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Alfa-Amanitine Bağlı Karaciğer Toksisitesinin Önlenmesinde Silibinin ile Resveratrolün 

Etkililiğinin Karşılaştırılması 

Aynur ŞAHİN, Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Acil Tıp Anabilim Dalı 

dr-aynursahin @hotmail.com  

ÖZET 

Amaç: Alfa amanitin (α-AMA) içeren Amanita phalloides türü mantarlar, ölümcül 

mantar zehirlenmelerinin çoğundan sorumludur ve karaciğer toksisitesi ve akut karaciğer 

yetmezliği ile sonlanan ciddi zehirlenmelere neden olur. Silibinin ve penisilin G gibi mevcut 

antidotlar, α-AMA ile oluşturulan karaciğer toksisitesinin önlenmesi ve/veya tedavisinde 

yeterince etkili değildir. Çalışmamızın amacı, resveratrolün α-AMA’e bağlı karaciğer 

toksisitesi üzerindeki etkilerini in vivo deneysel toksisite modelinde araştırmak ve tedavide 

antidot olarak kullanılan silibinin ile karşılaştırmaktı. 

Yöntem: Balb/c farelerde, AST ve ALT değerlerinde anlamlı oranda yüksekliğe neden 

olan ve histomorfolojik olarak da karaciğerde hasara neden olan 1.4 mg/kg α-AMA  ile in 

vivo toksisite modeli oluşturuldu. Kontrol grubunda -AMA+%0.9. sodyum klorür (NaCl), 

Dimetil sülfoksit (DMSO) grubunda,  -AMA+ DMSO, resveratrol gruplarında, 30 mg/kg 

resveratrol, α-AMA ile eş zamanlı (α-AMA +ER), 12 saat (α-AMA +12R) ve 24 (α-AMA 

+24R) saat sonra olmak üzere 3 farklı tedavi protokolünde uygulandı. 5 mg/kg silibinin ise  

(α-AMA +Sil) α-AMA ile eş zamanlı olarak 6 saat arayla uygulandı. Kırk sekiz saatlik deney 

 protokolünün sonunda fareler sakrifiye edildi. Alınan serum örneklerinden AST, ALT, Total 

bilirubin, Direk bilirubin düzeyleri, karaciğer dokularından antioksidan enzimler ve 

 histomorfolojik incelemeler yapıldı. TUNNEL ve aktif kaspaz-3 incelemeleri ile apoptozis 

değerlendirildi. 

Bulgular: AST ve ALT değerleri,  -AMA+ER ve -AMA+12R gruplarında, 

histomorfolojik hasar skorları ise -AMA+ER, -AMA+12R, -AMA+24R ve 

gruplarında -AMA+SF grubuna göre anlamlı düşüş gösterdi. Resveratrol, karaciğerde 

mononükleer hücre infiltrasyonunu, nekrozu ve aktif kaspaz-3 immünopozitifliğini azalttı. 
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 Sonuç: İn vivo deneysel toksisite modelimizde, resveratrol,  α-AMA’e bağlı gelişen 

karaciğer toksisitesini önlemede  etkili bulundu. Sonuç olarak; resveratrol, Amanita 

phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde kullanılabilme potansiyeli olan yeni bir tedavi 

alternatifidir.  

Anahtar Sözcükler: α-AMA, resveratrol, karaciğer toksisitesi , silibinin. 
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A Comparison of the Effectiveness of Silibinin and Resveratrol in Preventing Alpha-

Amanitin-Induced Hepatotoxicity 

ABSTRACT 

Objective: Amanita phalloides species mushrooms containing alpha amanitin (α-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 

α-AMA induced liver toxicity. We investigated the effects of resveratrol on α-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 α-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 -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 α-AMA (α-AMA +ER), after 12 h (α-AMA 

+12R) and after 24 h (α-AMA +24R). Silibinin at 5 mg/kg (α-AMA +Sil) was administered at 

6-h intervals simultaneously with α-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 -AMA+SR and -AMA+12R groups and 

histomorphologic injury score in the -AMA+SR, -AMA+12R, -AMA+24R and -

AMA+Sil groups were significantly lower than that of the -AMA+NS group. Resveratrol, 

decreased mononuclear cell infiltration, necrosis and active caspase-3 immunopsitivity in 

liver.  

Conclusion: Resveratrol was found to be effective in α-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: α-AMA, resveratrol, liver toxicity,  silibinin. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi 

Amanita phalloides türü mantarlar, tüm dünyada morbidite ve mortalite ile sonlanan 

ciddi zehirlenmelere neden olmaktadır. Halk arasında, evcik kıran ve köy göçüren mantarı 

olarak da bilinen bu tür mantarlarla zehirlenmelerde, klinik bulguların, asemptomatik bir 

periyod sonrasında geç ortaya çıkışı, hastaların acil servise başvurularının gecikmesine neden 

olmakta ve zehirlenmelerin tanısı ve tedavisini zorlaştırmaktadır.  

Siklopeptid içeren mantarlar içinde yer alan Amanita phalloides türü mantarların 

içeriğinde; amanitin, falloidin ve viroidin gibi çeşitli toksinler vardır. Hepatotoksisiteden 

sorumlu başlıca toksin Alfa Amanitin (α-AMA)’dir. α-AMA’in toksik dozu 0.1 mg/kg’dır. 

Bir mantar yaklaşık olarak 10-15 mg α-AMA içerir ve tek bir mantarın yenmesi bile 

zehirlenmeye neden olur. α-AMA, gastrointestinal sistemden emilip sistemik dolaşıma 

geçtikten sonra hepatositlerin sinuzoidal membranında yer alan organik anyonik transporter 

peptid (OATP)1B3, adlı taşıyıcı proteinlerle hücre içine girerek, hepatosit çekirdeğinde yer 

alan RNA polimeraz II’yi inhibe ederek mRNA sentezi ve DNA transkripsiyonunu önler. 

mRNA sentezlenmemesi sonucunda, hepatositler gibi hücresel devri yüksek hücrelerde 

protein sentezi durur ve hepatosit hücre nekrozu gelişir.  

Tedavide, toksinin karaciğer hücresine alımını inhibe eden silibinin, N-asetil sistein ve 

yüksek dozda Penisilin G de α-AMA’e bağlı zehirlenmelerde antidot olarak kullanılmasına 

karşın mortalite ve morbiditeyi önlemede yeterli derecede etkili olmadıkları bilinmektedir. 

Resveratrol, pek çok maddeye bağlı karaciğer hasarını geri döndürücü etkisi gösterilmiş 

hepatoprotektif bir maddedir. Karaciğer hücrelerinde yenilenmeye neden olduğu, yükselen 

serbest oksijen radikallerinin (SOR) düzeyinde düşme oluşturduğu pek çok çalışmada 

gösterilmiştir. Bu etkilerin yanısıra, antiinflamatuar, hepatik fonksiyonların işlevselliği ile 

ilgili mekanizmaların aktivasyonu ve ksenobiyotiklerin metabolizmasında da düzenleyici 

etkileri nedeniyle parasetamol, karbontetraklorür (CCl4) gibi pek çok deneysel toksisite 

modelinde koruyucu etkileri gösterilmiştir.  
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1.2. Araştırmanın Amacı  

Çalışmamızın amacı, antioksidan özellikleri bilinen resveratrolün, α-AMA’e bağlı 

karaciğer toksisitesinde etkililiğinin araştırılması ve klinikte antidot olarak kullanılan silibinin 

ile karşılaştırılmasıdır.  

1.3. Araştırmanın Hipotezleri: 

H0: α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinin iyileştirilmesinde resveratrol silibininden 

daha üstün değildir. 

H1: α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinin iyileştirilmesinde resveratrol silibininden 

daha üstündür. 

Bu amaçla, hipotezimizi, in vivo deneysel α-AMA karaciğer toksisite modelinde 

araştırdık. 

Deneysel çalışmamızda, farelerde karaciğer toksisitesi oluşturan α-AMA dozunu, 

yaptığımız ön çalışma ile 1.4 mg/kg (i.p.) olarak bulduk. Bu doz ile karaciğer toksisitesi 

oluşturduğumuz farelere 30 mg/kg (i.p.) resveratrol, α-AMA ile eş zamanlı, α-AMA 

uygulamasından 12 saat, 24 saat sonra ve α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde antidot 

olarak kullanılan silibinini de (5 mg/kg, i.p.) α-AMA ile eş zamanlı olarak uyguladık. Tüm 

fareleri deney süresince 48 saat gözledik ve 48. saatte, eter anestezisi altında sakrifiye edilen 

farelerden kardiyak ponksiyonla alınan kan örneklerinden karaciğer fonksiyon testleri, total ve 

direkt bilirubin düzeylerini ölçtük. Karaciğer dokusundan alınan örnekleri, histomorfolojik 

olarak ayrıca apoptozis ve/veya nekroz varlığı açısından değerlendirdik. Karaciğer 

homojenatlarından serbest oksijen radikallerine (SOR) bağlı hasarın değerlendirilebilmesi için 

antioksidan enzim düzeylerini ölçtük.  

Biyokimyasal incelemeler ve karaciğer histomorfolojisini değerlendirdiğimizde, 

resveratrolün α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesini ne kadar erken uygulanırsa o kadar iyi 

düzelttiğini, apoptozisi geri döndürdüğünü ve antiinflamatuar etkili olduğunu gösterdik. 

Silibinin ise, karaciğer dokusunda histomorfolojik olarak düzelme yapmasına rağmen  

biyokimyasal parametreler üzerine etkili olmadı. 
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Sonuç olarak; resveratrol, α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde in vivo deneysel 

koşullarda, karaciğer örneklerinin histomorfolojik incelemesi yanında yükselen biyokimyasal 

parametrelerde de iyileşmeye neden olması ile Amanita phalloides türü mantarlarla 

zehirlenmelerde kullanılabilme potansiyeli olan yeni bir tedavi alternatifidir. Resveratrolün, 

α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde kullanılabilecek bir antidot olarak geliştirilmesine 

yönelik çalışmalar planlanmalıdır.  

Projemiz TÜBİTAK 3001 (Başlangıç Ar-ge Projeleri destekleme) programı tarafından 

114S927 proje no’su ile desteklenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Mantar Zehirlenmeleri Hakkında Genel Bilgiler 

Dünyada bulunan 1.5 milyon tür mantardan yaklaşık olarak 1000 tanesi toksikdir. 

Yaklaşık 7000 tanesinin yenilebilir olduğu bildirilmektedir. Doğadan toplanarak yenen toksik 

mantarlar, tüm dünyada mortalite ve morbidite ile sonlanan ciddi zehirlenmelere neden 

olmaktadır. Özellikle kırsal kesimde, lezzetleri ve besin değerinin yüksek olduğu düşüncesi 

ile toplama mantar yeme yaygın bir alışkanlıktır. Mantarların lezzetli tadı, ucuzluğu, doğada 

kolayca yetişmesi ve ulaşılabilirliği zehirlenmelerin temel nedenleri arasındadır. Her ne kadar 

ülkemizde doğadan toplama mantarların yenmemesi ile ilgili çeşitli yollarla uyarılar yapılsa 

da özellikle yerel halktan toplayıcılar mantarların morfolojik özelliklerine bakarak ayırt 

edebildikleri düşüncesiyle her yıl topladıkları mantarları yerel pazarlarda satmakta ve bunun 

sonucu olarak zehirlenme olguları ortaya çıkmaktadır (1, 2). 

Zehirlenmelere neden olan toksik mantarlar arasında; siklopeptid, monometilhidrazin, 

muskarin, koprin içeren mantarlar, halüsinojenik mantarlar yer almaktadır. Ölümle sonlanan 

zehirlenmelerin büyük çoğunluğundan ise siklopeptid içeren mantarlar sorumludur ve 

siklopeptid içeren mantarlar arasında da Amanita phalloides türü mantarlar en sık karşılaşılan 

zehirlenme etkenleridir (3). Bu tür mantarların içeriğinde yer alan ve karaciğerde toksisite 

oluşturan  -Amanitin (-AMA),  Amanita, Galerina ve Lepiota familyalarına ait bazı 

türlerin içeriğinde yer alır (4, 5).   

Mantar zehirlenmeleri, klinik bulgularına göre; erken başlangıçlı (<6 saat), ertelenmiş 

başlangıçlı (6-24 saat) ya da geç başlangıçlı (>1 gün) olarak üç grupta sınıflanır. Erken 

başlangıçlı olanlar; nörotoksik, gastrointestinal ya da alerjik bulgulara, ertelenmiş başlangıçlı 

olanlar karaciğer ya da böbrek üzerinde toksik etkilere neden olur. Geç başlangıçlı olanlar ise 

böbrek üzerinde toksik etkilere, nörotoksik etkilere ya da rabdomiyolize neden olur (6).  

2.1.1.Mantar Zehirlenmelerinin Sıklığı 

Tanı koymanın zorluğu nedeniyle; mantar zehirlenmelerinin sıklığı ile ilgili veriler 

sınırlı olsa da, Dünya Sağlık Örgütü 2004-2014 yılları arasında mantar zehirlenmelerinin 

346.000 ölümden sorumlu olduğunu bildirmiştir (1). Amerika Zehir Danışma Merkezleri 

Birliği’nin 2014 yılı Raporuna göre mantarlarla zehirlenmelerin oranı yaklaşık olarak 

%0.3’tür  (7).  Batı Karadeniz bölgesinde dört yıllık bir sürede, çocukluk çağında, ölümle 
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sonlanan zehirlenmeler içerisinde mantar zehirlenmelerinin oranı %4.5 olarak bildirilmiştir. 

İstanbul bölgesinde çocukluk çağı mantar zehirlenmelerinin retrospektif olarak incelendiği bir 

çalışmada, Amanita phalloides ile zehirlenme oranı %28’dir(8). Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi İlaç ve Zehir Danışma Merkezi’ne başvuran tüm zehirlenmeler içerisinde ise 

mantarlarla zehirlenmelerin oranı %2.5’ dur (9). Mantar zehirlenmelerinde, dünya genelinde 

epidemiyolojik verilere bakıldığında Amerika ve Avrupa’da her yıl Amatoksin içeren 

mantarlarla zehirlenmelere bağlı, 100-200 arasında ölüm bildirilmektedir (10). Mantar 

zehirlenmelerinde, ölümlerin büyük oranından Amanita phalloides türü mantarlar sorumludur. 

Bunun nedeni, Amanita phalloides türü mantarlarla ya da siklopeptid içeren mantarlarla 

zehirlenmelerde tanı konulmasının zorluğundan kaynaklanmaktadır (11).  

Amanita phalloides türü mantarlar, ılıman ve nemli iklim kuşağında, başlıca Avrupa 

ülkeleri ve Türkiye olmak üzere Amerika, Asya, Avustralya hatta Afrika kıtası da dahil 

dünyanın bir çok ülkesinde yetişmektedir (5). Amanita phalloides için en uygun çoğalma 

mevsimi bahar ve sonbahar aylarıdır ve zehirlenme olgularına en sık bu mevsimlerde 

rastlanmaktadır (12). Ancak zehirlenmeye neden olan toksin stabil olduğundan,  bu tür 

mantarlarla zehirlenmelere, mantar konservesi ve kurutulmuş mantarların yenmesiyle bahar 

ayları dışında da rastlanabilmektedir (13).   

2.2. Amanita Phalloides Türü Mantarlar 

2.2.1 Tarihçe 

Amanitaceae ailesine mensup, “Death cap-ölüm şapkası” olarak da isimlendirilen 

Amanita phalloides türü mantarlar, İlk kez Fransız botanikçi Sébastien Vaillant tarafından 

1727’de tanımlanmıştır (Şekil 1). Rusya’da Çar Alexis ve karısı (1694) ve Alman imparatoru 

IV. Charles (17. yüzyıl) Amanita phalloides türü mantar zehirlenmesi nedeniyle ölmüştür.  
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Şekil 1. Amanita Phalloides türü mantar 

2.2.2 Fiziksel Özellikler 

Amanita phalloides türü mantarlar, şapka, sap, annulus, volva olmak üzere 4 kısımdan 

oluşur (Şekil 2a-2b-2c-2d). Şapka yüzeyi düzgün, 6-12 cm genişliğinde olup mantarın genç 

evresinde yeşilimsi sarı iken yaşlandıkça renk kahverengiye doğru koyulaşır. Şapkanın alt 

yüzeyindeki lamelleri saptan bağımsız, hafif radyal çizgili ve beyazdır (Şekil 2e). Sapı ise 

düzgün, beyaz renkli ve yaklaşık 6-12 cm yüksekliğinde silindirik ve aşağıya doğru hafif 

şişkindir. Sapın üst kısımlarında beyaz zarımsı halkası (annulus) ve sapın dip kısmında ise 

fincan şeklinde volvası vardır. Bu halka ve volva morfolojisi, Amanita Phalloides’in diğer 

türlerden ayrımında önemlidir. Şapka kısmının tadının güzel, kokusunun ise meyvemsi 

olduğu belirtilmektedir (12). Fiziksel özellikler yılın farklı zamanlarında farklı bölgelerde 

hava, toprak özelliklerine göre değişkenlik gösterebilmekte ve bu nedenle diğer mantar 

türlerinden ayrımı zor olmaktadır(14).  
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Şekil 2: Amanita phalloides ; a. Şapka ,  b. Annulus,  c. Volva,  d. Sap,  e. Lamel 

2.2.3 Amanita Phalloides Türü Mantarların Toksinleri: 

Amanita phalloides türü mantarlar,  yaklaşık 15-20 adet siklopeptid  toksine sahiptir. Bu 

toksinlerin içinde en iyi bilinenler: Amatoksinler (siklik oktapeptidler), Fallotoksinler (siklik 

heptapeptidler) ve Virotoksinler (siklik heptapeptidler)’dir (3). Tüm toksinler triptofan halkası 

ve indol halkası içerdiğinden kimyasal yapıları birbirine benzer fakat toksisite güçleri 

birbirinden farklıdır (15).  

Fallotoksinler, bisiklik heptapeptidlerdir. Fallotoksinlerin, falloidin, falloin, profallin, 

fallisin, fallasin, fallasidin ve fallisasin olmak üzere 7 türü bulunmaktadır (15). Fallotoksinler, 

etkilerini hızla gösteren toksinlerdir.  Oral yolla emilimleri azdır ve karaciğer üzerinde toksik 

etkileri sadece parenteral yolla uygulanmalarında gösterilmiştir (16). Fallotoksinler, Amanita 

phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde, erken dönemde ortaya çıkan diyare ve kusma 

gibi gastrointestinal semptomlardan sorumlu tutulmaktadır (17).  

Virotoksinler, monosiklik peptidlerdir. Virotoksinlerin, alaviroidin, viroisin, 

deoksoviroisin, viroidin ve deoksoviroidin olmak üzere 5 türü bulunmaktadır (15). Yapısal ve 

biyolojik aktiviteleri fallotoksinlere benzer ve oral alım sonrası insanlarda ciddi toksisiteye 

neden olmazlar. Deneysel çalışmalarda, virotoksinlerin farelere intraperitoneal 

uygulandığında, hemorajik karaciğer nekrozuna neden olduğu gösterilmiştir (18). 

 

a 

b

c 

d

e
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Amatoksinler, bisiklik oktapeptidlerdir. Amatoksinlerin, α-amanitin, β-amanitin, γ-

amanitin, ε-amanitin, amanin, amaninamid, amanullin, amanullinik asit ve proamanullin 

olmak üzere toplam 9 türü bulunmaktadır. Birbirlerinden hidroksil grup sayısıyla ve amid 

karbomil halka çeşitliliğiyle ayrılırlar (Tablo 1) (15). Amatoksinler hem karaciğer hem böbrek 

hem de santral sinir sistemi hasarı oluşturur ve siklopeptid yapılı toksinlerden en  toksik 

olanlardır. α-Amanitin (α-AMA) ise karaciğer toksisitesinden sorumlu primer toksindir (3).  

