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1. OZET

ALFA-AMANITIN ILE OLUSTURULMUS MANTAR TOKSISITESI VE
ENGINARIN (CYNARA SCOLYMUS) BU TOKSISITE UZERINE
ETKILERIi

Diinyada kesfedilmis yaklasik 2000 mantar tiirlinden 6zellikle 50 adet civari
insan igin toksik olabilecegi belirtilmistir Ulkemizde, mantar zehirlenmeleri nedeniyle
her yil 6liim vakalar1 gerceklesmekle beraber, saglik merkezlerine bagvuran tiim
zehirlenmelerinin %1,5-3.4’{inli mantarla zehirlenmelerin olusturdugu bildirilmektedir.
Ulkemizde mantar zehirlenmelerinin yaklasik %90'mdan Amanita phalloides tiirii neden
olmaktadir. Alfa amanitin, bisiklik oktapeptid yapida olup, toksisitesinden sorumlu ana
yapidir. A. phalloides tiirii mantar zehirlenmeleri tedavisinde kristalize penisilin,
kortikosteroidler ve tioktikasit kullanilmakla beraber 6zellikle son yillarda halk arasinda
meryem ana dikeni olarak adlandirilan Silybum marianum bitkisinin aktif bileseni olan
silibinin karaciger koruyucu ve hayat kurtarict 6zelligi ¢alismalarda gosterilmistir.
Calisgmamizda, yine antioksidan Ozelligi ve karaciger ftizerinde olumlu etkileri
caligmalarla gosterilmis Cynara scolymus (Enginar) bitkisinin bu zehirlenme tizerindeki
olasi etkilerinin incelenmesi amaclanmis; herbiri 7‘ser rat iceren 4 grup kullanilmistir.
Calisma sonucunda alfa amanitin zehirlenmesine bagli bozulan antioksidan
parametrelerde, enginar ekstresi uygulanmasiyla anlamli diizelmeler oldugu

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Amanita Phalloides, Alfa Amanitin, Enginar, Antioksidan

Parametreler



2. ABSTRACT

MUSHROOM TOXICITY COMPOSED OF ALPHA-AMANITIN AND

EFFECTS OF ARTICHOKE (CYNARA SCOLYMUS) ON THIS TOXICITY

It was stated that about 2000 types of mushrooms, discovered around the world,
particularly 50 pieces of them may be toxic to humans. In our country, along with death
cases taking place every year because of mushroom poisoning, it is reported that 1.5-
3.4% of all poisings which apply to health center are composed of mushroom poising.
About 90% of mushroom poisoning causes Amanita phalloides species in our country.
Alpha-amanitin, is bicyclic octapeptide structure and responsible for the toxicity of the
main structure. At the treatment of A.phalloides type of mushroom poisoning,
crystalline penicillin, corticosteroids and tiocticacid have been used and especially in
recent years, popularly referred to as the thorn of the Virgin Mary, the active component
of the plant Silybum marianum for protection and life-saving liver of silibinin property
is demonstrated in studies. In our study, it has been shown with studies that antioxidant
properties and its positively impact on the liver, it has aimed to investigate Cynara
scolymus (artichoke) plant’s possible effects of this poisoning. Four groups was used
each of which contains seven rats As a result of the study, on the deteriorated
antioxidant parameters due to the poisoning of alpha amanitin has been seen significant

improving with application artichoke extract.

Keywords: Amanita Phalloides, Alpha-Amanitin, Artichoke, Antioxidant

Parameters



3. GIRIS
3.1. Mantarlar:

Mantarlar, gercek kok, govde, yaprak ve ¢igek gibi organlar1 olmayan, ilkel bir
canli grubudur. Bu siniflandirmaya, kiif mantarlari, zehirli veya zehirsiz mantarlar da
dahil yaklasik 60.000 tiir bulunmaktadir (1).

Bazi siniflandirmalara gore, klorofil igermediginden ne bitkiler alemine; ne de
hareket edemeyip, hiicre yapisi bakimindan farklilik gosterdiginden hayvanlar alemine
dahil edilmemektedir. Kendi i¢inde ayri siniflandirtlip fungi alemine dahil edilmektedir
().

