmesi ve tedavisinde umut
verici bir antidot adayidir.

Bu alima TOBITAK Baglangig AR-GE projelerini destekleme programi tarafindan desteklenmistir (1145927),
ANAHTAR KELIMELER: a-AMA, resveratrol, hepatotoksisite, silibinin
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8.4. Uluslararasi Kongrede Alinan Sézlii Bildiri Ozel Odiilii
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