Tablo 1.  Amatoksinlerin kimyasal yapısı 

 R1 R2 R3 R4 R5 

α-amanitin CH2OH OH NH2 OH OH 

β-amanitin CH2OH OH OH OH OH 

γ-amanitin CH3 OH NH2 OH OH 

ε-amanitin CH3 OH OH OH OH 

Amanin CH2OH OH OH H OH 

Amanin amid CH2OH OH NH2 H OH 

Amanullin CH3 H NH2 OH OH 

Amanullik asit CH3 H OH OH OH 

Proamanullin CH3 H NH2 OH H 

2.2.4 Alfa Amanitin (-AMA) 

2.2.4.1 Farmakokinetik Özellikler 

Amanita phalloides türü mantar içeriğinde yer alan, karaciğer toksisitesine neden olan  

toksin α-Amanitin (-AMA);  yüksek ısıya, soğuğa, pişirilmeye, dondurulmaya, kurutulmaya 

dayanıklı ve stabildir (13). Gastrointestinal sistemden kolay absorbe olur (16, 19). Plazma 

proteinlerine bağlanmaz ve suda çözünür. Oral alımdan 90-120 dk sonra, absorbsiyonu 

tamamlanarak sistemik dolaşıma geçer ve hedef doku olan karaciğer ve böbrek dokularına 

ulaşarak 48. saattin sonunda plazmadan tamamen uzaklaşır.  
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Toksin metabolize olmaz, küçük bir kısmı safra ile atılır. Enterohepatik dolaşıma katılır, 

bu karaciğer hücrelerinin  toksine maruz kalım süresini uzatır (20). Toksinin  büyük oranı ise 

böbrekler aracılığıyla idrarla atılır. -AMA, oral yolla alımından 3-4 gün sonrasına dek,  

idrarda tespit edilebilir (21). 

2.2.4.2  Toksik Doz ve Etki Mekanizması 

α-AMA’in letal dozu oral yolla alımlarda 0.1 mg/kg’dır (16). Bir mantar yaklaşık olarak 

60 g olup, gramında 0.5-1.5 mg α-AMA içermektedir. Bu durumda, 70 kg ağırlığındaki bir 

yetişkinde tek bir mantarın yenilmesi bile öldürücü zehirlenmeye neden olabilir (22).  

α-AMA’in hedef hücresi, primer olarak karaciğer hücreleridir. α-AMA’e bağlı  

zehirlenmelerde morbidite ve mortalitenin başlıca sorumlusu da karaciğer toksisitesidir.  

Ancak gastrointestinal sistem epitel hücreleri, böbrek proksimal tubul hücreleri de etkilenen 

diğer hücreler arasında yer alır (23, 24).   

α-AMA, gastrointestinal sistemden emilip sistemik dolaşıma geçtikten hemen sonra 

hepatositlerin sinusoidal membranında yer alan organik anyon transporter peptid (OATP)1B3 

adı verilen taşıyıcı proteinlerle hücre içine giriş yapar (25). Hücre içi toksisite mekanizmaları 

hakkında birçok araştırma yapılsa da  bilinen en temel mekanizma, α-AMA’in karaciğer 

hücresi nükleusunda yer alan RNA polimeraz II’yi inhibe ederek mRNA sentezi ve DNA 

transkripsiyonunu önlenmesidir (26). mRNA sentezlenmemesi sonucunda, karaciğer hücreleri 

gibi hücresel devri yüksek hücrelerde protein sentezi durur ve karaciğer hücre nekrozu gelişir 

(Şekil  3) (27). 
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Şekil 3. α-AMA’in hücre içine transportu ve toksisite mekanizması 

2.2.5. Klinik Bulgular 

Amanita phalloides türü mantar zehirlenmeleri, klinik olarak dört evredir: 

I.Evre (Latent dönem): Asemptomatik evredir. Mantarın alımından sonraki ilk 8-12 

saat, hastada herhangi bir bulgu gözlenmez. Bu evrenin 6-40 saat arasında değişebildiği de  

bildirilmektedir (27, 28). 

II.Evre (Gastrointestinal dönem): Bu evrede, sulu diyare, kolik tarzı karın ağrısı ve 

kusma gözlenir. Semptomlar, oral alımı takiben en erken 6-24 saatte başlar. Diyare, kanlı ve 

mukuslu olabilir. Bu durum, mantar zehirlenmesinden kuşkulanılmazsa, viral gastroenterit ile 

karışabilir. Laboratuarda karaciğer enzimleri normaldir, fakat şiddetli diyareye sekonder 

elektrolit anormallikleri (hipokalemi, metabolik asidoz), akut böbrek yetmezliği, 

dehidratasyona bağlı hipovolemik şok görülebilir (29). 

III.Evre (Sitotoksik dönem): Bu evrede, hastalarda gözlenen gastroenterit tablosu 

düzelir, karaciğer toksisitesinin biyokimyasal ve klinik belirtileri belirginleşir. Karaciğer 

enzimleri (AST, ALT),  24-36. saatler arasında yükselmeye başlar ve yaklaşık 60-72 saatler 

arasında en yüksek seviyeye ulaşır. Laboratuarda aynı zamanda hiperbilurubinemi, 

protrombin zamanında uzama ve dissemine intravasküler koagülopati bulguları görülür (29). 
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IV.Evre (Fulminan dönem): Bu evrede, mantar yenmesinden yaklaşık 2-4 gün sonra, 

karaciğer ve böbrek yetmezliği gelişir. Karaciğer hücrelerinde ölüm, karaciğer kan akımını 

bozar. Karaciğer yetmezliği nedeniyle,  hipoglisemi, koagülopati, ensefalopati, nöbet, 

solunum yetmezliği,  çoklu organ yetmezliği ve 7-15 gün içinde ölüm gerçekleşir (30). 

2.2.6. Tanı 

Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerin tanısının konmasında; doğadan 

toplanmış mantar yeme öyküsü olması ve bulguların başlangıç zamanı zehirlenmeden 

şüphelendirir. Ancak, Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde,  ilk olarak ortaya 

çıkan bulantı, kusma, karın ağrısı ve diyare Amanita phalloides türü mantarlarla 

zehirlenmelere spesifik değildir ve çoğu zaman bakteri, virus ya da toksik olmayan mantarlara 

bağlı gelişen gastroenteritlerden ayırılmalıdır. Bulguların özellikle mantar yenilmesini 

izleyen,  ilk 6 saat içinde başlaması Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenme 

tanısından uzaklaştırsa da toksik mantarı tamamen ekarte ettiremez. Çünkü, doğadan 

toplanmış mantarlar,  içerisindeki tek bir toksik mantar bile, yiyen kişide ölümcül 

zehirlenmeye neden olabilir. Bu nedenle toksinin vücut sıvılarında erken ve hızlı tanısı için 

klinikte kullanılabilecek çeşitli kalitatif ve kantitatif yöntemler geliştirilmektedir. Rutinde 

kullanılmasa da Amanita phalloides türü mantarın,  karaciğer üzerine toksik olan toksini,  α-

AMA; plazma ya da serumda 30 saate dek, idrarda ise 72 saate kadar tespit edilebilmiştir (20, 

31). Biyolojik sıvılarda toksin tespiti için radioimmunoassay (RIA), enzim işaretli 

immunosorbent assay (ELISA), kapiller elektroforez (CZE) ve ultraviyole ile kombine sıvı 

kromatografi (LC) gibi yöntemler yanlış pozitiflik oranı ve pratik olmayan laboratuar 

prosedürlerinden dolayı klinik uygulamalarda rutin kullanılamamaktadır. Fakat sıvı kütle 

spektrofotometri (LC-MS/MS) yöntemi, günümüzde yüksek sensivite, spesifite oranı ile α-

AMA’in erken tanısını koymada klinik pratikte kullanıma aday hem kalitatif hem de kantitatif 

bir yöntemdir (32). Ancak şu an için klinik kullanımda olan rutin bir tanı testi yoktur.  

Mantarın bir mikolog tarafından değerlendirilmesi ya da kandan ya da idrardan toksinlerin 

ölçülmesi sıklıkla mümkün değildir. Bu nedenlerle, mantar zehirlenmelerinin ayırıcı tanısı, 

sıklıkla klinik bulgulara dayanır.  
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Yenebilen mantarlarla zehirli mantarların da kesin ayırıcı özellikleri yoktur. Halk 

tarafından zehirli mantarların çekici görünümde oldukları, pişirirken gümüş çatal 

batırıldığında kararmaları, yabani hayvanlar tarafından yenmemeleri, koparıldıklarında iç 

kısımlarının mavileşmesi ve belli bölgelerde yetişen mantarların zehirli olması gibi mantarları 

ayırmada kullanılan yöntemlerin ise bilimsel değeri bulunmamaktadır. 

Doğadan toplayarak mantar yeme öyküsü olan, bulantı, kusma ve diyare gibi klinik 

bulguları geç ortaya çıkan hastalarda, Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmeden 

şüphelenilmeli ve hastalardan geldikleri anda alınan kandan, karaciğer ve böbrek fonksiyon 

testleri bakılmalı ve tetkikler 24.  ve 48. saatlerde tekrarlanmalıdır.  

2.2.7 Zehirlenmenin Tedavisi 

Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde, α-AMA’in gastrointestinal 

sistemden emiliminin azaltılabilmesi için dekontaminasyon yöntemlerinden mide yıkama ve 

aktif kömür uygulaması ilk 1 saat içerisinde önerilmektedir. Ancak toksin enterohepatik 

dolaşıma girdiğinden tekrarlayan dozda aktif kömür uygulamasının da tedavide yeri 

bulunmaktadır. 

Antidot olarak, toksinin karaciğer hücresi tarafından tutulumunu engelleyen silibinin 

uygulaması ayrıca yüksek doz kristalize penisilin tedavi protokollerinde yer almaktadır (30). 

Ayrıca etanol, simetidin, N-asetilsistein (NAS), tioktik asit, steroidler de potansiyel tedavi 

seçeneklerindendir (33). Ancak özellikle hücre kültürü çalışmalarının sonuçları, toksinin 

hücreler tarafından tutulmasının erken dönemde olması nedeniyle karaciğer hücre hasarını 

önleyebilmek için tedaviye erken başlanması gerektiği bildirmektedir (34, 35). 

Silibinin, Amanita phalloides türü mantar zehirlenmelerinde kullanılan antidottur. 

Silibinin, α-AMA’in karaciğer hücresi tarafından tutulumunu, karaciğer hücresi üzerindeki 

bağlanma bölgesine bağlanarak inhibe eder ve toksinin enterohepatik sirkülasyonunu da önler 

(36, 37). Ayrıca, glutatyon depolarını da artırır, inflamasyonlu bölgede lökosit migrasyonunu 

azaltarak antiinflamatuar etki de yapar (34, 38). 20-50 mg/kg/gün i.v. yolla 48-96 saat 

boyunca uygulanması önerilmektedir. 

Penisilin G, yüksek dozda ve yüksek kan konsantrasyonlarında, OATP substratı olarak 

α-AMA’in karaciğer hücresi tarafından alımını inhibe eder. α-AMA’e bağlı zehirlenmelerde, 



17 

günlük 300.000- 1.000.000 U/kg i.v. infüzyon ile uygulanması önerilir. Yüksek doz beta 

laktamların DNA polimeraz alfa inhibisyonu ile ökaryotik hücre proliferasyonu ve GABA 

üretimini azaltarak da hepatik hasarı önleyebileceği bildirilmektedir (39).  

N-asetilsistein (NAS),  glutatyon donörüdür. Amanita phalloides türü mantarlarla 

zehirlenmelerde, ilk 60 dakika içinde, 150 mg/kg infüzyon, ardından 4 saat boyunca 50 mg/kg 

infüzyon ve hasta klinik olarak iyileşene dek 6.25 mg/kg/saat’lik infüzyon ile uygulanabilir. 

Ancak etkililiği ile ilgili yeterince kanıt yoktur (40). 

Tioktik asit, çeşitli çalışmalarda özellikle lipid peroksidasyonunu önlemesi ile  ortaya 

çıkan, antioksidan etkisi ile Amanita phalloides türü mantarlar zehirlenmelerinin tedavisinde 

kullanılmıştır (41). Zehirlenmeden sonraki ilk bir saat içerisinde, 150 mg/kg infüzyon, 

ardından 4 saat boyunca 50 mg uygulanması önerilmektedir. Sonrasında da 6 saate bir 50-150 

mg dozunda uygulanmaktadır. Çeşitli çalışmalarda, mortaliteyi azalttığı gösterilmiş olmasına 

karşın, bu tür mantarlarla zehirlenmelerde kullanımları ile ilgili yeterli kanıtlar yoktur ve 

hipoglisemiye neden olması kullanımını kısıtlamaktadır(40). 

2.3 Karaciğer Toksisitesi 

Karaciğer, ksenobiyotiklerin ve toksinlerin metabolize yani detoksifiye olduğu primer 

organdır ve gastrointestinal sistem aracılığıyla alınan tüm maddeler portal ven aracılığıyla 

karaciğere gelir (42). Karaciğer toksisitesine neden olan ilaçlar,  endüstriyel maddeler, bitkisel 

ürünler dahil olmak üzere pek çok kimyasal ve biyolojik etken ortak olarak hepatotoksin 

olarak isimlendirilir. Karaciğerin rejenerasyon kapasitesi yüksek olmasına rağmen, 

hepatotoksinler  karaciğer hücrelerinde  nekroz ya da apoptozise neden olabilir (43).    

Karaciğer toksisitesi, ilaçlar ya da ksenobiyotiklere bağlı oluşan karaciğer 

disfonksiyonu ve hasarıdır. Klinikte  karaciğer toksisitesi, serum alanin transaminaz (ALT) 

düzeyinin 3 kat veya daha fazla artması ve/veya total bilirubin düzeyinin üst sınırının  2 kat 

veya daha fazla artış göstermesi ve ile tanınır (44). Karaciğer toksisitesi, klinik olarak; 

asemptomatik olabilir ya da kolestaz, steatoz, akut karaciğer nekrozu ve fulminan karaciğer 

yetmezliğine kadar gidebilir.  Klinik tablonun değişkenliğinin temel nedeni,  

hepatotoksinlerin ve altta yatan patofizyolojik mekanizmaların çeşitliliğinden 

kaynaklanamaktadır.  
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Karaciğer toksisitesi,  nekroz, steatoz ve kolestaz olmak üzere üç şekilde meydana gelir. 

En sık karşılaşılan karaciğer toksisitesi tipi ise,  karaciğer nekrozudur. Pek çok ilaç ve toksik 

madde, karaciğerde nekroza neden olabilmektedir. Hatta gelişen karaciğer toksisitelerinin 

yaklaşık yarısından akut karaciğer nekrozu sorumludur.  Siroz, fibrozis ve venooklüziv hasar 

da diğer karaciğer toksisite tipleri arasındadır (Tablo 2) (42).   

Tablo 2. Karaciğer toksisitesine neden olan etkenler ve etki mekanizmaları 

Karaciğer toksisite 
tipi 

Karaciğer toksisitesine neden olan etkenler 

Akut nekroz 

Parasetamol, Amanita phalloides, karbon tetraklorür, 
dantrolen, diklofenak, halotan, demir, izoniazid, ketokonazol, 
metildopa, minosiklin, nitrofurantoin, pirazinamid, fenitoin, 
tetrasiklin, troglitazon, valproik asit 

Kolestaz 

Anjiyotensin dönüştürücü enzim inhibitörleri, amoksisilin 
klavulonik asit, anabolik steroidler, atorvastatin, azatioprin, 
beta laktam antiiyotikler, bosentan, bupropion, 
karbamazepin, klorpromazin, klopidogrel, eritromisin, 
östrojen, fosinopril, irbersartan, mirtazapin, fenotiazin, 
fenitoin, sülfonamidler, terbinafin, trisiklik antidepresanlar 

Steatoz 

Mikroveziküler 

 

 

Makroveziküler 

 

Aflatoxin, fialuridin, hipoglisin, nükleozid inhibitörleri, 
tetrasiklin, valproik asid 

 

Amiodoron, tamoksifen 

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

Venooklüziv hasar Busulfan, siklofosfamid, oral kontraseptifler, üretan 

2.3.1. Oksidatif Stres 

Karaciğer toksisitesinin altında yatan en önemli mekanizmalardan biri de oksidatif 

strestir.  Oksidan ve antioksidanlar arasındaki dengenin oksidanlar lehine bozulması şeklinde 

tanımlanan oksidatif stres; kanser, nörolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi-
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perfüzyon patolojileri, diyabet, akut respiratuvar distres sendromu, astım gibi birçok durumun 

patofizyolojisinde rol alır. 

Serbest oksijen radikalleri (SOR), canlılarda normal hücresel metabolizma sonucu 

ortaya çıkar ve fizyolojik süreçlere katkıda bulunur. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda 

hücrelerin  protein, lipid ve DNA gibi komponentlerinde  değişikliklere neden olur (45). 

Aerobik canlılar SOR’un kötü etkilerine karşı enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidan sistemlerle donatılmışlardır. Fakat patolojik durumlarda bu sistemler devre dışı 

kalıp hücreyi savunmasız bırakabilmektedir. 

2.3.1.1 Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) 

SOR;  serbest radikaller ve nonradikaller olmak üzere 2’ye ayrılır.  

Serbest radikal: Molekülünde 1 veya daha fazla eşleşmemiş elektron taşıyan ve 

karşılaştığı moleküle reaktivite özelliği kazandıran yüksek enerjili moleküldür. Serbest 

radikaller, hücre metabolizmasında enerji üretimi için gerekli olan birçok reaksiyon sonucu 

ortaya çıkmaktadır. 

Nonradikal: Kararlı yapıda bulunan, eşleşmemiş elektronu bulunmayan, diğer 

moleküllerle serbest radikalllerden daha zayıf reaksiyona giren moleküllerdir.  

Hem serbest radikal hem de nonradikal olan birçok SOR olmasına karşın, canlı 

fizyopatolojisinde önemli etkilere neden olan SOR’leri; süperoksit anyonu, hidrojen peroksit 

ve hidroksil radikalleridir. 

Süperoksit anyonu 

Süperoksit anyonu; aerobik organizmalarda, moleküler oksijenin (O2) bir elektron 

alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Fizyolojik koşullarda, elektronlar, mitokondri 

membranı boyunca elektron transport zinciri aracılığıyla transport edilir ve transport sonucu 

oksijen suya dönüşür. Elektron miktarının fazla olduğu iç mitokondri zarında, ksantin 

oksidaz, NADPH oksidaz enzimleri aracılığıyla süperoksit anyonu oluşturulur. Süperoksit 

anyonu, polimorfonükleeer hücrelerde ve makrofajlarda bakterisidal etkilidir. 
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Süperoksitler, süperoksit dismutaz enzimi ile hidrojen peroksite dönüşür. Sonrasında 

Haber Weiss ve Fenton reaksiyonları ile hidrojen peroksit, demir (Fe+2) ve bakır (Cu+3) 

aracılığıyla hidroksil radikallerine dönüşür (45). 

Hidrojen peroksit  

Hidrojen peroksit, granülositik enzimler olan eozinofil peroksidaz ve myeloperoksidaz 

aracılığıyla oluşur. Fe2+ veya diğer geçiş metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve süperoksit 

radikalinin (O2−) varlığında (Haber-Weiss reaksiyonu) güçlü bir radikal olan hidroksil 

radikalini (OH-) meydana gelir. Hidrojen peroksit, süperoksit radikalinden farklı olarak yağda 

çözünür ve oluştuğu yerden uzaktaki Fe2+ içeren hücresel membranlarda da hasar oluşturabilir 

(46). 