Mantarlar yapi, biiyiiklik ve bulunduklar1 ortam bakimindan farklilik
sergilemektedir. Tek veya ¢ok hiicreli olabilip, karada veya denizde yasayabilirler.
Klorofilleri olmadigindan fotosentez yapamazlar; bu nedenle heterotrof canlilardir. Bazi
tirleri baska canlilar tizerinde parazit, bazilar1 ise organik atiklar iizerinde g¢iirtikgiil
yasarlar. Parazit mantarlar genellikle hastalik etmenidir. Ciiriik¢il mantarlar ise
genellikle cansiz bitkisel hayvan dokulari {izerinde yasamaktadirlar. Birgok yenebilir
mantar bu grupta incelenmektedir. Bazi mantarlar ise algler ile likenleri olusturarak
beraber yasarlar. Besini alglerden karsilarken, hifleri sayesinde topraktan aldigi su ve
mineralleri alglere verir. Lezzeti ve ekonomik degeriyle tanman triif mantarlari bu

grubta incelenmektedir (1, 3, 5).

Mantar hiicreleri bakteri hiicrelerinden biiyliktlir. Bakteri hiicresinde cekirdek
bulunmadigr halde, mantar hiicresinde bir veya daha fazla sayida c¢ekirdek
bulunmaktadir. Hiicre geperinde Kitin bulunur. Mantar hiicreleri iplik seklinde hifleri
olusturur, hifler ise bir araya gelerek ags1 bir yap1 olan miselyumu meydana getirir.
Miselyumlarindan seliilloz ve lignin pargalayict enzimler salgilayan mantarlar,

sindirilmis molekiilleri absorbe ederler (3, 4).

Mantarlar eseysiz veya eseyli iireyebilirler. Eseysiz iireme sporlar yardimiyla
olup, genelde mantarlar eseysiz ¢ogalmaktadir. Karada yasayan mantarlar endospor ve
ekzosporlarla, suda yasayanlar ise zoosporlar yardimiyla tiremektedir. Mantarlarin

eseyli tiremesi yakin gametlerin bir araya gelmesi seklindedir (1).

Mantarlar yap1 olarak baglica ii¢ sinifta incelenmektedir:



3.1.1. Myxomycetes (Civik Mantarlar):

Kamg¢i1 tagimayan ve amip gibi hareket eden bu grup, mantarlarin en basit ve

ilkel sinifidir. Sicak ve nemli topraklarda veya 6l bitkisel dokular tizerinde yasarlar.

Sporangiyumlar i¢inde iretilen sporlarlarla ¢ogalirlar. Cok c¢ekirdekli hiicre
¢eperi olmayan canlilardir. Bu sinifta 60 cins ve 500 kadar tiir bulundugu belirtilmistir.

Fuligo, Ceratomyxa, ve Didyirdum baslica bilinen civik mantar tiirleridir (1, 4).

Sekil 1.  Bir civik mantar tiirii olan ve "kopek kusmugu" olarak adlandirilan Fuligo

septica (8)
3.1.2. Phycomycetes (Algimsi Mantarlar):

Bu mantarlara alglere benzemesi nedeniyle algimsi mantarlar da denir. Hifleri
bdlmesiz olup, talluslart ise mikroskobik boyutlarda kiigiiktiir. Hiflerde meydana gelen
ekzosporlarla bitkilerde 6nemli hastaliklara neden olan mantar grubudur. Bitkilerde
patojen olan tiirlerin baslicalar1 Plasmopara viticola, Peronospora tabacina'dir. Asma
yapraklarinda goriilen mildiyd hastaliginin sebebi Plasmopara viticola tiiriirdiir.
Peronospora tabacina ise tiitiin bitkisinde goriiliip, tiitiin yapraklarin sarartir ve kKurutur.
Mucor mucedo ¢iiriik¢iil bir tiir olup, salga, ekmek gibi organik maddeler tizerinde
yasar(1, 4, 6). Karbohidrat igeren maddelerde esmer-gri renkli kiif meydana getiren
Rhizopus nigricans tiiriinden, kortizon ve bazi kortikosteroidlerin sentezinde
yararlanilmaktadir. Progesteronun 11. C atomuna bir hidroksit (-OH) baglayip buradan

kortizon sentezlenmektedir (1, 4).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fuligo_septica&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fuligo_septica&action=edit&redlink=1

Sekil 2. Mucor Mucedo (9)

3.1.3. Eumycetes (Gercek Mantarlar):

Genellikle toprakta yasayan, dallanmis hifleri olan bu mantarlar, diger mantar
cesitlerine gore gelismis ve biiyliktiir. Bu grupta sporlar, sporangiyum veya basidium
denen yapilarda olusur. Gergek mantarlar, sporlarimin olusum bigcimine gore
Ascomycetes (Askuslu mantarlar) ve Basidiomycetes (Bazidiyumlu mantarlar) olarak

ikiye ayrilir.