Hidroksil radikalleri 

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitten ve metallerin Fenton ve Haber-Weiss 

reaksiyonu ile tepkimeye girmesi sonucu oluşan,  SOR arasında en potent radikallerdir.  Çok 

güçlü oldukları için,  karşılaştıkları  çeşitli moleküllerden bir proton koparması sonucu yeni 

radikaller oluşturarak  hücrede hasar meydana getirirler (47). 

2.3.1.2 Eksojen Oksidanlar 

Sigara içimi: Sigara süperoksid ve nitrik oksit gibi birçok oksidan ve serbest radikal 

içerir. Ek olarak sigara dumanı inhalasyonu, akciğerlerde nötrofil ve makrofajların akümüle 

ettiği ve oksidan hasar oluşturduğu endojen mekanizmaları aktive eder. 

Ozon maruziyeti: Ozon inhalasyonu, solunum yolu epitelinde nötrofilleri 

aktivasyonuna ve inflamatuar sitokinlerin salınmasına neden olur. Bu durum,  oksijen 

redüksiyonunun artmasına ve SOR artışına neden olur. 

Hiperoksijenizasyon: Metabolizma sonucu SOR ürünlerinin artışına neden olur. 

İyonize radyasyon: Oksijen varlığında, oksijen ile tepkimeye girerek, hidroksil, 

süperoksit, hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlere dönüştürür. 

Ağır metaller: Özellikle demir, bakır, kadmiyum, civa, kurşun, arsenik gibi ağır 

metaller, SOR miktarında artma ile hücrenin lipid ve nükleer proteinlerine zarar verirler. 
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Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile süperoksit ve hidrojen peroksitle reaksiyona girip 

hidroksil iyonu meydana getirirler. 

Metal+3+O-
2    ͢   Metal+2 + O2       Haber Weiss reaksiyonu 

Metal+2+ H2O2    ͢   Metal+3 + OH- +OH   Fenton reaksiyonu 

2.3.1.2 Antioksidanlar 

SOR’nin, hücresel yapılara vereceği hasarı engellemede görevli savunma 

mekanizmaları arasında, antioksidanların enzimatik ya da nonenzimatik yolla etki göstermesi 

önemli bir rol oynar.   Bu antioksidan moleküllerin etki mekanizmaları: 

 Oksijenin ortamdan uzaklaştırılması veya konsantrasyonunun azaltılması.  

 Serbest radikallerle reaksiyona girebilecek metal iyonlarının ortamdan 

uzaklaştırılması.  

 Serbest radikal hasarına yol açan zincirleme reaksiyonların başlamasının 

engellenmesidir.  

Antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik olmak üzere 2 grupta sınıflandırılırlar.  

Enzimatik antioksidan moleküllerin çeşitleri ve özellikleri Tablo 3’de yer almaktadır. Enzim 

olmayan başlıca antioksidanlar Tablo 4’de yer almaktadır. 
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Tablo 3. Enzimatik antioksidanlar 

ENZİMATİK 
ANTİOKSİDANLAR 

KISALTMA  KATALİZLEDİĞİ REAKSİYON  

Süperoksit  

dismutaz 
SOD 

Mn+1 -SOD+ O-
2    ͢   M

n+-SOD+ O2 

Mn+1 -SOD+ O-
2 +2H+

   ͢   M
n+-

SOD+ H2O2 

Süperoksit radikalini 

temizler 

Katalaz  CAT 2 H2O2   ͢   O2+ 2 H2O 

H2O2 ‘ i yüksek 

konsantrasyonda ise 

temizler 

Glutatyon 

peroksidaz 
GPx 

2GSH + H2O2    ͢   GSSG + 2 H2O 

 

H2O2 ‘ i düşük 

konsantrasyonda ise 

temizler 

Tiroredoksin TRX 
AMP+ sülfit+TRX   ͢    5’-adenilil 

sülfat +TRX 
 

Peroksiredoxin  PRX 
2 R- SH +ROOH =R-S-S-R + 

H2O+ ROH 
 

Glutatyon 

transferaz 
GST RX + GSH = HX +R-S-GSH  

Sitokrom oksidaz CYT 
Oksidatif fosforilasyon elektron 

transport zinciri 

Oksijenin suya 

indirgenmesi 

sırasında aktif oksijenin 

ortama salınımını 

engelleyerek SOR 

oluşumunu engeller. 

GSH: Redükte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon 

 



23 

Tablo 4. Enzim olmayan antioksidanlar 

KİMYASAL 
ADI 

YAPISI   

Vitamin A  

Trans retinol 2 

                                

 

Yağda çözünür. Hidroksil 
radikallerini (OH-) temizler 

Vitamin C 

Askorbik asit 

                                     

Suda çözünür. Hem intra hem 
ekstraselüler düzeyde SOR’ni 
nötralize eder. Yaşlanmayla 
plasma düzeyiazalır. 

Vitamin E 

Tokoferol  

                              

Yağda çözünür. Lipid 
peroksidasyonu sonucu ortaya 
çıkan peroksi radikallerine e- 
verir. Kanser hücrelerinin 
apopitozisini artırır ve radikal 
oluşumunu önler.  

Karoten  

Beta karoten 

                    

 

Bitkilerde yer alan 
pigmentlerdir. Yağda çözünür 
peroksi radikalleri ile 
süperoksit radikalini temizler. 
Oksidanların indüklediği ,NF-
κB, IL-6, TNF-α üretimini 
inhibe eder. 

Glutatyon  

Glutatyon  

                        

Majör antioksidandır. 
GSH/GSSG oranı oksidatif 
stresin majör belirleyicisidir. 
Antioksidan etkisini birçok 
yolla gösterir.  

 

Çeşitli toksik etkenlere bağlı gelişen oksidatif stres,  farklı mekanizmalarla vücutta doku 

ve organlarda pek çok hasara neden olur 

-DNA hasarı 

Oksidatif stres nedeniyle gelişen DNA hasarı, başta kanser olmak üzere birçok hastalığın 

patogenezinde önemli rol oynar. SOR’ne bağlı DNA hasarı,  tekli veya çiftli DNA kırıkları, 
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pürin-pirimidin bazlarında mutasyonlar, modifikasyonlar, delesyon ve translokasyon gibi 

mekanizmalarla gerçekleşir. 

-Lipid peroksidasyonu 

Oksidatif strese bağlı gelişen lipid peroksidasyonu, hücre membranında yer alan 

reseptör ve enzimlerin inaktivasyonuna yol açarak hücre permabilitesinin artmasına neden 

olur. Lipid peroksidasyonu sonucu oluşan malondialdehit (MDA) veya doymamış aldehitler 

birçok intraselüler proteini inaktive ederler (Şekil 4).  

-Protein yapılarda konformasyonel değişiklikler 

SOR, hücre içi proteinler üzerinde reversibl veya irreversibl oksidatif modifikasyona 

yol açarak oksidatif hasar oluştururlar. Bu modifikasyonlar peptid zincirinin parçalanması, 

protein yüzeyindeki elektrik yükünün değişmesi, çapraz bağların değişmesi, proteinlerde 

konformasyonel değişikliklerdir. Sonuç olarak bu değişiklikler, protein yapılarda bozulma ile 

protein yapıların proteazlara duyarlılığını artırır. Sistein ve metionin en duyarlı 

aminoasitlerdir (48, 49).  

-Sinyal iletiminde değişiklikler 

SOR,  sinyal iletimi ile ilişkili birçok genin indüksiyonuna neden olabilir. Yüksek 

glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) oranı, hücreyi oksidatif hasardan koruyan önemli bir 

faktördür. Bu oranın ters dönmesi inflamatuar yanıtta rol oynayan indirgenme duyarlı nükleer 

faktör kappa B, hipoksi indükleyici faktör 1 gibi transkripsiyon faktörlerinin  aktivasyonuna 

yol açar ve böylece hücre dışından içine doğru sinyal akımı başlar (50). 

2.3.1.4 Oksidatif Stres DNA Hasarı- 

SOR’ne bağlı, artan oksidatif stres nedeniyle oluşan DNA hasarı, başta kanser olmak 

üzere birçok hastalığın patogenezinde önemli rol oynar. Bu DNA hasarı,  tekli veya çiftli 

DNA kırıkları, pürin-pirimidin bazlarında mutasyonlar, modifikasyonlar, delesyon ve 

translokasyon gibi birçok mekanizmayla gerçekleşir. Tekli DNA kırıkları hücre tarafından 

tolere edilebilirken özellikle iyonize radyasyonun neden olduğu çiftli kırıklar hücre canlılığı 

için tehlikedir. DNA’daki bu modifikasyonların sonucu olarak, yaşlanma karsinogenez, 

nörodejeneratif ve otoimmun hastalıkların geliştiğine dair bilgiler literatürde yer almaktadır. 
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(51). Oksidatif stres mikrosatellit bölgelerin (ardışık kısa tekrar bölgeleri) instabilizasyonuna 

neden olur. Aktif metal iyonları, hidroksil radikalleri en sık etkenlerdir. Reaktif radikallerin 

DNA’da yol açtığı hasar sonucu oluşan ürünler, başta gaz kromotografisi (GC) ve yüksek 

basınçlı likit kromotografi (HPLC) olmak üzere ELISA (enzim işaretli immunosorban analizi) 

yöntemi gibi çeşitli yöntemlerle belirlenebilir (46).  

2.3.1.5 Oksidatif Stresin Lipidler Üzerindeki Etkisi  

SOR, lipid peroksidasyonu aracılığıyla hücre membranında yer alan reseptör ve 

enzimlerin inaktivasyonuna yol açarak hücre permabilitesinin artmasına neden olur. Lipid 

peroksidasyonu sonucu oluşan MDA veya doymamış aldehitler birçok intraselüler proteini 

inaktive ederler (Şekil 4).  

 

Şekil 4. Lipid peroksidasyon oluşumu 

2.3.1.6 Oksidatif Stresin Protein Yapılar Üzerine Etkisi  

SOR, hücre içi proteinler üzerinde reversibl veya irreversibl oksidatif modifikasyona 

yol açarak oksidatif hasar oluştururlar. Bu modifikasyonlar peptid zincirinin parçalanması, 

protein yüzeyindeki elektrik yükünün değişmesi, çapraz bağların değişmesi, proteinlerde 

konformasyonel değişikliklerdir. Sonuç olarak bu değişiklikler protein açılımına ve 

bozunumuna yol açarak protein yapıların proteazlara duyarlılığını artırır. Sistein ve metionin 
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en duyarlı aminoasitlerdir (48, 49). Protein karbonilasyonu ve tirozin nitrasyonu 

geridönüşümsüz oksidatif modifikasyonlar olup sistein modifikasyonların geridönüşümlü 

 modifikasyonlardır. Oksidatif stres sonucu oluşan protein karbonil deriveleri protein 

oksidasyonunun en yaygın kullanılan belirteci olup hastalıklar sonucunda oluşan oksidatif 

stresi değerlendirmede kullanılır. Ölçüm yöntemlerinin çoğu karbonil grupların 2,4-

Dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile derivatizasyonu sonucu dinitrofenol (DNP) oluşumuna 

dayalıdır. Son ürün spektrofotometrik, ELİSA ve Western Blotting gibi yöntemlerle 

ölçülebilir (46). 

2.3.2 Oksidatif Stres ve Karaciğer  

Hepatositler sürekli olarak SOR üretirler. Ayrıca karaciğerdeki nonparenkimal hücreler, 

Kupffer hücreleri, endotelyal hücreler, polimorfonükleer lökositler ve makrofajlar da 

indirgenmiş oksijen ürünleri ve nitroradikal üretebilirler. Sağlıklı kişilerde, karaciğer 

hücreleri,  oksidanları belirli bir konsantrasyonda tutarak vücuda zarar vermesini engelleyecek 

düzeyde antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu antioksidan kapasiteye örnek olarak,  C ve E 

vitaminleri, metal sekestrasyonuna yardımcı olan ferritin,  lipit peroksidazları detoksifiye 

eden glutatyon peroksidaz, tiol zengin peptidlerin en önemli örneği olan glutatyon verilebilir. 

Glutatyon, oksidanlarla reaksiyona giren majör enzimlerin kofaktörü olarak görev yapar. 

Karaciğer, hücrenin en önemli antioksidanı olan glutatyonun temel olarak sentezlendiği 

organdır.  

2.3.3 Akut Karaciğer Nekrozu 

Karaciğer toksisitelerinin yaklaşık yarısından, akut karaciğer nekrozu sorumludur. Akut 

karaciğer nekrozununda; karaciğer hücrelerinde, hücre membranının rüptüre olması ile 

salınan hücresel içeriğe yanıt olarak masif inflamatuar reaksiyon gelişir. Histomorfolojik 

olarak ise, karaciğerde; inflamasyon, balonlaşmış hepatositler, sinüzoidal genişlemeler 

görülür (52). Nekrozun büyüklüğü ile orantılı olarak, karaciğer fonksiyonları kısmen ya da 

tamamen ortadan kaybolabilir. Akut karaciğer nekrozuna en sık neden olan etkenler; 

toksinlerden, parasetamol, Amanita phalloides gibi siklopeptid içeren mantarlar, CCl4 gibi 

uçucu hidrokarbonlar ve izoniaziddir (42).  
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2.3.3.1 α-AMA’e Bağlı Karaciğer Nekrozu 

α-AMA, karaciğer nekrozu yapan toksik etkenler arasında önemli bir yere sahiptir. -

AMA ile karaciğer nekrozu gelişimi, pek çok deneysel araştırmada gösterilmiştir. -AMA’in 

karaciğer nekrozunun oluşum sürecindeki en bilinen mekanizması hepatositlerde RNA 

polimeraz II’ye bağlanarak inaktif hale getirmesi ve hücre canlılığının devamı için gereken 

proteinlerin sentezinin olmazsa olmazı mRNA sentezinin bozulmasıdır. Bu sentezin 

bozulması direk hücre ölümüne neden olur (5). Hepatositler de, SOR miktarını artırarak 

nekroz veya apopitozis sürecini başlatır. Dündar ve arkadaşlarının yaptığı deneysel çalışmada, 

-AMA toksisitesinin oksidatif stres biyobelirteçlerinin üzerindeki etkisi araştırılmış ve 

özellikle maruz kalınan toksinin dozu arttıkça SOD, MDA gibi oksidatif stres 

parametrelerinde anlamlı oranda  artış tespit edilmiştir (53). Bu artış, -AMA’e bağlı artan 

dozlarda gelişen  karaciğer nekrozu ile de orantılı bulunmuştur. İn vitro çalışmalar, -AMA 

maruziyetine bağlı gelişen karaciğer toksisitesinde,  α-AMA’in TNF- α’ya sinerjistik etkisi ile 

apoptozisi indüklemesi, SOR artışı nedeniyle oksidatif stres oluşturmasını sorumlu 

tutmaktadır (52, 54). Oksidatif stres gelişimi ile,  süperoksit dismutaz (SOD) ve 

malonildialdehit (MDA) artışı ve katalaz düzeyinde düşme gözlenmektedir (Şekil 5) (54). -

AMA ile gelişen karaciğer toksisitesinin histomorfolojik bulguları ise yağlı dejenerasyon, 

sentrilobuler nekroz ve hemorajidir (10). Hücresel düzeyde oluşan nekroz ve/veya apoptozis 

süreci α-AMA’in  klinik bulgularının geç ortaya çıkmasına neden olmaktadır.-  

 

Şekil 5.  α-AMA’in oksidatif hasar oluşturma mekanızması (SOD: süperoksit dismutaz, 

SOR:serbest oksijen radikalleri) 
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2.3.4 Hücre Kültürü Çalışmalarında -AMA 

Hepatosit hücre kültürlerinde, -AMA maruziyetinden 24-48 saat sonra, hücre 

canlılığında azalma gösterilmiş ve -AMA’in hepatosit hücre kültürlerinde 12 saat içerisinde 

hepatositler tarafından tutulumunun gerçekleştiği bildirilmiştir (35, 55). Hücre kültürü 

çalışmalarında, silibinin, N-asetilsistein ve benzilpenisilinin hepatosit hücre canlılığında 

artmaya neden olduğu, rifampisin ve seftazidimin ise hücre canlılığını artırmadığı 

gösterilmiştir (35).  

Primer köpek hepatosit hücre kültürlerinde de 12 saat boyunca -AMA maruziyetinin, 

-AMA konsantrasyonu ve maruz kalınan süre ile orantılı şekilde hücre canlılığında 

azalmaya neden olduğu bildirilmiştir. Bir başka çalışmada da insan karaciğer hücre 

kültüründe, apoptozisin -AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde rolü olduğu ve  apoptozisin 

programlı hücre ölümünde önemli rolü olan ve apoptotik belirteç olarak kabul edilen  kaspaz 

enzimlerinden kaspaz-3 bağımlı olduğu da gösterilmiştir (56). Apoptozisin özellikle 6 saatlik 

maruziyet sonrasında belirgin olduğu bildirilse de (56), köpek karaciğer hücre kültürlerinde 

apoptozis ve nekrozun eş zamanlı olarak -AMA’e maruz kalınan süre ve konsantrasyon ile 

orantılı şekilde gerçekleştiği gösterilmiştir (24).  

Hücre kültürü ile yapılmış çalışmalarda, -AMA’in, lipid peroksidasyonunu, SOD 

düzeyini artırdığı ve katalaz düzeyini düşürdüğü bildirilmiştir. Başka bir çalışmada, silibininin 

lipid peroksidasyonu üzerine olumlu etkileri gözlenirken benzilpenisilinde benzer etki 

gözlenmemiştir. NAS ve benzilpenisilinin insan karaciğer hücre kültüründe yaşayan hücre 

sayısını artırdığı ve apoptozisi azalttığı gösterilmiştir (38). Dolayısı ile hücre kültüründe, -

AMA ile karaciğer hücrelerinde ölüm gözlendiği ve çeşitli tedavilerinde erken dönemde 

uygulandığında etkili olduğu göze çarpmaktadır. 

2.4 Resveratrol 

Resveratrol non-flavanoid stilben içeren polifenolik yapıda bir bileşik olup  kimyasal 

adı trans-3,4,5,-trihidroksistilben’dir (57). Resveratrolün cis ve trans olmak üzere 2 kimyasal 

konfigürasyonu vardır ve ultraviyole ışını ile trans formu cis formuna dönüşmektedir (58). 

Doğal fenol ve fitoleksin yapıda olan resveratrol, başta kırmızı üzüm olmak üzere yer fıstığı, 

çam ve baklagiller dahil doğada yaklaşık 72 adet bitkide bulunmaktadır (59). Geleneksel 



29 

Japon ve Çin tıbbında Polygonum cuspidatum kurutulmuş kökleri kalp, karaciğer ve cilt 

hastalıklarını tedavide kullanılmıştır. Resveratrol ilk kez 1939 yılında Veratrum grandiflorum 

adlı bitki kökünden elde edilmiştir ve resveratrol adı bu bitki türünün içerdiği resorsinol adlı 

maddenin isminden türetilmiştir (58, 60).- Fakat resveratrolün esas popularitesi, 1992’de 

“Fransız paradoksu” adı verilen Fransız mutfağının yüksek miktarda doymuş yağ içerikli 

olmasına ve yoğun sigara tüketimine rağmen özellikle Bordeaux bölgesinde yaşayan 

kesiminde, kalp hastalıklarının yok denecek kadar az görülmesinin bilim adamları tarafından 

gözlemlenmesi sonucu artmıştır (61). Bordeaux bölgesinin rutubetli havasında yetişen 

“cabernet sauvignon” cinsi üzümlerin kabuğunda oluşan küf mantarı olan Botrytis cinerea 

enfeksiyonu nedeniyle aşırı miktarda resveratrol sentezlenir. Beyaz şarap yapımında bu 

üzümlerin kabukları fermente edilmediğinden sadece kırmızı şarapta tespit edilebilecek 

miktarda resveratrol bulunur (62).  

2.4.1 Resveratrolün Farmakokinetik Özellikleri 

Absorbsiyon 

Resveratrolün suda çözünürlüğü düşüktür. Lipofilik  olduğundan, gastrointestinal 

sistemden yüksek oranda emilir. Resveratrolün hidroksil grubuyla birleştirilmesi sonucu 

intestinal absorbsiyonu artar (63, 64). İntegrin adı verilen taşıyıcılarla bağırsaktan pasif 

difüzyon ile emilir.Biyoyararlanımı ise düşüktür. Düşük biyoyararlanımına rağmen in vivo 

çalışmalarda etkili bulunması, enterohepatik dolaşım  aracılığıyla ince bağırsaklardan 

reabsorbsiyonu ile karaciğer gibi hedef dokularda sülfat ve glukronid konjugasyonlarına 

dönüşümü olduğu düşünülmektedir(64)  

Dağılım 

 Serbest formu, albumin  ve LDL’ye (düşük dansiteli protein) bağlanarak hücre 

membranında özelleşmiş reseptörler aracılığıyla serbestleşir ve hücre içine girer (65).  İn vivo 

ve in vitro çalışmalarda trans resveratrolün % 90 dan fazlasının insan plasma lipoproteinlerine 

bağlandığı gösterilmiştir (66, 67). Yağ asitleri lipofilik ortamı sağlayarak resveratrolün 

karaciğer hücrelerinde yer alan özel transmembran taşıyıcı proteinlerine yüksek afinite 

göstermesine aracılık eder (68). 
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Metabolizma 

Resveratrol, karaciğerde metabolize olur ve enterohepatik dolaşıma girer. Kendi 

metabolizmasını faz 2 hepatik detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesini artırarak indükleyen 

resveratrol, karaciğerde sülfat ile glukronik asit ile konjuge olur (64, 69).  

Atılım 

Resveratrol her ne kadar lipofilik yapıda olsa da hidrofilik bileşikler gibi metabolitleri 

böbrekler aracılığıyla vücuttan atılır. Az bir oranı ise enterohepatik sirkülasyona girmesinden 

dolayı feçes yoluyla atılır. 

Resveratrolün farmakokinetik özelliklerinin araştırıldığı çalışmalarda, yarılanma 

ömrünün sıçanlarda i.v. farklı dozlarda uygulamada 168-647 dakika arasında olduğu 

bildirilmiştir (70). Farelerde yapılan in vivo bir çalışmada ise resveratrolün intraarteriyel 60 

mg/kg uygulandığında yarılanma ömrü 109.75±22.90 dakika, başka bir çalışmada da 15 

mg/kg dozda intraarteriyel uygulandığında 201.2±158.12 dakika olarak saptanmıştır (71). 

Resveratrolün trans analoğu ile ilgili sıçanlarda yapılmış in vivo akut toksisite çalışmalarında, 

50, 150, 500 mg/kg/gün 28 günlük uygulamalarında ve kronik toksisite çalışmalarında da 700 

mg/kg/gün dozun üzerinde 90 günlük uygulamada herhangi bir yan etkiye neden olmadığı ve 

güvenli olduğu bildirilmektedir (72). Yapılan klinik çalışmalarda erişkinlerde trans-

resveratrolün günlük tolere edilen dozu 1 ay boyunca 5 g/gün olduğu belirtilmiş fakat 1g/gün 

üstü dozlarda resveratrol CYP2C9 inhibe ettiği dolayısıyla bu enzimle metabolize edilen 

ilaçlarla etkileşebileceği bildirilmiştir (73). 

2.4.2 Resveratrolün Etki Mekanizması 

Resveratrolün şimdiye kadar yapılan çalışmalarda gösterilen antioksidan, 

antiinflamatuar, antikanser özelliğinin altında yatan en önemli mekanizma oksidatif strese 

karşı olan güçlü koruyucu etkisi olsa da moleküler düzeyde birçok sinyal yolakları ile olan 

ilişkisi günümüzde popüler araştırma konularındandır (57, 62).  

Resveratrolün karaciğer toksisitesini önleyici veya iyileştirici etkisinin altındaki 

mekanizmalar aşağıda yer almaktadır: 
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1. SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini artırarak 

serbest oksijen radikallerini hücreden temizlemesi ile gösterdiği antioksidan etki,  

2. TNF-’yı baskılayarak gösterdiği antiinflamatuar etki, 

3. Mitokondriyal metabolizma, glukoneogenez ve lipid metabolizması gibi karaciğer 

hücre  fonksiyonlarda kritik önemi olan peroksizom-proliferatör-aktif reseptör γ ko-

aktivatörü-1α’nın aktivasyonu, 

4. Hücre büyümesinde görev alan birçok transkripsiyonel reseptör faktörleriyle 

etkileşim halinde olan, AMP-ilişkili kinaz  ve sirtuin 1 sensörlerinin  aktivasyonu, 

5. Ksenobiyotiklerin hepatik metabolizmasında Faz 1 ve 2 enzimlerinin 

inhibisyon/indüksiyonu yoluyla detoksifiye edilmesi.  

Literatürde, resveratrolün çeşitli ajanlara bağlı karaciğer toksisitesini önleme ve 

iyileştirmesi üzerine çok sayıda çalışma bulunmaktadır: 

2.4.3 Parasetamole Bağlı Karaciğer Toksisitesinde Resveratrol:  

Resveratrolün parasetamole (APAP) bağlı karaciğer toksisitesini önleyici etkilerine dair 

pek çok deneysel çalışma bulunmaktadır. Farelerde, 3 gün boyunca, üç farklı dozda oral 

resveratrol tedavisi sonrasında, 400 mg/kg APAP ile oluşturulan karaciğer toksisitesi 

modelinde, resveratrolün; CYP2E1, CYP3A11 ve CYP1A2 enzimlerini inhibe ederek 

APAP’ın toksik metaboliti olan  N-asetil-p-benzokininamin (NAPQI)’e 

biyotransformasyonunu engellediği ve dolayısıyla karaciğer toksisitesini önemli oranda 

engellediği gösterilmiştir (74). Şener ve arkadaşlarının 2006 yılında Balb-c farelerle yaptığı in 

vivo çalışmada  ise, parasetamol toksisitesi (900mg/kg i.p)  oluşturularak hemen sonrasında 

resveratrol (30 mg/kg i.p.) uygulandığında, APAP toksisitesine bağlı artan TNF- ve azalan 

MDA, myeloperoksidaz (MPO) ve  glutatyon seviyeleri resveratrol tedavisi sonrası kontrol 

düzeylerine dönmüştür. (75).  

2.4.4 CCI4 Bağlı Karaciğer Toksisitesinde Resveratrol:  

Karbontetraklorür (CCl4), karaciğer hücrelerinde, lipid peroksidasyonu oluşturarak 

hücre membran yapısını ve hücre içi dengeyi bozarak ölüme neden olan bir maddedir (76). 

Resveratrol, farelerde oluşturulan CCI4 karaciğer toksisitesinde, oksidatif hasara bağlı gelişen 
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apoptozisi kaspaz 8 ve aktive kaspaz 3 ekpresyonunu azaltarak engellemiş ve proinflamatuar 

sitokinler olan TNF- ve IL-6’yı azalttığı gösterilmiştir. Histomorfolojik incelemede, 

resveratrol,  oluşan  sentrilobuler nekroz alanını da küçültmüştür (77).  

2.4.5 Alkole Bağlı Karaciğer Toksisitesinde Resveratrol:  

Alkol metabolizması sonucu ortaya çıkan metabolitler hücre içi SOR’nin  artmasına, 

oksidatif stress gelişimi ile karaciğer hasarının ortaya çıkmasına neden olur. (78). 

Resveratrolün alkole bağlı karaciğer toksisitesinden de  koruyucu etkisi gösterilmişdir. Balb/c 

farelerde, etanole bağlı gelişen karaciğer hasarında, 35 gün boyunca i.p. resveratrol 

tedavisinin, histomorfolojik incelemelerde, alkole bağlı gelişen santral ven etrafında 

inflamasyon, sentrilobuler nekroz, karaciğer hücre  boyutlarında artış gibi bulguları düzelttiği 

gösterilmiştir (79). Resveratrolün,  yağ asidi oksidasyonunu artırarak ve lipogenezi azaltıp 

karaciğer yağlanmasını engelleyerek alkole bağlı karaciğer toksisite gelişimini azalttığı 

bildirilmektedir (80). 

2.4.6 Diğer Ksenobiyotiklere Bağlı Gelişen Karaciğer toksisitesinde Resveratrol:  

 Tüberküloz tedavisinde kullanılan, izoniazid ve rifampisinin karaciğer üzerinde 

toksik etkisini  in vivo olarak farelerde, SIRT1 mRNA ekspresyonunu düzenleyerek 

ve myeloperoksidaz aktivitesi ile sitokin seviyelerini düşürerek (81);  

 Androjen reseptörünün kompetitif antagonisti olan flutamide bağlı karaciğer 

toksisitesini in vitro koşullarda sıçan karaciğer hücrelerinde, mitokondriyal membran 

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

 Metotreksata bağlı karaciğer toksisitesini, sıçanlarda,  in vivo olarak lipid 

peroksidasyonu göstergesi olan tiobarbitürik asit reaktif madde, katalaz ve 

Glutatyon-S-transferaz ezim düzeyini düşürerek (83);  

 Sıçanlarda, antikonvülzan sodyum valproik asite bağlı karaciğer toksisitesini 

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

 Naftaline bağlı karaciğer toksisitesini, farelerde doku glutatyon, plasma total 

antioksidan kapasitesinde, doku MDA, MPO ve kollajen düzeylerinde anlamlı 

düşüşe neden olarak (85);  
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 Çevresel kirliliğe ve arseniğe bağlı karaciğer toksisitesini in vivo olarak sıçan 

karaciğerinde, dokuda arsenik birikimini azaltarak ve plazmada SOD, katalaz, 

glutatyon düzeylerini artırarak  önlediği gösterilmiştir (86). 

2.5. Silibinin  

Silimarin, arkeolojik verilerle kullanımı tarihi eski Mısır dönemine dayanan Silybum 

marianum (şevketi bostan) bitkisinin çekirdeklerinin ekstraksiyonu ile elde edilen ve birçok 

karaciğer hastalığının tedavisinde kullanılan yüksek antioksidan aktiviteye sahip 

flavonoglikandır (10, 87). Silimarin de bulunan  aktif komponentler olan  silibinin, silidianin, 

izosilibinin ve silikristin içinde, antioksidan özelliği en yüksek olanı silibinindir.  Elde edilen 

ekstratların %70-80 içeriğini de silibinin oluşturmaktadır (5). 

Hidrofilik yapıda olan silibininin oral biyoyararlanımı düşüktür ve gastrointestinal 

sistemden yaklaşık %23-47 oranında emilir. Bunun nedeni hem bağırsaktaki emilimin 

yetersiz olması hemde karaciğerde ilk geçiş eliminasyonuna uğramasıdır (88).  Dolayısıyla 

parenteral formu maksimum absorbsiyon için tercih edilir. Silibinin absorbsiyon sonrası 

sistemik dolaşıma geçtiğinde karaciğerde sitokrom P450 enzimleri tarafından konjugasyona 

uğrayarak metabolize olur. Safra yoluyla atılan silibininin sadece %5’lik kısmı total silibinin 

olarak idrar yolu ile atılır (89).  

Legalon® SIL, silibinin  parenteral formudur. Her bir flakonda 528.5 mg silibinin-C-

2’,3-dihidrojen süksinat ihtiva eder ve bu yaklaşık 350 mg silibinine eş değerdir. α-AMA’e 

bağlı karaciğer toksisitesinde önerilen dozu ise 5 mg/kg intravenöz yüklemenin ardından 20 

mg/kg 24 saat iv infüzyon şeklindedir. 

Silibinin, çeşitli toksisite modellerinde,  apoptozis ve inflamasyonu baskılayarak pek 

çok patolojik durumu tedavi etmede kullanılmaktadır (90). Silibininin bu etkisini, özellikle 

oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu önleyerek oluşturduğu bildirilmektedir(91). Silibinin 

antikanserojen, antifibrotik, antidiyabetik, antiinflamatuar, antioksidan etkinlikleri ve bu 

etkinliklerinin altında yatan kimyasal ve hücresel mekanizmalarla ilgili araştırmalar hala 

devam etmektedir(88). 

 

 



34 

Silibininin Amanita phalloides’e bağlı karaciğer toksisitesinde etkililiği 

Günümüzde Amanita phalloides’e bağlı karaciğer toksisitesinde, silibinin-C-2’,3-

dihydrogen süksinat, parenteral yolla antidot olarak kullanılsa da etkililiğini gösteren klinik 

kanıtlar yeterince güçlü değildir. İn vivo ve in vitro deneysel çalışmalarda, silibininin α-

AMA’e bağlı karaciğer toksisitesini önleme mekanizmaları arasında, α-AMA’in karaciğer 

hücresi içine OATP aracılığıyla transportunu inhibe etmesi, biliyer sekresyonu azaltarak α-

AMA enterohepatik dolaşımını engellenmesi, SOD aktivitesinin sitümüle etmesi, glutatyon 

seviyesini artırması, hasarlanan karaciğer hücrelerinden TNF-α salınımını baskılanması, RNA 

polimeraz I aktivitesini stimüle ederek  α-AMA tarafından inhibe edilen RNA polimeraz II 

fonksiyonunu kompanze etmesi gibi mekanizmalar öne çıkmaktadır (5, 10, 92).  

İnsan karaciğer hücre kültüründe oluşturulan α-AMA toksisite modelinde silibininin, 

12, 24 ve 48 saat uygulandığında hücre hasarını anlamlı derecede azalttığı tespit edilmiştir 

(34). Farklı hayvan modellerinde de, yine silibinin karaciğer üzerinde koruyucu özelliğini 

gösteren çalışmalar bulunmaktadır. Köpeklerde oluşturulan in vivo α-AMA toksisite 

modelinde silibinin oral yolla verildiğinde karaciğer üzerinde koruyucu etkisi olduğu 

gösterilirken farelerde yapılan in vivo toksisite modelinde ise silibinin intraperitoneal 

verildiğinde anlamlı bir etki gözlenmemiştir (41, 93).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Araştırmanın Tipi  

Araştırmamız;  randomize, kontrollü deneysel bir çalışmadır. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Deneysel çalışmalar, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi (DEÜTF) Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalı Laboratuarı’nda 2015 ve 2016 yılları arasında gerçekleştirildi. 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları 

Araştırma insanlar üzerinde yapılan klinik bir çalışma olmadığından evren ve örneklemi 

bulunmamaktadır. 

3.3. Çalışma Materyali 

Çalışmamızda ağırlıkları 20-30 gram arasında değişen 140 adet Balb/c türü erkek fare 

kullanıldı. Fareler, DEÜTF Laboratuvar Hayvanları Bilim Dalı’ndan temin edildi. Fareler 12 

saat aydınlık 12 saat karanlık ortam koşullarında DEÜTF Laboratuvar Hayvanları Bilim Dalı 

sıçan barınma odasında standart yem ve su ile beslendi. Fareler deneyden önceki gün Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalı Laboratuarı’na getirildi. Deney koşullarını standardize etmek için 

fareler, deney öncesinde 12 saat aç bırakıldı. 

3.4. Çalışma Protokolü 

Farelerde karaciğer fonksiyon testlerinin ve Direk ve indirek bilirubinin bazal 

değerlerinin belirlenmesi 

Deneysel çalışmamızda, farelerden kan alınması konusunda deneyim kazanabilmek için 

15 adet Balb/c fareden, kardiyak ponksiyon ile kan alınması çalışması yapıldı. Kan alınabilen 

farelerin ayrılan serumlarından, deneyde değerlendireceğimiz biyokimyasal parametreler 

olan;  AST (Aspartat Aminotransferaz), ALT   (Alanin Aminotransferaz), total ve direk 

bilirubin düzeyleri ölçüldü. Böylelikle hiçbir tedavi almamış farelerin deneyde 

değerlendirilecek parametrelerinin  bazal değerleri konusunda bilgi edinildi.  
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Ön çalışma 

 -AMA’in karaciğerde toksisite oluşturan dozunu bulmak, 

 Deney gruplarında kullanılacak olan resveratrol ve silibinin çözücüsü Dimetilsülfoksit 

(DMSO)’in, resveratrolün diğer bir çözücüsü olan %96’lık alkolün  ve silibininin rutin 

tedavide kullanılan ticari preparatı olan Legalon®’un karaciğer üzerine etkisini 

değerlendirmek 

3.4.1.  Protokolde yer alan iş paketleri 

3.4.1.1. Ön Çalışma 

1. Alfa-amanitin (α-AMA)’in karaciğerde toksisite oluşturan dozunun belirlenmesi  

-AMA’in LD50’si 0.6 mg/kg (i.p.) olarak bildirilmektedir (41). Balb/c farelere, -

AMA’in literatürdeki LD50’si (0.6 mg/kg) (n=4) i.p. yolla uygulandı. Ancak 48 saatlik izlem 

sonunda farelerde ölüm gözlenmedi. Eter anestezisi altında, kardiyak ponksiyonla alınan 

kanda AST ve ALT değerlerinde ılımlı yükselme olması ve histomorfolojik olarak 

değerlendirilen karaciğer dokusunda yeterli hasar oluşmaması üzerine -AMA’in karaciğer 

üzerinde toksik dozunu bulabilmek amacıyla -AMA dozu logaritmik olarak artırılarak (0.25, 

0.5 ve 1 log artışlarla), farelere sırasıyla 1.08 mg/kg (n=10), 1.4 mg/kg (n=10) ve 1.92 mg/kg 

(n=8) α-AMA uygulandı ve -AMA için doz-cevap eğrisi çıkarıldı.   

Tüm farelerin deney başlangıcında ve 48. saatte, sakrifiye edilmeden önce ağırlıkları 

ölçüldü ve ağırlık farkları ortalamaları değerlendirildi. 

2.  Çözücülerin ve Legalon®’un karaciğer üzerine etkilerinin değerlendirilmesi 

2.a. 6 saat aralıklı DMSO grubu (n=5):  

Deney gruplarımızda kullanacağımız resveratrol (16 mg/mL) ve silibinin (10 mg/mL) 

DMSO’de çözünmektedir. DMSO’in tek başına karaciğer üzerine etkisini göstermek amacıyla 

planlandığımız bu deney grubunda; resveratrolün etkililiğini göstermek ve silibininin etkililiği 

ile karşılaştırmak üzere planladığımız deneysel protokol göz önünde bulundurularak;  farelere 

%0.9’luk sodyum klorür ve eş zamanlı olarak DMSO intraperitoneal olarak uygulandı. 
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DMSO enjeksiyonları, 6 saat aralıklı olarak 48 saat boyunca 8 kez tekrarlandı. Fareler, 48 saat 

boyunca gözlendi ve 48. saatte eter anestezisi altında sakrifiye edildi(Şekil 6).  

2.b. Alkol grubu (n=3):  

Resveratrol aynı zamanda %96’lık alkolde de çözünmektedir. %96’lık etil alkolün tek 

başına karaciğere etkisinin gösterilmesi amacıyla farelere  %0.9’luk sodyum klorür ve eş 

zamanlı olarak %96’lık alkol i.p olarak uygulandı.  Enjeksiyonlar 12 saat aralıklı olarak 3 kez 

tekrarlandı. Deney gruplarında standardizasyon amacıyla, silibinin 6 saat aralıklarla 

uygulanacağı için  6., 18., 30. ve 42. saatlerde de farelere %0.9’luk sodyum klorür 

enjeksiyonları yapıldı (Şekil 6).  