Askuslu mantarlar igerisinde tibbi olarak onemli olanlar1 Saccharomycetaceae

(Maya Mantarlar1), Aspergillaceae (Yesil Kiif Mantarlar1), Clavicipitaceae ailesidir.

Maya mantarlari, %46-50 kadar protein, %30-35 kadar glikojen, %2-3 yag
igerir. Ayrica enzim ve B grubu vitaminler (B1, B2, B6, nikotinik asit, riboflavin, folik
asit), A ve C vitamini igerir. Anemi, furunculus tedavisinde kullanilirlar. Gida ve
vitamin igerikleri nedeniyle, diyetlerde ve antibiyotiklerle tedavide kullanilmaktadir. B,
vitamini tretilmesinde yararlanilip, niikleik asit tiretimi ig¢in protein kaynagi olarak

kullanilir. Bazi tiirleri ise alkol ve kefir iiretiminde kullanilmaktadir (1, 10).



Sekil 3. Saccharomycetaceae (14)

Yesil kiif mantarlar1 ekmek ve peynir gibi zengin karbohidrat icerikli besinler
tizerinde ¢iiriik¢lil olarak yasar ve yesil renkli kiif meydana getirirler. Bu familya
icerisinde Penicillium ve Aspergillus cinsleri tibbi olarak ¢cok dnemli cinslerdir. Ingiliz
mikrobiolog, Alexander Fleming ilk kez Penicillium cinsinden elde edilen penisilinin
antibiyotik olarak kullanilabilecegini kesfetmistir. Bu antibiyotik, Gram (+) kokdis tipi
bakterilere (stafilokok, diplokok, streptokok) karsi etkili olup, Vibrio (kolera) ile
Salmonella (tifo) ve Mycobacterium (tiiberkiiloz) gibi ¢ubuk seklindeki direngli
bakterilere etkisi diisiiktiir (7, 11, 12).

Sekil 4. Penicillium chrysogenum (15)



Clavicipitaceae ailesi mantarlar1 parazit veya ¢iiriik¢iil olabilmektedir. Claviceps
purpurea, ¢avdar mahmuzu olarak da bilinip; bu familyanin en 6nemli tiiriidiir. Bu
mantar ¢avdar, bugday, yulaf gibi Gramineae (Bugdaygiller) bitkilerinin basaklarinda
hastalik olusturur (1, 3).

Bu mantar, icerisinde zehirli ergot alkaloitleri bulundurur ve 6giitiilen ¢avdar
tanelerine bulasir. Bu undan yapilan ekmek yenirse ates; buna bagli haliisiilasyonlar,
kaslarda kramp, siddetli yanmalarla belirgin zehirlenme goriiliir. Kaslardaki kramplar,

gangrenli ergotizm denen gangren cesidine doniisebilmekte ve organ kaybi hatta dliimle

sonuglanabilmektedir (1,3,4) .

Sekil 5. Claviceps purpurea (16)

Ergot alkaloitleri diiz kaslari, 6zellikle uterus kaslarini kasici etkisi oldugundan
tipta Ozellikle dogumlardan veya diisiiklerden sonra devam eden kanamalara karsi
kanama dindirici olarak ve prolaktin inhibitorii olarak kullanilmaktadir. Son yillarda ise

migren tedavisinde ve antiparkinson ilaglarinda kullanilmaktadir (1, 13).