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

12 saat aralıklarla uygulanan DMSO’in karaciğere etkisinin gösterilmesi amacıyla 

farelere  %0.9’luk sodyum klorür ve eş zamanlı olarak DMSO i.p olarak uygulandı.  

Enjeksiyonlar 12 saat aralıklı olarak 3 kez tekrarlandı.  Deney gruplarında standardizasyon 

amacıyla, silibinin 6 saat aralıklarla uygulanacağı için  6., 18., 30. ve 42. saatlerde de farelere 

%0.9’luk sodyum klorür enjeksiyonları yapıldı (Şekil 6).  

2d. Legalon® grubu (n=3):  

Legalon®, silibinin içeren ticari üründür (350 mg/flk). Legalon®’un tek başına 

karaciğere etkisinin gösterilmesi amacıyla farelere  %0.9’luk sodyum klorür ve  eş zamanlı 

olarak silibinin i.p olarak uygulandı.  Legalon® enjeksiyonları, 6 saat aralıklı olarak 48 saat 

boyunca 8 kez tekrarlandı. Fareler, 48 saat boyunca gözlendi ve 48. saatte eter anestezisi 

altında sakrifiye edildi (Şekil 6). 
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Şekil 6. Deneyde kullanılabilecek çözücülerin ve Legalon®’un karaciğer üzerine etkisinin 

değerlendirildiği ön çalışma grupları (Serum fizyolojik (SF): %0.9’luk Sodyum 

klorür, Alkol (A), DMSO(D): Dimetil sülfoksit, Legalon (L). 

Tüm enjeksiyonlar, 0.5 mL hacim içerisinde belirtilen saatlerde, i.p yolla uygulandı. 

Tüm fareler, 48 saat boyunca gözlendi. 48 saat sonunda, eter anestezisi altında servikal 

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

alındı (Şekil 7). Histomorfolojik incelemeler için, median lobdan alınan karaciğer örnekleri 

formaldehit solusyonuna konuldu. Alınan kanlardan ayrılan serumlardan, AST, ALT, Total 

Bilirubin ve Direk Bilirubin düzeyleri ölçüldü. (Şekil 8). Karaciğer örnekleri, histomorfolojik 

olarak skorlandı.  



39 

 

Şekil 7. Fareden kardiyak ponksiyon ile kan alınması 

 

 

Şekil 8. Fareden karaciğer örneğinin alınması 
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Karaciğer fonksiyon testleri (AST, ALT),  Total Bilirubin ve Direk Bilirubin düzeyleri, 

farelerde cinsiyete ve deneyin yapıldığı koşullara göre değişebilmektedir. Bu nedenle kontrol 

grubuna göre belirtilen değerlerde istatistiksel olarak anlamlı yükselme ve histomorfolojik 

olarak karaciğer hücrelerinde mononükleer hücre infiltrasyonu, nekroz, apoptozis  varlığının 

gösterilmesi karaciğer toksisite ölçütü olarak kabul edildi. 

3.4.2. Deney Protokolü 

Çalışmada, fareler randomize olarak 6 gruba ayrıldı. Deney gruplarında, ön çalışmada 

karaciğer toksisitesi oluşturan α-AMA dozu (1.4 mg/kg) ile karaciğer toksisitesi oluşturuldu 

ve 6 saat aralıklı olarak aşağıda  ayrıntılı şekilde  belirtilen tedaviler, i.p yolla uygulandı. 

(Şekil 9).  

Deney Grupları 

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

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, DMSO ile eş zamanlı olarak uygulandı. DMSO enjeksiyonları, 

12 saat aralıklarla 48 saat boyunca tekrarlandı. Deney gruplarında girişimsel standardizasyonu 

sağlamak için; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de  %0.9’luk sodyum klorür enjeksiyonu uygulandı.  

2. AMA+SF grubu (n=16):  

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, %0.9’luk sodyum klorür ile eş zamanlı olarak uygulandı. DMSO 

enjeksiyonları, 12 saat aralıklarla 48 saat boyunca tekrarlandı. Deney gruplarında girişimsel 

standardizasyonu sağlamak için, 6 saat aralıklarla %0.9’luk sodyum klorür enjeksiyonu 7 kez 

tekrarlandı.  

3. Eş zamanlı Resveratrol grubu (30 mg/kg, n=10):  

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, resveratrol ile eş zamanlı olarak uygulandı. Resveratrol tedavisi, 

12., 24. ve 36. saatlerde 3 kez tekrarlandı.  Deney gruplarında girişimsel standardizasyonu 

sağlamak için; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de  %0.9’luk sodyum klorür enjeksiyonu uygulandı. 

4. 12S Resveratrol grubu (30 mg/kg, n=13):  

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, %0.9’luk sodyum klorür ile eş zamanlı olarak uygulandı. 

Resveratrol tedavisi, 12, 24 ve 36. saatlerde 3 kez tekrarlandı.  Deney gruplarında girişimsel 
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standardizasyonu sağlamak için; 6, 18, 30 ve 42. saatlerde de  %0.9’luk sodyum klorür 

enjeksiyonu uygulandı. 

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

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, %0.9’luk sodyum klorür ile eş zamanlı olarak uygulandı. %0.9 

sodyum klorür enjeksiyonu, 12. saatte de uygulandı. Resveratrol tedavisi, 24. ve 36. saatlerde 

2 kez tekrarlandı.  Deney gruplarında girişimsel standardizasyonu sağlamak için; 6, 18, 30 ve 

42. saatlerde de  %0.9’luk sodyum klorür enjeksiyonu uygulandı. 

6. Silibinin grubu (5 mg/kg, n=13):  

Farelere, 1.4 mg/kg α-AMA, silibinin ile eş zamanlı olarak uygulandı. Silibinin 

enjeksiyonları, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ve 42. saatlerde  7 kez tekrarlandı. 

 

Şekil 9. Deney protokolü (A: -Amanitin, NaCl: %0.9’luk Sodyum klorür, R: Resveratrol, 

Sil: Silibinin, X: Sakrifikasyon) 

Tüm farelerin deney başlangıcında ve 48. saatte sakrifiye edilmeden önce ağırlıkları 

ölçüldü ve ağırlık farkları ortalamaları değerlendirildi. Fareler, 48. saatte eter anestezisi 

altında sakrifiye edildi ve kardiyak ponksiyonla yaklaşık olarak 0.3-0.8 mL arasında kan 

alındı. Karaciğerin median bölgesinden alınan örnekler, histomorfolojik incelemeler için %10 

formaldehit solüsyonu içerisine ve elektron mikroskopik incelemeler için gluteraldehit 
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solüsyonu içine kondu. Karaciğer sağ lobundan alınan örnekler de, soğuk (+4ºC) Fosfat 

tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile yıkandı ve oksidatif stres parametrelerinin ölçülebilmesi için 

önce sıvı azot içerisine konuldu. Analiz yapılıncaya kadar -80C’de saklandı.. 

3.4.3. Deney Gruplarında Değerlendirme Yöntemleri 

3.4.3.1. Histomorfolojik Değerlendirme: 

Karaciğer dokusuna ait örnekler %10’luk tamponlu formalinde fikse edildi ve parafine 

gömüldü. Daha sonra karaciğer dokusu örneklerinden 5 μm’lik kesitler alındı, Hematoksilen-

Eozin (HE) ile boyandı.  

Hematoksilen Eozin boyaması;  

Alınan kesitler deparafinizasyon işlemi için 2 saat süreyle 60˚C’lik etüvde bırakıldı. 

Ardından ilki 20 dakika (etüvde) diğer ikisi 10’ar dakikalık üç farklı ortamdaki ksilene tabi 

tutuldu. Daha sonra rehidratasyon işlemi için 2 değişim absolü alkol ve % 96’dan % 70’e 

azalan alkol serilerinden geçirildi. Kesitler distile su ile çalkalandıktan sonra 10 dakika 

Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandı. 

Boyamanın ardından, boyanın fazlasının dokudan uzaklaştırılması için 10 dakika akan suda 

yıkanan kesitler, 2 dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, 

Cambridgeshire) boyası ile boyandı. Boyamadan sonra sırasıyla %70, %80, %96 ve 2 seri 

absolü alkol serilerinden geçirilen kesitler şeffaflaştırma amacıyla 20’şer dakika üç değişim 

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

Karaciğer doku örnekleri karaciğer hücre hasarı yönünden incelendi. Karaciğer dokusu 

morfolojisindeki değişimler; konjesyon, nekroz, sitoplazmik vakualizasyon, eozinofili, 

nükleer piknozis ve inflamatuar hücre yoğunluğu yönünden, çalışmada yer alan Histolog 

tarafından kör olarak ışık mikroskobunda (Olympus BX-50, Japonya) değerlendirildi 

Değerlendirmede Karaciğer Histolojik Hasar Skoru (KHHS) kullanıldı. 

KHHS;  

0: Hasar yok ya da minimal hasar,  

1: Hafif hasar,  
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2: Orta hasar,  

3: Şiddetli hasar şeklinde derecelendirildi. 

3.4.3.2. Apoptozis Varlığının Değerlendirilmesi;  

TUNEL protokolü  

DNA fragmantasyonu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) kiti ile gösterildi. Bu yöntemde 

biyotinlenmiş nükleotid, terminal deoksinükleotidil transferase (TdT) enzimini kullanarak 

DNA’nın 3’-OH ucuna bağlanır. Daha sonra işaretlenmiş streptavidin bu biyotinlenmiş 

nükleotidlere bağlanır. Bu prosedüre göre fragmante nükleuslar koyu kahverengi olarak 

boyanır. Bu yöntem DNA kırığının antikor ile terminal uçtan işaretlenmesi esasına dayanır. 

Hazır kit solüsyonlarından birinci şişe enzim solüsyonu, ikinci şişe işaretleme (Label) 

solüsyonudur. Boyamaya başlanmadan önce bu solüsyonlar karıştırılarak TUNEL reaksiyon 

karışımının hazırlandı. Bunun için ikinci şişeden 100 μl negatif kontrolde kullanılmak üzere 

ayrıldı. Kalan stok solüsyonun üzerine ilk şişeden 50 μl eklenip vortekslendi. Böylece 500 

μl’lik reaksiyon karışımı elde edildi. 400 μl %30’luk stok, Hidrojen peroksit (H2O2) 3,6 ml 

PBS ile karıştırılarak, % 3’lük H2O2 hazırlandı. Boyanacak alanın etrafı PapPen ile çizilip, 

lamlar PBS ile yıkandıktan sonra belirlenen alana % 3’lük H2O2 konuldu ve 10 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi. Preparatlar PBS ile yıkandı, belirlenen alanın etrafındaki fazla sıvı 

alındıktan sonra reaksiyon karışımı dokunun tamamını kapatacak şekilde konuldu ve 60 

dakika 37 ºC’de inkübasyona bırakıldı. 3 kez PBS ile yıkanıp fazla sıvısı kurulanan lamların 

üzerine 50 μl Converted POD (3.şişe) ilave edildi ve 30 dakika 37ºC’de inkübasyona 

bırakıldı. Bu süre içinde bir sonraki basamakta kullanılacak olan diaminobenzidin (DAB) 

yarım saat önceden hazırlandı. Bunun için 300 μl DAB substratı 2700 μl DAB dilüsyonu ile 

karıştırılarak ve karanlık bir yerde bekletildi. İnkübasyon süresi sonunda 3 kez PBS ile 

yıkanıp fazla suyu alınan lamın üzerine, hazırlanan DAB solüsyonunu koyulup yaklaşık 2 

dakika beklenildi. Preparatlar distile suyla yıkandıktan sonra, lamların üzerine Harris 

Hematoksilen konulup 10-15 saniye beklenerek zemin boyaması yapıldı. Daha sonra distile 

suyla yıkandı. Lamlar kurutulmadan alkol ve ksilol serilerinden geçirilip entellan ile kapatıldı. 
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Aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama yöntemi;  

Kesitler 24 saat 60°C etüvde bekletildikten sonra kaspaz-3 boyama yöntemiyle boyandı. 

Kaspaz-3 immunreaktivitesinin gösterilmesi amacıyla fare spesifik anti-kaspaz-3 

(Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kullanıldı. Lizinli kesitler üç değişim ksilol ile 

deparafinizasyon işlemine tabi tutuldu. Ardından azalan derecede alkol serileri ile 

rehidratasyon sağlanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Proteinaz K solüsyonu içinde 37°C 

etüvde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazını inhibe etmek amacıyla 5 

dakika % 3’lük H2O2 uygulandı. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solüsyonu ile yıkanan 

kesitler 1 saat oda sıcaklığında bloklama solüsyonu (İnvitrogen, Histostain- Plus Bulk Kit) ile 

inkübe edildi ve ardından yıkama yapılmadan anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4oC’de 

inkübe edildi. Ertesi gün fosfatlı tampon solüsyonu ile 3 defa yıkanan kesitler biyotinlenmiş 

sekonder antikor (İnvitrogen- Plus Broad Spectrum) ile 30 dakika inkübe edildi. Sekonder 

antikor enzimle işaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus 

Broad Spectrum) ile bağlandıktan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi %0.02 

DAB kullanılarak görünür hale getirildi. Zemin boyaması Mayers hematoksilen ile yapıldı. 

Dereceli alkollerde dehidratasyon işlemi gerçekleştirilen kesitler ksilol ile şeffaflaştırma 

işleminden sonra entellan ile kapatıldı.  

İmmünohistokimyasal skorlamalar için onluk büyütmede birbiriyle örtüşmeyen alanlar 

rastgele yöntemle seçildi. Pozitif boyanmanın derecesi, yoğunluk ve dağılım açısından 0'den 

3'e kadar olan bir gösterge çizelgesi kullanılarak semikantitatif skorlama ile değerlendirildi.  

Semikantitatif skorlama 

0: İmmunreaktivite yok,  

1: İmmunreaktivite hafif, 

2: İmmunreaktivite orta, 

3: İmmunreaktivite belirgin.  

3.4.3.3. Oksidatif Stres Parametrelerinin Değerlendirilmesi  

Ölçümler yapılana dek karaciğer doku homojenat ve supernatantları -80oC’de saklandı. 

Malonildialdehid (MDA) ve Süperoksid dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri spektrofotometrik 
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olarak belirlendi. Karaciğer dokusundaki MDA düzeylerinin saptanmasında standart 

tetramethoksipropan eğrisi yöntemi ile Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ölçüm 

kit protokolü uygulandı. Süpernatantların SOD aktivitesi, Bioxytech SD-525 (Oxis 

International, USA) kullanarak saptandı. SOD aktivitesi ölçümü 5,6,6a,11b-tetrahydro-3,9,10-

trihydroxybenzo(c)fluorene otooksidasyon hızının 525 nm de ölçülmesi esasına 

dayanmaktaydı. Homojenatların ve süpernatantların protein konsantrasyonları total protein 

kiti (Randox labs., Crumlin, U.K.) kullanılarak saptandı. Karaciğerde glutatyon miktarı da 

kolorimetrik yöntem ile spektrofotometrik olarak kit (Oxis) ile ölçüldü. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri: 

Bağımlı Değişken: α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesi 

Bağımsız Değişken: Resveratrol ve silibinin tedavilerinin etkililiği 
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3.6. Veri Toplama Araçları: 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan makine, teçhizat bilgisi, bulunduğu yer ve kullanım amaçları 
(AD: Anabilim Dalı) 

Mevcut Altyapı/Ekipman Türü, 
Modeli  

 (Laboratuvar, Araç, Makine-
Teçhizat vb.)  

Mevcut Olduğu Anabilim Dalı  Projede Kullanım Amacı  

Derin dondurucu (-20°C)  Farmakoloji AD. Laboratuvarları  Kimyasalların saklanması 

Vorteks-Manyetik karıştırıcı--Hassas 
Terazi  

Farmakoloji AD. Laboratuvarları  Kimyasalların hazırlanması  

Işık mikroskoskobu (Olympus 
BH50)  

 Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Histolojik değerlendirmeler.  

Mikrotom (RM 2255, Leica)  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Histolojik kesitlerin alınması   

Dijital kamera (Olympus DP71)  
 Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Histolojik görüntüleme  

Etüv (Dedeoğlu)  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları 

Işık mikroskobik doku takibi  

Bilgisayarlı analiz sistemi  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Işık mikroskobik ölçümler ve 
değerlendirme  

Buzdolabı  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Kimyasalların saklanması  

Soğuk Oda +4°C  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Kimyasalların saklanması  

Parafin Dispanser (Leica-G1120)  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Parafin blok hazırlanması  

Santrifüj Sigma1-14  
Histoloji ve Embriyoloji AD. 
Laboratuvarları  

Kimyasal solusyonların 
hazırlanmasın.  

Soğutmalı santrifüj (Hettich 200R)  Fizyoloji AD. Laboratuvarları  
Doku homojenatlarının 
hazırlanması  

Vorteks (IKA-Labortechnik)  Fizyoloji AD. Laboratuvarları  
Doku homojenatlarının 
hazırlanması  

Homojenizatör (ultrasonik) 
(Bandelin)  

Fizyoloji AD. Laboratuvarları  
Doku homojenatlarının 
hazırlanması  

Spektrofotometre (T80+UV/VIS)  Fizyoloji AD. Laboratuvarları  
Oksidatif stres parametrelerinin 
ölçümü 

Bandelini Isıtmalı karıştırıcı 
(Ikamag)  

Fizyoloji AD. Laboratuvarları  
Oksidatif stres parametrelerinin 
ölçümü 

Derin dondurucu (-20°C)  Fizyoloji AD. Laboratuvarları  Kimyasalların saklanması 

Derin dondurucu (-80°C)  Fizyoloji AD. Laboratuvarları  Dokuların saklanması 
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Tablo 6: Deneyde kullanılan kimyasallar, markaları ve kullanım amaçları (DMSO: dimetil 

sülfoksid, -AMA: -Amanitin) 

Deneyde Kullanılan 

Kimyasallar 
Marka Kullanım Amacı 

-AMA Sigma A2263 Karaciğer toksisitesi  oluşturmak 

Resveratrol Sigma R5010 
-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde 

etkililiğini göstermek  

Silibinin Sigma S0417 
-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde 

etkililiğini göstermek. 

DMSO Sigma D5879 Resveratrol ve silibininin  çözücüsü  
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Mayıs 
‐Aralık 
2013

•Hipotezin belirlenmesi

•literatür taraması

Ocak‐
Temmuz

2014

•Etik kurul başvurusu yapılması

•Etik kurul onayı alınması

Ağusto
s‐

Aralık

2014

•TÜBİTAK 3001 Proje başvurusu

•Proje onayı alınması

Ocak‐
Mart 
2015

•Deney malzemelerinin alımı

•Deney hazırlıklarının tamamlanması

Nisan‐
Haziran 
2015

•Ön çalışma: Alfa amanitin için in vivo LD50 dozunun belirlenmesi

Temmuz 
‐Aralık 
2015

•Ana Deney Protokolünün uygulanması

Ocak‐
Nisan 
2016

•kan ve doku örneklerinin biyokimyasal ve histopatolojik analizi

•Bulguların istatistiksel analizi

Mayıs‐
Aralık 
2016

•TÜBİTAK  Sonuç raporunun yazılması ve projenin sonuçlandırılması

Ocak‐
Nisan 
2017

•Bulguların makale haline getirilmesi ve bilimsel toplantıda sunulması

Mayıs‐
Aralık 
2017

•Tez  yazımı

Mart 
2018

•Tez savunması 

3.7. Araştırma Planı ve Takvimi: 

 

3.8. 
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Verilerin Değerlendirilmesi: 

Deney gruplarında ölçülen biyokimyasal ölçümler ve enzim aktivitelerinin istatistiksel 

analizinde ANOVA, farklılığın hangi gruptan kaynaklandığını saptamak için Tukey-Kramer 

çoklu karşılaştırma testleri kullanıldı.  

Histomorfolojik incelemelerin istatistiksel analizinde,  non parametrik testler olan Mann 

Whitney-U ve Kruskal Wallis testleri kullanıldı.  Verilerin analizi, Graphad Instat V2.05a-

1994 yardımıyla yapıldı. Tüm veriler OrtalamaStandart hata ortalaması olarak gösterildi. 

p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları: 

Deneysel çalışmaların en başta kliniğe uyarlama olmak üzere birçok kısıtlılığı 

bulunmaktadır. Çalışmamızın temel kısıtlılıkları: 

 Farelerden maksimum olarak alınabilecek olan kan miktarı yaklaşık olarak 1 mL’dir 

(94). Çalışmamızda karaciğer toksisite modeli oluşturmamız nedeniyle, farelerin 

hemodinamilerinin de bozulması nedeni ile zaten zor olan farelerden kan alma işlemi  

daha da zorlaştı.  Bu nedenle, tüm farelerden kardiyak ponksiyonla, kan alınamadı. 

Kan alınmayan farelerin karaciğer dokularından alınan  örnekler, histomorfolojik 

olarak skorlandı ve  oksidatif stress parametreleri açısından değerlendirildi.  

 3R kuralı gereğince(95), deneylerde kullanılan fare sayısını   hayvanı sayısını kıstlı 

tutmamız nedeniyle resveratrolün yalnızca 30 mg/kg dozundaki etkililiğini 

araştırabildik, daha yüksek dozlardaki etkililiğini değerlendirilemedik. 

 Çalışmamızda, resveratrolün α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesini 

iyileştirmede, antioksidan etkili olmadığı sonucuna vardık. Aslında, resveratrol 

tedavi gruplarında, bir miktar antioksidan etkisi olduğu, sayısal olarak gözlense de 

istatistiksel anlamlılığa ulaşamadı.  

 Antioksidan enzimlerin hiçbir işlem uygulanmamış farelerdeki bazal değerlerini  

ölçemedik.  

 Resveratrolün α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesini geri iyileştirmede, 

antiinflamatuvar etkili olduğunu sadece  histomorfolojik veriler ile destekleyebildik. 

Dokulardan ya da serumdan TNF-α, NFkB ve interlökin gibi antiinflamatuar etkiyi 

değerlendirmede kullanılan parametreleri ölçemedik.  
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3.10. Etik Kurul Onayı 

Çalışmamız için, DEÜTF Multidisiplin Laboratuvarı Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul 

onayı alınmıştır (No: 44/2014).  
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4. BULGULAR 

4.1 Farelerde karaciğer fonksiyon testlerinin ve Direk ve İndirek Bilirubinin bazal 

değerlerinin belirlenmesi 

Deneyde karaciğer toksisitesi ölçütü olarak kullanacağımız AST, ALT, Total Bilirubin 

ve Direk Bilirubin düzeylerinin bazal değerlerini belirlemek amacıyla 15 fareden alınan 

kanlardan yapılan ölçümler değerlendirildiğinde;  6, 9 ve 11 numaralı farelerde kardiyak 

ponksiyon ile kan alındığında en uygun sonuçların elde edildiği ve kardiyak ponksiyonla kan 

almada başarılı olunamayıp göğüs kafesi açılarak torakotomi ile kan alındığında, değerlerin 

yüksek olduğu sonucuna varıldı. Bu üç farenin biyokimyasal parametrelerinin ortalaması 

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

 AST 

(U/L) 

ALT 

(U/L) 

Total 
bilirubin 

(mg/dL) 

Direk bilirubin 
(mg/dL) 

Fare No  

1 318.0 284.0 0.1  

2 124.0 116.0   

3 Kan alımında başarılı olunamadı 

4 

5 

6 88.0 78.0 0.25 0.12 

7 Kan alımında başarılı olunamadı 

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 alımında başarılı olunamadı 

14 

15 

Ortalama 

(6, 9, 11 
numaralar) 

75.3±9.8 68.0±9.0 0.3±0.02 0.1±0.01 
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Ön çalışma 

Alfa-amanitin (α-AMA)’in karaciğerde  toksisite oluşturan dozunun belirlenmesi  

Literatürde α-AMA’in LD50’si olarak bildirilmiş olan, 0.6 mg/kg’lık doz, 4 adet Balb/c 

fareye intraperitoneal olarak uygulandı. Yeterli karaciğer hasarı oluşmaması ve 48 saatlik 

izlem  sonunda farelerde ölüm olmaması nedeniyle, logaritmik doz artışıyla (0.25, 0.5 ve 1 

log artışlarla), farelere sırasıyla 1.08 mg/kg (n=10), 1.4 mg/kg (n=10) ve 1.92 mg/kg (n=8) α-

AMA uygulandı. Böylelikle artan dozlarda -AMA’in karaciğer üzerinde etkisi bir doz-cevap 

eğirisi ile değerlendirildi.  

Tablo 8. Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in, farelerin deney başlangıcı ve sonrasında 
ölçülen ağırlık ve ağırlık farkı ortalamaları 

α-AMA dozu 
Deney başlangıcı 

(g) 

Deney sonu 

(g) 

Ağırlık farkı 

(%) 

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 

 

α-AMA doz-cevap eğrisi gruplarında, farelerin bazal ağırlık ortalamaları arasında, 

farklılık yoktu. Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi ile sakrifiye edilmeden önce ölçülen 

ağırlıkları ile başlangıç ağırlıkları arasındaki farklar da değerlendirildiğinde, doz-cevap eğrisi 

çalışma grupları arasında farklılık saptanmadı (Tablo 8). 

Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in biyokimyasal parametreler ve karaciğer 

histomorfolojisi üzerine etkileri 

0.6 mg/kg α-AMA grubu (n=4):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D.  Bilirubin değerleri sırasıyla;  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 ölçüldü. Ölçülen bu değerler, 
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kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, anlamlı oranda yükseklik saptanmadı. Karaciğer 

dokusunda yapılan histomorfolojik incelemede oluşan karaciğer hasarı skoru ortalaması ise 

1.5±0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karaciğerlerinin histomorfolojik incelemesinde karaciğer 

dokusunun bütünlüğünün korunduğu, bazı alanlarda periportal mononükleer hücre (MNH) 

infiltrasyonları, nadir fokal nekroz ve bazı alanlarda sinüzoidal dilatasyon olduğu gözlendi. 

Literatürde farelerin yarısında ölüme neden olan bu dozda, bizim deneysel koşullarımızda  48 

saatlik izlemde farelerin hepsi yaşadı (Tablo 9, Şekil 10, 11, 12A). 

1.08 mg/kg α-AMA grubu (n=10):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D.  Bilirubin değerleri sırasıyla; 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. Karaciğer dokusunda yapılan 

histomorfolojik incelemede oluşan karaciğer hasar skoru ortalaması ise 1.6±0.3 idi. Bu gruba 

ait farelerin karaciğerlerinin histomorfolojik incelemesinde, karaciğer dokusunun 

bütünlüğünün korunduğu, bazı alanlarda nadir hemoraji, bazı kesitlerde periportal MNH 

infiltrasyonları, nadir fokal nekroz ve bazı alanlarda sinüsoidal dilatasyon gözlendi. 48 saatlik 

izlemde farelerin hepsi yaşadı (Tablo 9, Şekil 10, 11, 12B). 

 1.4 mg/kg α-AMA grubu (n=10):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D.  Bilirubin değerleri sırasıyla; 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 değerlerinde, 

kontrol kabul ettiğimiz grup ile karşılaştırıldığında anlamlı oranda yükseklik saptandı 

(p<0.05). Karaciğer dokusunda yapılan histomorfolojik incelemede oluşan karaciğer hasarı 

skoru ortalaması ise 1.7±0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karaciğerlerinin histomorfolojik 

incelemesinde, karaciğer dokusunda bazı alanlarda hepatosit hasarı, bazı alanlarda periportal 

MNH infiltrasyonları, fokal nekroz ve bazı alanlarda sinüzoidal dilatasyonla birlikte 

hemorajik alanlar  gözlendi. 48 saatlik izlemde 4 fare öldü (Tablo 9, Şekil 10, 11, 12C). 

1.92 mg/kg α-AMA grubu (n=8):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D.  Bilirubin değerleri sırasıyla; 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 değerlerinde, 

kontrol kabul ettiğimiz grup ile karşılaştırıldığında anlamlı oranda yükseklik saptandı 

(p<0.05).  Karaciğer dokusunda yapılan histomorfolojik incelemede oluşan karaciğer hasarı 
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skoru ortalaması ise 2.4±0.3 idi. Bu gruba ait farelerin karaciğerlerinin histomorfolojik 

incelemesinde karaciğer dokusunda yaygın hepatosit hasarı, yoğun periportal MNH 

infiltrasyonları, fokal nekroz ve sinüzoidal dilatasyonla birlikte hemorajik alanlar  gözlendi.  

48 saatlik izlemde 3 fare öldü (Tablo 9, Şekil 10, 11, 12D). 

Tablo 9. Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in biyokimyasal parametreler ve histomorfolojik 

hasar skoruna etkisi  

 
Kontrol 

(n=3) 

0.6 mg/kg 

(n=4) 

1.08 mg/kg 

(n=10) 

1.4 mg/kg 

(n=10) 

1.92 mg/kg 

(n=8) 

Ölçümlerin 
yapıldığı fare 
sayısı 

3 4 8 7 6 

AST (U/L) 75.3±9.8 656.8±243.5 
3523.0±1513.

0 

5267.0±1201.

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 

(mg/dL) 
0.3±0.02 0.3±0.03 0.5±0.1 1.1±0.4 0.8±0.2 

D. bilirubin 

(mg/dL) 
0.1±0.01 0.1±0.02 0.3±0.08 0.5±0.2 0.6±0.2 

Histomorfoloj

ik hasar skoru 
0  1.5±0.3 1.6±0.3 1.7±0.3 2.4±0.3 
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Şekil 10. Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in AST (U/L) ve ALT (U/L) değerlerine etkisi 

(*), p<0.05, kontrole göre anlamlılığı gösteriyor.  

 

Şekil 11. Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in Total Bilirubin (mg/dL) ve Direk Bilirubin 

(mg/dl) değerlerine etkisi 
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Şekil 12. Logaritmik olarak artırılan α-AMA’in  karaciğer histomorfolojisine etkileri)(A. 0.6 

mg/kg -AMA, B. 1.08 mg/kg -AMA, C. 1.4 mg/kg -AMA ve D. 1.92 mg/kg -

AMA).-  

4.1.2. Çözücülerin ve Legalon®’un karaciğer üzerine etkilerinin değerlendirilmesi 

Resveratrol ve silibininin çözücüsü olan DMSO, resveratrolün diğer bir çözücüsü alkol 

ve Legalon® gruplarında, farelerin bazal ağırlık ortalamaları arasında, farklılık yoktu. 

Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi ile sakrifiye edilmeden önce ölçülen ağırlıkları ile 

başlangıç ağırlıkları arasındaki farklar da değerlendirildiğinde, deney grupları arasında 

farklılık saptanmadı. (Tablo 10).  
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Tablo 10. Çözücü ( 6 saat ve 12 saat aralıklı DMSO (Dimetil sülfoksit) ve Alkol)  ve 
Legalon® gruplarında farelerin deney başlangıcı ve sonrasında ölçülen ağırlık ve 
ağırlık farkı ortalamaları 

Gruplar 
Deney başlangıcı 

(g) 

Deney sonu 

(g) 

Ağırlık farkı 

(%) 

DMSO- 6 saat aralıklı 

(n=5) 
24.2±0.9 24.4±0.9 3.1±1.5 

DMSO- 12 saat aralıklı 

(n=3) 
22.8±0.8 23.5±0.8 3.1±0.3 

Alkol (n=3) 24.9±0.5 24.8±0.6 1.1±0.5 

Legalon (n=3) 25.6±0.9 25.4±1.2 2.4±0.6 

6 saat aralıklı DMSO grubu (n=5):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin değerleri sırasıyla; 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 ölçüldü. Karaciğer 

histolomorfolojik skor ortalaması ise 2.2±0.4 olarak saptandı. Karaciğerlerin histomorfolojik 

incelemesinde, karaciğer dokusunda yaygın hepatosit hasarı, periportal MNH infiltrasyonları, 

bazı alanlarda fokal nekroz ve sinüzoidal dilatasyonla birlikte hemorajik alanlar 

gözlendi(Tablo 11, Şekil 13 A). 

Alkol grubu (n=3):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin değerleri sırasıyla; 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. Karaciğer histolomorfolojik 

skor ortalaması ise 1.0±0.0 olarak saptandı. Karaciğerin histomorfolojik incelemesinde ise 

karaciğer dokusunda bazı kesit alanlarında periportal ve doku içinde MNH infiltrasyonları, 

nadir alanlarda hepatosit hasarı ve fokal nekroz ile bazı alanlarda sinüzoidal dilatasyonlar 

gözlendi (Tablo 11, Şekil 13 C).  
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12 saat aralıklı DMSO grubu (n=3): 

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin değerleri sırasıyla;  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. Karaciğer histomorfolojik 

hasar skor ortalaması ise 0.7±0.3 olarak saptandı. Karaciğerin histomorfolojik incelemesinde 

ise karaciğer dokusunda nadir alanlarda hepatosit hasarı, periportal MNH infiltrasyonları, 

nadir fokal nekroz ve bazı alanlarda sinüzoidal dilatasyonlar gözlendi ( Tablo 11, Şekil 13 B).  

Legalon® grubu (n=3):  

Farelerin AST, ALT, T. Bilirubin ve D. Bilirubin değerleri sırasıyla;  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 ölçüldü. Karaciğer 

histomorfolojik hasar skor ortalaması 0.7±0.3 olarak saptandı. Karaciğer örnekleri 

histomorfolojik olarak incelendiğinde nadir alanlarda hepatosit hasarı, periportal MNH 

infiltrasyonları, nadir fokal nekroz ve bazı alanlarda sinüzoidal dilatasyonlar saptandı (Tablo 

11, Şekil 13 D). 

Tablo 1. Çözücü (6 saat ve 12 saat aralıklı DMSO (Dimetil sülfoksit) ve Alkol)  ve Legalon® 

gruplarının biyokimyasal parametreler ve histomorfolojik hasar skoruna etkisi   

 DMSO 6 saat 
aralıklı 

(n=5) 

DMSO 12 
saat aralıklı 

(n=3) 

Alkol 

(n=3) 

Legalon 

(n=3) 

Ölçümlerinyapıldığı 

fare sayısı 
2 3 3 3 

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 

hasar skoru 
2.2±0.4 0.7±0.3 1.0±0.0 0.7±0.3 
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Şekil 13. Çözücü (6 saat ve 12 saat aralıklı DMSO (Dimetil sülfoksit) ve Alkol)  ve Legalon® 

gruplarının  histomorfolojik hasar skoruna etkisi 

A: DMSO (Dimetil sülfoksit) 6 saat, B: DMSO 12 saat, C: Alkol, D: Legalon grubunda 

karaciğerin histomorfolojik görüntüleri.         :Periportal Mononükleer Hücre infiltrasyonu, 

▽: Sinüzoidal genişleme 
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4.2. Sonuçlar 

Deney Grupları 

Farelerin Ağırlık Ortalamaları  

Deney gruplarında, farelerin  bazal ağırlık ortalamaları arasında, farklılık yoktu. 

Farelerin, 48. saatte, eter anestezisi altında sakrifiye edilmeden önce ölçülen ağırlıkları ile 

başlangıç ağırlıkları arasındaki farklar da değerlendirildiğinde, deney grupları arasında 

farklılık saptanmadı. (Tablo 12). 

Tablo 12. Deney gruplarında farelerin deney başlangıcı ve sonrasında ölçülen ağırlık ve 

ağırlık farkı ortalamaları 

Deney Grupları 
Deney başlangıcı

(g) 

Deney sonu 

(g) 

Ağırlık farkı  

(%) 

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 

Eş 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 Gruplarında Karaciğer Fonksiyon Testleri (AST, ALT), Total Bilirubin ve Direk 

Bilirubin Değerleri  Sonuçları 

AST ve ALT değerleri; Eş resveratrol grubunda (2191 ±281.2 U/L, 1335.0 ±570.4 U/L) 

ve resveratrolün α-AMA uygulamasından 12 saat sonra başlatıldığı 12S resveratrol grubunda 

(2403 ±726.1 U/L, 1542.0 ±537.3 U/L); α-AMA+SF grubuna (7947.0 ±1335.0 U/L, 6454.0 

±1604.0 U/L ) göre anlamlı oranda azaldı (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 ölçüldü. Ölçülen bu 

değerler, AMA+SF grubuna göre anlamlı oranda farklılık göstermedi (Tablo 12, şekil 14). 

Tablo 13. Deney gruplarında, AST ve ALT  değerleri  U/L (-AMA: -Amanitin, DMSO: 

Dimetil Sülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S :12 saat, 24S: 24 saat) 

Deney Grupları 

Ölçümlerin 

yapıldığı 

fare sayısı 

                

AST (U/L) 

                  

ALT (U/L) 

α-AMA+SF (n=16) 9 7947.0±1335.0 6454.0±1604.0 

α-AMA+DMSO (n=12) 7 6881.0±1375.0 4491.0±1208.0 

α-AMA Eş Resveratrol (n=10) 8 2191.0±281.2 1335.0±570.4 

α-AMA 12S Resveratrol (n=13) 8 2403.0±726.1 1542.0±537.3 

α-AMA 24S Resveratrol (n=13) 9 5113.0±802.5 4054.0±908.9 

α-AMA Silibinin (n=13) 9 6974.0±1295.0 5098.0±909.3 

 

Şekil 14. Deney gruplarında karaciğer fonksiyon testleri AST (U/L) ve ALT (U/L)  (AMA: -
Amanitin, DMSO: Dimetil Sülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S :12 saat, 24S: 
24 saat)  

(*), (**), sırasıyla, p<0.05, p<0.01, AMA+SF grubuna göre anlamlılığı gösteriyor 
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Deney gruplarında, Total bilirubin ve Direk bilirubin düzeylerinde gruplar arasında 

farklılık saptanmadı (Tablo 14).  

Tablo  14. Deney gruplarında, Total bilirubin (mg/dL) ve Direk bilirubin değerleri  (mg/dL) 

(-AMA: -Amanitin, DMSO: Dimetil Sülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S 

:12 saat, 24S: 24 saat) 

Deney Grupları 

Ölçümlerin 

yapıldığı fare 

sayısı 

Total 

bilirubin 

(mg/dL) 

Direk  

bilirubin  

(mg/dL) 

α-AMA +SF (n=16) 9 0.7±0.2 0.4±0.1 

α-AMA +DMSO (n=12) 7 0.7±0.3 0.3±0.1 

α-AMA Eş Resveratrol (n=10) 5 0.4±0.1 0.2±0.05 

α-AMA 12S Resveratrol (n=13) 8 0.4±0.1 0.2±0.04 

α-AMA 24S Resveratrol (n=13) 8 1.0±0.3 0.6±0.2 

α-AMA Silibinin (n=13) 8 0.6±0.1 0.3±0.1 

 

4.2.1. Deney Gruplarında, Karaciğer Histomorfolojik Hasar Skoru ve Karaciğer 

Histomorfolojisi  

Karaciğer histomorfolojik hasar skoru, eş resveratrol (1.4±0.2), resveratrolün -AMA 

uygulamasından 12 saat sonra başlandığı 12S resveratrol (1.3±0.2), 24 saat sonra başlandığı 

24S resveratrol (1.4±0.2) ve silibinin (1.8±0.2), gruplarında; AMA+SF grubuna (2.6±0.2) 

göre anlamlı oranda azaldı (p<0.01, p<0.01, p<0.01 ve p<0.05) (Şekil 15). 
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Şekil 15. Deney gruplarında karaciğer histomorfolojik hasar skoru (α-AMA: α-Amanitin, 
DMSO: Dimetil sülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik)  

(*), (**), sırasıyla, p<0.05, p<0.01, α-AMA +SF grubuna göre anlamlılığı gösteriyor. 