Hiflerin belirginlesmesiyle olusan Bazidiyumlu mantarlarda, iireme hiicresi olan
sporlar bu bazidiyumlarda olusur. Bu mantarlar ormanlarda ve yesil alanlarda yasarlar
ve ¢ok sayida spor olusturup genis alanlarda goriiliirler. Halk arasinda mantar denince
bu tiir anlasilmaktadir. Besin igerikleri %88-90 oraninda su, %3,8 protein, %0,3 yag,
%4,9 karbonhidrat, %1,2 kiil, eser A, By, B, B3 Bs vitaminlerinden olusmaktadir. Bu
familyadaki mantarlar yenebilen ve zehirli olmak tizere 2 tiire ayrilabilir. 1 kilogram

yas mantar 100-200 kalori icermektedir. Tanimlanmis 1000 kadar mantar tiiriinden



yaklasik 50 kadarmin insan i¢in zehirli oldugu, 200 kadarinin ise yenebilen gruba dahil

oldugu belirtilmistir (2, 4, 32,76).
3.1.3.1. Yenen Mantarlar:

Yenen mantarlara Agaricus campestris (Sampiyon mantari), Cantharellus
cibarius (ciice kiz), Lactarius deliciosus (kanlica mantar1). Boletus edulis 6rnek

gosterilebilir. Bu mantarlar tilkemizde yetismektedir (6, 7).

Sekil 7. Cantharellus cibarius (18)



Sekil 9. Boletus edulis (20)

3.1.3.2. Zehirli Mantarlar:

Sapkali mantarlarin yapisinda bulunan bazi toksik bilesiklerle olusan patolojik
duruma, mantar zehirlenmesi veya misetusmus adi verilir. Ozellikle ilkbahar ve
sonbahar mevsimlerinde goriiliip, daha ¢ok sosyoekonomik durumu diisiik kesimlerde
besin maddesi olarak tiiketilmesi nedeniyle mantar zehirlenmesi daha ¢ok goriiliir (21).
Zehirli mantarlarin dikkat ¢ekici 6zellikte olduklari, hayvanlar tarafindan yenmemeleri,
pisirme esnasinda giimiis ¢atal batirildiginda kararmalar1 ve belli bolgelere ait
mantarlarin zehirli olmasi gibi halk arasinda yaygin goriislerin bilimsel olarak bir degeri

yoktur (22).



Zehirlenme olay1 i¢in lilkemizde saglik merkezlerine bagvurularin %1,5-3,4'lint

mantar kaynakli zehirlenmeler olusturmaktadir (23).

Zehirli mantarlar birden fazla toksik molekiil icermelerine ragmen, i¢erdigi ana

toksin maddesine gore siniflandirilmistir (24).

Tablo 1. Zehirli Mantarlarin Siiflandirilmasi (24)

Siklopeptidler A. phalloides, A. suballicia, A.verna, A.
virosa, Galerina venenata, G.autumnalis,

Conoybe Marginata...

Orellanin A.smithana, C.splendus...

Monmethilhidrazin Helvella lacunosa, Paxina  species,

Gyromitra caroliana...

Muskarin Boletus spp., Clitocybe rivulosa...

Haliisiilojenik Conocybe cyanopus, Gymnopilus
spectabilis

Izoksazol A.muscaria, Panaeolus campanulatus...

Gastrointestinal irritanlar Boletus satanas, Russula emetica...

Disiilfram etkisi yapanlar Clitocybe claviceps, Coprinus

atramentarius..

Tiim diinyada mantar zehirlenmesi sebebiyle yasanan can kayiplari, en ¢ok
toksik siklopeptid iceren mantarlar nedeniyle olmaktadir. Bu tarz zehirlenmelerin teshisi

oldukga zor olup, hasta dykiisiiniin bilinmesi hayat kurtaricidir (25).
Ulkemizde bulunan bazi zehirli mantarlar:
*Amanita Muscaria (Gelin Mantari):

Bu mantar tiirii ibotenik asid, muskimol ve diger isolakson tiirevlerini
icerirmektedir. A.muscaria en ¢ok SSS stimiilan1 olan ibotenik asid igerir. Ibotenik
asidin dekarboksilasyonu ile muskimol olusmaktadir. SSS bozucu etkiler mantar

tiketildikten 30-120 dakika sonra baslar. G6z bebeklerinin biiyiimesi, vertigo, terleme,
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hareketlerde uyum bozuklugu, kas spazmlari, delirium ve komay1 andiran derin uyku
baslica zehirlenme belirtileridir. Tedavi semptomatiktir. Belirtileri engellemek icin

fizostigmin kullanilabilir (26).