4.2.2. Deney Gruplarında Karaciğer Örneklerinin Histomorfolojik Görünümü  

α-AMA+SF ve α-AMA+DMSO gruplarında, karaciğer hücre hasarı, periportal MNH 

infiltrasyonu, fokal nekroz, bazı farelerin karaciğer örneklerinde de yaygın karaciğer hücre 

nekrozu ve sinüzoidal genişlemeler gözlendi (Şekil 16 A, B).  

Resveratrol tedavi gruplarında ise; karaciğer histomorfolojik hasar skoru ile uyumlu 

olarak ışık mikroskobik incelemede, karaciğer hücre hasarı, periportal MNH infiltrasyonu, 

fokal nekroz ve sinüzoidal genişlemeler daha azdı. Resveratrol tedavisinin 24. saatte 

başlatıldığı 24S Resveratrol grubunda birkaç farenin karaciğer doku örneklerinde 

histomorfolojik düzelme; resveratrol tedavisinin α-AMA uygulaması ile eş zamanlı olarak 

başlatıldığı Eş Resveratrol ve 12 saat sonra başlatıldığı 12S Resveratrol gruplarına oranla 

daha azdı (Şekil 16 C, C1, D, D1, E, E1).  

Silibinin tedavi grubunun histomorfolojik incelemesinde ise, Resveratrol tedavi 

gruplarına göre, karaciğer hücre hasarı, periportal MNL hücre infiltrasyonu, fokal nekroz, 

sinüzoidal genişlemelerin daha fazla olduğu gözlendi (Şekil 15 F, F1). 
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Şekil 16. Deney gruplarında karaciğer Hemotoksilen eozin boyaması ile histomorfolojik 
görünüm. Gruplar: A: á-AMA +SF, B: á-AMA +DMSO, C,C¹ :EşR, D,D¹: 12R, 
E,E¹: 24R, F,F¹: Sil.         : Periportal MNL infiltrasyonu, * : hepatosit hasarı, ▽ : 
Sinüzoidal genişleme (α-AMA: α-Amanitin, DMSO: Dimetil sülfoksit, SF: %0.9 
serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin). 
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4.2.3. Deney Gruplarında Antioksidan Enzim Düzeyleri  

Deney gruplarında, ölçülen Malonildialdehit (MDA),  Süperoksit dismutaz (SOD) ve 

Glutatyon değerleri arasında anlamlı farklılık yoktu. α-AMA +SF grubunda, SOD değerleri 

diğer deney gruplarına oranla biraz daha yüksekti ancak bu yükseklik istatistiksel olarak 

anlamlı değildi. (Tablo 15). 

Tablo 15. Deney gruplarında antioksidan enzim düzeyleri (α-AMA: α-Amanitin, DMSO: 

Dimetil sülfoksit, SF: %0.9 Serum Fizyolojik, MDA: Malonildialdehit, SOD: 

Süperoksit dismutaz) 

Deney Grupları MDA SOD Glutatyon 

α-AMA +SF (n=16) 0.440±0.05 86.8±13.2 521.8±34.6 

α-AMA +DMSO (n=12) 0.437±0.03 50.0±8.0 592.7±29.5 

α-AMA+Eş Resveratrol 

(n=10) 
0.474±0.04 43.5±18.1 403.2±55.6 

α-AMA+12 S Resveratrol 

(n=13) 
0.438±0.04 54.6±11.2 477.8±40.8 

α-AMA+24 S Resveratrol 

(n=13) 
0.446±0.04 36.5±10.9 532.6±34.6 

α-AMA+Silibinin (n=13) 0.453±0.05 42.7±7.1 578.0±16.2 

 

4.2.4. Deney Gruplarında İmmunhistokimyasal Değerlendirmeler  

α-AMA+SF ve AMA+DMSO gruplarında perinükleer ve sitoplazmik aktif kaspaz-3 

immunpozitifliği artmıştı. Resveratrol tedavi gruplarında aktif kaspaz-3 immunpozitifliğinin 

azaldığı, silibinin grubunda ise AMA+SF ve AMA+DMSO grubuna benzer olduğu gözlendi 

(Şekil 17, Şekil 17). 
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Şekil 17. Deney gruplarında, karaciğer dokusuna ait aktif kaspaz-3 immünhistokimyasal 
boyama örnekleri. Gruplar: A: AMA+SF, B: AMA+DMSO, C: EşR, D: 12R, E: 
24R, F: Sil.        : perinükleer ve sitoplazmik aktif kaspaz-3 immünpozitif 
tutulumu göstermektedir (α-AMA: α-Amanitin, DMSO: Dimetil sülfoksit, SF: 
%0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin). 
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Aktif kaspaz-3’ün immunohistokimyasal boyamasında, karaciğer dokusunda α-AMA 

+DMSO ve α-AMA+SF gruplarında immunpozitif boyanma güçlüydü. Aktif kaspaz-3 

immunpozitifliği, α-AMA+DMSO (2.3±0.2) grubunda, eş Resveratrol (1.4±0.2) ve 12S 

(1.4±0.2) resveratrol gruplarına göre anlamlı oranda artmıştı (p<0.05) (Şekil 17, Şekil 18). 

 

Şekil 18. Deney gruplarında, aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama skoru ortalaması 

(α-AMA: -AMA, DMSO: Dimetil sülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, 12S : 12 

saat, 24S: 24 saat) (*), (#), sırasıyla, p<0.05, p<0.05, α-AMA +SF ve α-AMA 

+DMSO grubuna göre anlamlılığı gösteriyor. 

TUNEL boyamasında da benzer şekilde α-AMA +SF grubunda TUNEL pozitif hücreler 

artarken, resveratrol tedavi gruplarında azalmıştı. Silibinin grubunda TUNEL pozitifliği ise α-

AMA +SF ve α-AMA +DMSO grubundan farklı değildi (Şekil 19). 
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Şekil 19. Deney gruplarında, karaciğer dokusuna ait TUNEL boyama örnekleri. Gruplar: A: 
α-AMA +SF, B: α-AMA +DMSO, C: EşR, D: 12R, E: 24R, F: Sil. �:nükleer 
TUNEL tutulumunu göstermektedir (α-AMA: alfa amanitin, DMSO: 
Dimetilsülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin). 
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4.2.5. Deney Gruplarında Elektron Mikroskobik İncelemeler  

Elektron mikroskopik incelemelerde, α-AMA+SF ve AMA+DMSO gruplarında 

mitokondriyal şişme ve agranüler endoplazmik retikulumda disintegrasyon ve dilatasyon, 

hepatosit hasarı gözlenirken, resveratrol tedavi gruplarında gözlenen bu değişikliklerin 

düzeldiği ve elektron mikroskopik görüntülerin silibinin grubunda ise α-AMA +SF ve α-

AMA +DMSO grubuna benzer olduğu gözlendi (Şekil 20,  21). 

 

Şekil 20. Elektron mikroskopik inceleme için karaciğer yarı ince kesitleri (toluidin 
mavisi)Gruplar: A: α-AMA +SF, B: α-AMA +DMSO, C : α-AMA+EşR, D: α-
AMA+12R, E: α-AMA+24R , F: α-AMA+Sil. (α-AMA: Alfa amanitin, DMSO: 
Dimetilsülfoksit, SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin). 
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Şekil 21: Karaciğer dokusuna ait elektron mikroskop resim örnekleri. Gruplar : A: α-
AMA +SF, B: α-AMA +DMSO, C: α-AMA+EşR, D: α-AMA+12R, E: α-
AMA+24R , F: α-AMA+Sil. Hepatosit çekirdekleri (n), agranüler 
endoplazmik retikulum (aER), golgi aygıtı, ribozom, mitokondri (m), glikojen 
partikülleri ve lizozomlar (AMA: Alfa amanitin, DMSO: Dimetilsülfoksit, 
SF: %0.9 serum fizyolojik, R: Resveratrol, Sil: Silibinin). 
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5. TARTIŞMA 

Ölümle sonlanan ciddi zehirlenmelere neden olan Amanita phalloides türü mantarların 

içeriğindeki Alfa Amanitin (α-AMA), gastrointestinal sistem epitel hücreleri, böbrek 

proksimal tubul hücrelerini de etkilese de ana hedefi karaciğer hücreleridir ve bu tür 

mantarlara bağlı gelişen karaciğer toksisitesi  morbidite ve mortaliteden sorumludur (23). 

Çalışmamızda, α-AMA ile oluşan karaciğer toksisitesi üzerinde resveratrolün in vivo 

karaciğer toksisite  modelinde etkileri incelenmiş ve klinikte antidot olarak kullanılan silibinin 

ile karşılaştırılmıştır.  

Çalışmamızda,  farelerde α-AMA ile karaciğer toksisite  modeli oluşturulmuş ve 

resveratrolün farelerde α-AMA ile gelişen karaciğer toksisitesini azalttığı sonucuna 

varılmıştır. Klinik olarak,  α-AMA ile zehirlenmelerde gelişen karaciğer toksisitesinde, 

antidot olarak kullanılan silibinin ise karaciğer dokusunda histomorfolojik olarak bir miktar 

iyileşme yapmasına karşın,  gözlenen iyileşme biyokimyasal parametrelere yansımamıştır. 

Deneysel  toksisite modelimiz, literatürde daha önce uygulanmış deneysel protokoller 

kaynak alınarak oluşturuldu(41). Öncelikle, literatürde  -AMA uygulanan farelerin yarısında 

ölüme neden olduğu bildirin LD50 (0.6 mg/kg) intraperitonel (i.p.) yolla 4 fareye uygulandı. 

Ancak bizim deneysel koşullarımızda,  bu dozda ölüm gözlenmedi ve bir tedavinin etkililiğini 

değerlendirmek için yeterli oranda karaciğer toksisitesi oluşmadı. Bunun üzerine literatürde α-

AMA için bildirilen LD50 logaritmik olarak artırıldı. Karaciğer hasarının göstergesi olarak 

kabul ettiğimiz karaciğer fonksiyon testleri (AST, ALT), logaritmik olarak artırarak 

uyguladığımız α-AMA dozlarıyla orantılı olarak yükseldi. Total Bilirubin ve Direk Bilirubin 

değerlerinde de yükselme olmasına rağmen istatistiksel anlamlılık saptanmadı. Logaritmik 

olarak artırdığımız dozlarda da LD50 bulunamadı. Deneyde kullanılacak fare sayısını 

artırmamak için de daha yüksek dozlarda deneme yapılmadı ve kontrol grubuna göre anlamlı 

oranda AST ve ALT yüksekliğine neden olan 1.4 mg/kg (i.p.) α-AMA deney gruplarımızda 

karaciğer toksisitesi oluşturmak için kullanıldı.  
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Klinik pratikte serum aminotransaminaz düzeylerinde progresif artış karaciğer 

toksisitesi  tanısı koymada ve şiddetini göstermede en sık kullanılan parametrelerdir (76). 

Karaciğer nekrozunu değerlendirmede kullanılan en geçerli yöntemler de öncelikle AST ve 

ALT değerlerinde, sonra da safra sentezinin de bozulması nedeni ile Total bilirubin ve Direk 

bilirubin değerlerinde yükselmedir. Çalışmamızda, AST ve ALT değerlerinde yükselme 

gözlemledik. Ancak bilirubin değerlerinde kontrole göre ılımlı yükselme olsa da anlamlılık 

saptamadık. Bunun nedeni olarak deney protokolümüzün 48 saat olması ve bilirubin artışının 

hepatosit hasarına sekonder olarak daha geç dönemde yükselmeye başlaması gösterilebilir 

(96-98). Ek olarak, çalışmamızda, AST ve ALT yüksekliği dışında histomorfolojik olarak da 

karaciğer hasar skorunda anlamlı yükselme gözlememiz ve karaciğer nekrozunu göstermemiz, 

α-AMA’in karaciğer toksisitesi oluşturduğunun güçlü kanıtlarıdır. Nekroz, canlı 

organizmalarda hücre ölümünün göstergesidir. Toksik maddeler de, nekroz gelişimine neden 

olan etkenler arasındadır. Biz de çalışmamızda, α-AMA’in doz ile orantılı şekilde nekroza 

neden olduğunu dolayısı ile ciddi oranda karaciğer toksisitesi oluşturduğunu gösterdik (99). 

Bir tedavinin etkiliğini değerlendirebilmek için biyokimyasal olarak AST ve ALT 

değerlerinde yükselme ve histomorfolojik olarak da yeterli oranda karaciğer hasarı yaptığını 

doğruladığımız, 1.4 mg/kg’lık -AMA dozunu deney gruplarımızda kullandık.  

LD50‘nin, bizim koşullarımızda literatürle uyumlu olmaması, deney hayvanları 

arasındaki farklılıklar, mevsim, kullanılan yem gibi farklı nedenlere bağlı olabilir.  

Dündar ve arkadaşları, in vivo çalışmalarında, 0.2 mg/kg, 0.6 mg/kg ve 1 mg/kg 

dozlarda α-AMA uygulaması ile dozla artan oranda, histomorfolojik hasar ve katalaz, 

glutatyon peroksidaz, malonildialdehit (MDA) gibi oksidatif stres parametrelerinde bozulma  

gözlemişlerdir (53). Ergin ve arkadaşlarının α-AMA’in böbrek üzerine etkilerini 

değerlendirdikleri çalışmada da, farelerde artan dozlarda α-AMA uygulaması ile 48. saatte 

hiçbir dozda ölüm gözlememeleri de farklı koşullarda LD50’nin değişebileceğini 

göstermektedir (100).  

-AMA’in temel olarak etkilediği organ karaciğerdir. α-AMA, karaciğer hücrelerinin 

sinuzoidal membranında yer alan organik anyon transporter peptid (OATP)1B3 adı verilen 

taşıyıcı proteinlerle hücre içine girdikten sonra toksisite ve hücre ölümüne neden olur (25). 

Toksisite gelişiminde, bilinen en temel mekanizma, α-AMA’in karaciğer hücre nükleusunda 

yer alan RNA polimeraz II’yi inhibe edip mRNA sentezlenmesini engelleyerek DNA 
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transkripsiyonunu önlemesi ve protein sentezini durdurarak karaciğer hücre nekrozuna yol 

açmasıdır (26). α-AMA’in TNF-α’ya sinerjistik etkisi ile apopitozisi indüklemesi ve serbest 

oksijen radikallerini (SOR) artırarak oksidatif hasar oluşturması da geçerli diğer 

mekanizmalardır (52, 54). α-AMA’in süperoksit dismutaz (SOD) ve Malonildialdehiti (MDA) 

artırıp katalaz düzeyini azaltmasına bağlı oksidatif hasarı indükleyebileceği de 

bildirilmektedir (54). Bu nedenle α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinin tedavisinde etkili 

antidot geliştirmek için yapılan çalışmalarda temel olarak iki amaç vadır: 

 Birincisi, α-AMA’in karaciğer hücrelerine girişini engellemek 

 İkincisi, α-AMA’in oluşturduğu patofizyolojik değişiklikleri önleyerek karaciğer 

hücrelerinin canlılığını koruyabilmektir.  

Biz çalışmamızda, α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesi gelişiminde patofizyolojik 

değişiklikleri geri döndürebileceğini düşündüğümüz resveratrolü kullandık.  

Deney gruplarında kullanacağımız resveratrol ve resveratrolün etkisini 

karşılaştırdığımız karaciğer toksisitesinde antidot olarak kullanılan silibininin ortak çözücüsü 

Dimetil sülfoksit (DMSO) olduğundan öncelikle, 5 farede 6 saat aralıklarla tek başına DMSO 

uyguladık. 6 saat aralıklı olarak 48 saat boyunca uygulanan DMSO, bu grupta fare sayısı 

düşük olduğu için istatistiksel değerlendirme yapılamamış olsa da AST ve ALT değerlerini 

kontrol kabul ettiğimiz herhangi bir müdahale yapılmamış farelerin AST ve ALT  değerlerine 

göre yükseltti. Histomorfolojik olarak da çok az da olsa karaciğer hasarı gösterildi. Bunun 

üzerine, B planımızda da belirttiğimiz gibi deney gruplarında, resveratrolü etil alkolde 

çözmeyi düşünerek, etik kuruldan ek fare talep ederek, 48 saat boyunca 12 saat aralıklarla etil 

alkol uyguladık. Ancak alkol, yine gruptaki fare sayısı düşük olduğu için istatistiksel olarak 

analizi yapılamamış olsa da, 6 saat aralıklarla 48 saat boyunca uygulanan DMSO’dan daha 

fazla karaciğer hasarına neden oldu. Diğer bir deney grubumuzda da DMSO, 12 saat aralıklı 

olarak 48 saat boyunca uyguladığında ise karaciğer hasarının 6 saat aralıklı DMSO 

uygulamasına göre daha az olduğunu gözlemledik. 

DMSO, pek çok maddenin çözünmesinde kullanılan renksiz ve sıvı özellikli önemli bir 

polar çözücüdür. SOR bağlayıcı kapasitesi nedeniyle aynı zamanda antiinflamatuar özellikleri 

de vardır (101-104). Parasetamol, karbontetraklorür (CCl4), kloroform gibi etkenlere bağlı 

gelişen karaciğer toksisitesinde koruyucu özellikleri gösterilmiş olsa da karaciğer üzerine 
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toksik olduğuna dair yayınlar da bulunmaktadır (105-107). Sıçanlarda, DMSO’in dozla artan 

oranda karaciğerde histomorfolojik hasar oluşturduğu gösterilmiştir (108). İnsan ve sıçan 

karaciğer hücre kültürlerinde de, karaciğer üzerinde hafif toksik bulgulara neden olabileceği 

bildirilmiştir (109). Biz de benzer şekilde resveratrol ve silibinin çözücüsü olarak kullanmayı 

planladığımız DMSO’in artan sıklıkta uygulanması ile karaciğer üzerinde hasarı artırdığını 

gözlemledik. Bunun üzerine, insanlarda α-AMA’e bağlı zehirlenmelerde antidot olarak 

kullanılan ve içeriğinde silibinin olan ticari preparat Legalon’u silibinin yerine kullanmayı 

düşündük. Legalon’un 6 saatlik aralıklı uygulamalarının karaciğer üzerine etkisini 

değerlendirdiğimiz 3 farelik grupta da tek başına Legalon’un da karaciğer üzerine 6 saat 

aralıklı uygulanan DMSO’ya yakın hasara neden olduğunu gözlemledik. Literatürde daha 

önce Legalon’un deneysel modellerde tek başına karaciğer üzerinde etkisinin ya da karaciğer 

toksisitesi üzerine etkisinin değerlendirildiği çalışmalara rastlamasak da Legalon®’un zaten 

α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesinde tedavi etkililiğinin  kanıt değerinin de düşük 

olduğu  bildirilmektedir (40).  

Tüm bu sonuçlarımız göz önünde bulundurulduğunda, 12 saat aralıklarla uygulanan 

DMSO, 6 saat aralıklı uygulanan DMSO’den daha az oranda karaciğer hasarı oluşturduğu için 

biz de deney gruplarımıza α-AMA uygulamasından sonra 12 saat aralıklı olarak uygulanan 

DMSO grubunu ekledik. Bu grubu eklememizin gerekçesi, α-AMA uygulaması sonrası 

aralıklı olarak uygulanan DMSO’in karaciğer üzerine etkisini değerlendirmekti. Aslında 

deney gruplarımızda Resveratrol tedavisini, -AMA ile eş zamanlı, -AMA uygulaması 

sonrası 12. saatte ve -AMA uygulaması sonrası 24. saatte uyguladığımız üç farklı tedavi 

grubu bulunmaktaydı.  Silibinin uygulamaları ise 6 saat aralıklarla toplam 7 kez 

tekrarlanmıştı.   

Çalışmamızda, pek çok karaciğer toksisite modelinde gelişen toksik etkileri geri 

döndürmede etkili olduğu gösterilen resveratrolün α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesi 

üzerinde etkisi değerlendirildi. Karaciğer toksisitesini önlemede etkili olduğu pek çok 

çalışmada bildirilen, 30 mg/kg’lık resveratrol dozu 12 saat aralıklarla uygulandı. Resveratrol 

ne kadar erken uygulanmaya başlarsa, karaciğer toksisitesini tedavi edici etkisinin o kadar iyi 

olduğu, yükselen karaciğer fonksiyon testleri (KCFT)’nin ve histomorfolojik karaciğer hasar 

skorunun kontrol grubuna göre anlamlı oranda azalması ile gösterildi.  
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Resveratrol tedavisinin α-AMA uygulaması ile eş zamanlı olduğu ve 12 saat sonra 

uygulandığı gruplarda, hem KCFT hem de histomorfolojik hasar skoru, kontrol grubuna göre 

düşük bulundu. Literatürde, resveratrolün; aralarında parasetamol, CCl4 ve alkolün de 

aralarında olduğu pek çok in vivo deneysel modelde gelişen karaciğer toksisite  modelinde 

koruyucu etkili olduğu gösterilmiştir. Resveratrolün deneysel modellerde oluşturduğu 

karaciğer üzerindeki koruyucu etkiliğininin ise antioksidan ve antiinflamatuar etkisi  ile 

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

Unstabil özellikli serbest radikallerin oksijen türevlerine SOR ya da oksidan maddeler 

denilir. Bu maddeler, hücre membranında yer alan lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nın 

yapısını, hedef moleküllerden elektron alma özellikleri ile bozarak etkiler ve hücre hasarına 

neden olur. Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz  gibi enzimler; 

oksidan maddelere bağlı gelişen oksidatif stresi dengelemeye çalışır. Seruloplazmin, 

transferrin, indirgenmiş glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve alfa-tokoferol ise 

antioksidan maddeler arasında yer alır. Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan dengenin 

oksidan lehine kayması sonucu hücre hasarının oluşmasıdır (110, 111). Dolayısıyla bu 

parametrelerin hem in vivo hem de in vitro düzeyde ölçümü, hastalıkların patofizyolojisini 

tanımlama ile tedavi yaklaşımını belirlemede önemli bir role sahiptir. Biz de çalışmamızda 

deney gruplarında, karaciğer doku homojenatlarından antioksidan enzimlerden SOD, 

antioksidan maddelerden GSH ve lipid peroksidasyonu ürünlerinden MDA düzeylerini ölçtük. 

Resveratrolün, karaciğer hasarına bağlı yükselen oksidatif stres parametrelerinde, kontrol 

grubuna göre değişikliğe neden olmadığını gösterdik. MDA düzeyinde gruplar arasında 

birbirine yakın sonuçlar elde ettik. Bununla birlikte, resveratrol ile tedavi edilen gruplarda 

SOD düzeyleri α-AMA grubuna kıyasla azalma eğilimi göstermesine rağmen bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. Ayrıca, resveratrol grubunda, resveratrolün uygulanma 

süresiyle orantılı olarak, AMA+SF grubuna kıyasla, glutatyon düzeylerinde bir düşüş 

gözlemledik fakat bu sonuç da istatistiksel olarak anlamlı değildi. Aslında yapılmış olan pek 

çok çalışmada, resveratrolün pek çok toksisite modelinde antioksidan etkileri olduğu 

bildirilmektedir. Ancak bu modellerde ya uzun süreli resveratrol uygulamaları ya da 

resveratrolün toksik madde verilmeden önce uygulanması söz konusudur (75, 112, 113). 

Bizim ise iki günlük deney protokolümüz sürecinde uyguladığımız total resveratrol dozu 

düşüktür. 
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 Çalışmamızda, kontrol grubuna göre, resveratrolün α-AMA uygulanmış farelerde, 

antioksidan enzim düzeylerinde değişikliğe neden olmamış olması, bizim deneysel 

modelimizde α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesini önlemede antioksidan etki göstermediğini 

düşündürmektedir.  

Çalışmamızda histomorfolojik olarak, α-AMA+SF ve α-AMA+DMSO gruplarında, 

karaciğer hücre hasarı, periportal mononükleer hücre (MNH) infiltrasyonu, fokal nekroz, bazı 

farelerin karaciğer örneklerinde de yaygın karaciğer hücre nekrozu ve sinüzoidal genişlemeler 

gözlendi. Resveratrol tedavi gruplarında ise karaciğer hücre hasarı, periportal MNH 

infiltrasyonu, fokal nekroz ve sinüzoidal genişlemeler daha azdı. Dolayısı ile resveratrol 

tedavisi α-AMA’e bağlı karaciğerde gözlenen histomorfolojik hasarı azalttı.  

Nekroz, apoptozis gibi, canlı organizmalarda hücre ölümüne neden olan bir süreçtir. 

Klasik hücre ölümü olan nekrozda, hipoksi ya da çeşitli toksik etkenlere bağlı olarak 

hücrelerin şişerek parçalanması sonucu etrafa saçılan lizozomal enzimler inflamatuar süreçleri 

başlatır. Resveratrolün, CCl4’e bağlı gelişen karaciğer fibrozisinde, Akt/NFkB’yi 

indükleyerek antiinflamatuar etkili olduğu, ayrıca nonalkolik karaciğer hastalığında ve 

sıçanlarda yağlı karaciğerde de antiinflamatuar etkili olduğu bildirilmiştir (113-115). Ayrıca 

resveratrolün hücre kültürü çalışmalarında, hemorajik şokta karaciğer hücre kültüründe, 

hipoksiye bağlı gelilen nekrozda, NF-kB’ ve p53 supresyonu yaparak antiinflamatuar etkili 

olduğu da bildirilmiştir (116). Dolayısı ile resveratrolün pek çok hücrede olduğu gibi 

karaciğer hücresinde gelişen patolojilerle de antiinflamatuar etkisi vardır. Histomorfolojik 

olarak resveratrol tedavi gruplarında, MNH infiltrasyonuda azalma gözlenmesi, α-AMA’e 

bağlı karaciğer toksisitesinde resveratrolün antiinflamatuar mekanizma ile etki gösterdiğini 

düşündürmektedir. Biz çalışmamızda, serum NF-kB ya da inflamasyonu doğrulayabilecek  

İnterlökin (IL-1, IL-6)  seviyelerinde ölçüm yapmadık. Ancak resveratrolün antiinflamatuar 

etkisini, α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer dokusunda MNH infiltrasyonunun azaltmış 

olmasıyla gösterdik. 

Resveratrol tedavisi, aktif kaspaz-3 immunopozitifliğinde, eş resveratrol ve 12S 

resveratrol gruplarında, α-AMA+DMSO grubuna göre anlamlı oranda azalmaya neden oldu. 

Kaspaz-3 immunpozitifliği AMA+SF grubunda da α-AMA+DMSO grubuna yakın olsa da, bu 

grupta resveratrol tedavi grubuna göre istatistiksel anlamlılığa rastlanmadı.  
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Apoptozis, çeşitli fizyolojik ve patolojik etkenlere bağlı olarak gen ve enzimlerin 

aktivasyonuna neden olan bir süreçtir. Bcl-2 onkoproteininin ve p53 proteininin apoptozis 

gelişimine katkısı bulunmaktadır. Enerji gerektiren ve hücre ölümüne neden olan fizyolojik 

bir mekanizma olan apoptozisde, belirli hücreler etkilenir. DNA; DNA parçaları oluşturacak 

şekilde parçalanır. Bunun dışında, Ces-1 ve Ces-2 gibi spesifik genler de apoptozisi uyarır. 

Elektron mikroskopi ve TUNEL tekniği, hücrede apoptozisi belirlemede kullanılan 

yöntemlerdir. Ayrıca, apoptoziste görülen değişiklikler, kaspazların aktivasyonu ile de 

belirlenir. Kaspaz-3, apoptotik etkilerden sorumludur ve hücrelerde en sık bulunan kaspazdır. 

Çalışmamızda, α-AMA’in apoptozise neden olduğunu ve resveratrol tedavisinin de α-AMA 

ile eş zamanlı uygulandığında ve α-AMA sonrası 12 saat sonra uygulandığında apoptozisi 

engellediğini elektron mikroskopik olarak ve immunhistokimyasal boyamalar ile gösterdik. 

Dolayısıyla α-AMA, karaciğer hücresinde apoptozisi artırdı ve resveratrol tedavisi ise α-

AMA’e bağlı karaciğer hücresinde gelişen apoptozisi azalttı. Deneysel çalışmalarda da, 

resveratrolün, antiapoptotik etkileri bildirilmiştir. Resveratrolün, streptozotosin ile diyabet 

oluşturulmuş sıçanların karaciğerinde apoptozisi önlediği ve diyabete bağlı yükselmiş Bax ve 

p53 biyobelirteçlerini azalttığı gösterilmiştir. Roy ve arkadaşları da CCl4 ile gelişen karaciğer 

toksisitesinde resveratrolün, apoptozisi önlediğini bildirmişlerdir (117, 118). Primer köpek 

karaciğer hücre kültürlerinde de 12 saat boyunca α-AMA maruziyetinin, α-AMA 

konsantrasyonu ve maruz kalınan süre ile orantılı şekilde hücre canlılığında azalmaya neden 

olduğu bildirilmiştir. Bir başka çalışmada da insan karaciğer hücre kültüründe, apoptozisin α-

AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde rolü olduğu ve apoptozisin programlı hücre ölümünde 

önemli rolü olan ve apoptotik belirteç olarak kabul edilen kaspaz enzimlerinden kaspaz-3 

bağımlı olduğu da gösterilmiştir (119). Apoptozisin özellikle 6 saatlik maruziyet sonrasında 

belirgin olduğu bildirilse de, köpek karaciğer hücre kültürlerinde apoptozis ve nekrozun eş 

zamanlı olarak α-AMA’e maruz kalınan süre ile konsantrasyon ile orantılı şekilde 

gerçekleştiği gösterilmiştir. Bu nedenle hem α-AMA’in oluşturduğu apoptozisin mekanizması 

ve hem de resveratrolün bu etkiyi hangi mekanizma ile geri döndürdüğünün araştırıldığı 

çalışmalar gereklidir. 

Silibinin, Amanita phalloides’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesinde antidot olarak 

kullanılan bir maddedir. Biz çalışmamızda silibininin, α-AMA’e bağlı olarak histomorfolojik 

olarak gelişen karaciğer toksisitesi üzerine etkili olduğunu ancak bu etkinin biyokimyasal 

değerlere yansımadığını gözledik. Histomorfolojik olarak da, silibinin grubunda, resveratrol 
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tedavi gruplarına göre, karaciğer hücre hasarı, periportal MNL hücre infiltrasyonu, fokal 

nekroz, sinüzoidal genişlemeler daha fazla olarak bulundu. Tong ve arkadaşları da farelerde 

gelişen α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde, simetidin, benzilpenisilin ve tioktik asit gibi 

silibininin de etkili olmadığını göstermişlerdir (41). Ancak Vogel ve arkadaşları, beagle cinsi 

köpeklerde oluşturdukları karaciğer toksisitesinde; toksisite oluşturulmasını takiben 5-24 saat 

sonra 50 mg/kg silibinin uygulamasının biyokimyasal enzimleri düzelttiği ve karaciğerde 

nekrozu azalttığını ve silibinin grubunda ölüm olmadığını bildirmişlerdir (93).  

Retrospektif bir çalışmada, 18 hastalık bir seride, Amanita phalloides türü mantarlarla 

zehirlenmelerde, mantarın yenmesi ile silibinin uygulanması arasında geçen zamanın 

uzunluğu ile korele şekilde karaciğer toksisitesi gelişimi bildirilmiştir. Ancak bu retrospektif 

çalışmada, hastaların maruz kaldıkları toksin miktarları standart değildir ve retrospektif 

çalışmaların sonuçları bir tedavinin etkiliğini değerlendirme açısından kanıt olarak sunulamaz 

(120).  Bir başka  çalışmada,  Amanita phalloides türü mantar zehirlenmelerinde, silibinin tek 

başına ve penisilin G ile kombine olarak uygulanması durumunda etkililiği karşılaştırılmış. 

Çalışmada yer alan hastalardan 118 tanesi monoterapi olarak silibinin alırken 249 tanesi 

penisilin G ile kombine terapi almıştır. Regresyon analizi sonucunda ise mortalite ve 

transplantasyon oranı monoterapide %5.1, kombine terapide ise  %8.8 olarak bulunmuştur. 

Her ne kadar etkili olduğuna dair yayınlar bulunsa da %100 etkinliği bulunmamaktadır (121).  

Silibinin halen Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde, antidot olarak 

kullanılmaktadır. Ancak biz çalışmamızda oluşturduğumuz toksisite modelinde silibinini 

biyokimyasal parametreler üzerinde etkili bulmadık. Gerek deneysel çalışmalar olsun, gerek 

insan verilerinin değerlendirildiği çalışmalar olsun zehirlenmelerde silibininin etkililiği ile 

ilgili yeterli kanıtlar yoktur. Bu nedenle bu tür mantarlarla zehirlenmelerde, yeni antidotlara 

gereksinim vardır.  

Son yıllarda α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesine karşı antidotal tedavi geliştirmek 

amacıyla yapılan birkaç çalışma literatürde yerini almıştır. Bunlardan birincisi Garcia ve 

arkadaşlarının polimiksin B ile yaptığı deneysel çalışmadır (122). Hem in silico hem de in 

vivo protokolleri içeren bu araştırmanın sonucuna göre polimiksin B’nin α-AMA’e bağlı 

karaciğer toksisitesine bağlı karaciğer  yetmezliğinden koruyucu olduğu ve farelerin hayatta 

kalma oranlarını artırdığı sonucuna varılmıştır. Fakat çalışmada bir takım kısıtlılıklar 

bulunmaktadır. Bizim araştırmamızla karşılaştırıldığında; deney protokollerinde kullandıkları 
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α-AMA dozu, deneyimizde kullandığımız dozun yaklaşık dörtte biri kadardır. Biz 

çalışmamızda, literatüre göre oldukça yüksek doz α-AMA ile karaciğer toksisitesi 

oluşturmamıza rağmen, resveratrolü α-AMA’e bağlı gelişen karaciğer toksisitesini 

iyileştirmede etkili bulduk.  Dolayısıyla daha düşük dozda α-AMA ile toksisite oluşturulması 

durumunda, daha da iyi sonuçlar elde edilebileceğimizi düşünmekteyiz. Bu çalışmanın diğer 

bir kısıtlılığı da, Polimiksin B’nin α-AMA uygulaması sonrası, sadece 4 saat sonraki 

etkilerinin değerlendirilmiş olması ve insanlarda gözlenen zehirlenmelere uyarlanabilecek 

şekilde daha geç dönemde uygulanmamış olmasıdır.  

 α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde yeni tedavilerin araştırılması ile  ilgili yapılan 

bir diğer çalışma ise Kaya ve arkadaşlarının çalışmasıdır (123). Bu araştırmada, farelerde α-

AMA ile oluşturulmuş in vivo karaciğer toksisitesi modelinde, erdosteinin karaciğer 

toksisitesini   iyileştirici etkisi incelenmiştir. Bu çalışmada da, deney protokollerinde 

uygulanan α-AMA dozu kullandığımız dozun üçte biri kadar olup ve erdostein toksin 

maruziyetinden yaklaşık 3 saat sonra uygulanmaya başlanmıştır. Dlayısıyla bu çalışmada da 

erdosteinin α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde geç dönem iyileştirici etkisi 

incelenmemiştir. Bununla birlikte resveratrol, deney protokolümüzde α-AMA verilmesinden 

12 saat sonra uygulandığında bile hem aminotransferazlarda hem de histomorfolojik hasar 

skorlarında istatistiksel olarak anlamlı iyileşme sağlamıştır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda, farelerde α-AMA ile oluşturulan karaciğer toksisite modelinde 

resveratrolün; 

 α-AMA ile eş zamanlı ya da 12 saat sonra uygulanmasının tek başına α-AMA (α-

AMA+SF) uygulanan gruba göre biyokimyasal olarak ölçülen AST ve ALT 

değerlerinde düzelmeye neden olduğu, 

 α-AMA ile eş zamanlı ya da 12 ve 24 saat sonra uygulanmasının tek başına α-AMA 

(α-AMA+SF) uygulanan gruba göre karaciğer histomorfolojik hasar skorunu 

iyileştirdiği, 

 α-AMA ile eş zamanlı ya da 12 ve 24 saat sonra uygulanmasının, α-AMA’e bağlı 

gelişen karaciğer hücre hasarı, periportal MNH infiltrasyonu, fokal nekroz, bazı 

farelerin karaciğer örneklerinde de gelişen yaygın karaciğer hücre nekrozu ve 

sinüzoidal genişlemeleri azalttığı, 

 Antioksidan enzim düzeylerinde tek başına α-AMA (AMA+SF) uygulanan gruba 

göre farklılığa neden olmadığı 

 Kaspaz-3, TUNEL boyamalarında uygulanma zamanı ile orantılı azalmaya neden 

olduğunu gösterdik. 

Silibinin ise, α-AMA ile oluşturulan karaciğer toksisitesinde, α-AMA+SF grubuna göre 

sadece histomorfolojik olarak karaciğer dokusunda kontrole göre iyileşmeye neden oldu. 

Çalışmamızda, resveratrolün ne kadar erken uygulanırsa, o kadar etkili bir şekilde 

karaciğer toksisitesini iyileştirdiğini, karaciğer toksisitesini iyileştirmede antiinflamatuar 

etkisinin belirgin olduğunu ve α-AMA’e bağlı gelişen apoptozisi de önlediğini gösterdik. 

Çalışmamızda, resveratrolü DMSO içerisinde çözdük ve 12 saatlik aralıklarla 

uyguladık.  DMSO’in tek başına 12 saat aralıklarla uygulanması durumunda KCFT’de ılımlı 

da olsa yükselmeye neden olduğunu gördük. Özellikle DMSO’in de KCFT üzerinde ılımlı bir 

toksik etkisi olduğunun gösterilmiş olmasına karşın resveratrol tedavi gruplarında α-

AMA+SF grubuna göre anlamlı oranda  KCFT’de düşme ve histomorfolojik olarak da 

karaciğer hasarında azalma saptanması, resveratrolün α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinin 



82 

iyileştirilmesinde umut vaat eden bir antidot adayı olduğunu düşündürmektedir. Bu nedenle, 

resveratrolün α-AMA’e bağlı karaciğer toksisitesinde antidot olarak geliştirilmesine yönelik 

hedefe yönelik formülasyonlara gerek vardır. 

Sonuç olarak; resveratrol, farelerde oluşturulan α-AMA’ya bağlı karaciğer 

toksisitesinde hem histomorfolojik hem de biyokimyasal parametrelerde düzelme oluşturarak 

etkili oldu. Bu nedenle resveratrol, Amanita phalloides türü mantarlarla zehirlenmelerde yeni 

bir antidot adayıdır. Antidot olarak geliştirilmesine yönelik çalışmalar planlanmalıdır. 
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8.4. Uluslararası Kongrede Alınan Sözlü Bildiri Özel Ödülü 

 

 