Sekil 10. Amanita Muscaria (27)

O
OH

N\ / NH,

HO
Sekil 11. botenik Asit (27)
* Lepiota Brunneincarnata (Yalanci Dede):

Genellikle bol yagisli mevsimlerde orman ve cayirlarda goriiliir. Igerigindeki
siklopeptid amatoksinler sebebiyle olusan zehirlenme olaylarinda belirtiler 6-24 saat
sonra ortaya cikar. ilk goriilen belirtiler karm agrisi, bulanti ve diyare seklindedir.
Zehirlenmede once kisa bir hafifleme goriilir ki bu aldaticidir, daha sonra agrilar
yeniden baslayip, karaciger yetmezligi meydana gelir. Ayrica bobrekler gorev kaybina
ugraylp, koma ve siireci takriben oliim gerceklesebilmektedir. Ulkemizde Bursa

yoresinde bulunmaktadir (28).
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Sekil 12. Lepiota Brunneincarnata (29)
* Amanita Virosa (Oliim Melegi):

Yagislarin artti§i bahar mevsiminde, orman bdlgelerinde goriilen bu mantar
tilkemizde de bulunmaktadir. Yap1 ve igerik olarak A. phalloides mantarina benzeyip,
esas toksisiteden sorumlu yapilar amatoksin ve fallotoksinlerdir. Karaciger
toksikasyonun yaninda son donemde igerigindeki lektinlerin eritrositlerin hemolitik
aktivitelerini  diislirdiigi ve  yok ettigi  gOriilmiistiir.  Zehirin  etkinligi

tavsan > rat > insan > kopek olacak sekilde azalan sirada gergeklesmistir (31).

Sekil 13. Amanita Virosa (30)
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3.1.3.3. Amanita Phalloides (Evcik Kiran, Koy Gociiren):

Yaz veya sonbahar mevsimlerinde, ozellikle mese ve yaprak  doken
ormanlarinda ¢iirtik¢iil olarak yasayan bu tiir, en zehirli mantar olarak goriiliir. Bazen
yerlesim bulunan parklarda da bulunabilirler. Istanbul Belgrad Ormanlari’nda da
yasamaktadirlar. Tirkiye'de meydana gelen mantar zehirlenmeleri oliimlerinin
%95'inden bu tiir sorumludur (32, 33, 34). Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Ilag
ve Zehir Danisma Merkezi'ne basvuran zehirlenmelerde bu mantar tiiri ile olusan

zehirlenmelerin oran1 %2,5 olmustur (35).

Roma imparatoru Cladius', Rus Car1 Alexis, Alman imparatoru Charles (17. yy)
gibi tarihte {nlii yoneticilerin A. phalloides mantar1 zehirlenmesiyle o&ldiikleri

bildirilmistir (22, 36).

3 temel yapidan olusan bir mantardir. Usteki semsiye bicimindeki sapkasi 4-12
cm ¢apinda agik yesil renkte olup, sapka altinda iireme hiicresi sporlari {ireten lamelleri
vardir. Ayrica 8-15 cm’lik beyaz renkli sap1 ve sapin ortasinda sapkaya yakin beyaz bir

halka bulunmaktadir. Sapin en altinda ise yine beyaz bir ¢anak¢ik vardir (36, 37).

Sekil 14. Amanita Phalloides (38)

A. phalloides tiirii mantarlarin; amanitidin, falloidin, virosin ve viroidin olmak
tizere dort tiir ana toksini vardir. Ancak falloidin, viroidin ve viroisinin oral emilimi az
toksinler olup toksikolojik etkileri distiiktiir (22, 34). Fallotoksinler, 2. pozisyonunda
stilfir atomu bulunan siklopeptid yapida bir indol halkasidir (39, 40).
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Tablo 2. Fallotoksinler (39)

lfH,R'
H3C=CH—CO—NH —H— CO—NH— EIIH- CHy— [lt—CHsz
I;IH Hzcr/@ (’:0 OH
co .S NH
e N .
N — C0.—CH T”"R
H- NH=CO=CH—NH=CO
RS |
CH— OH
ne
Organik Bilesikler
Bilesikler . ) ; . ] LDso (Mg/kQ)
R R R R R
Falloidin OH H CHj3 CHj3 OH 2,00
Falloin H H CHs CHs OH 1,5
Profalin H H CHj3 CHj3 H 100
Falisin OH OH CHj3 CHj3 OH 2,5
Fallasin H H CH(CHj3); COOH OH 1,5
Fallasidin OH H CH(CHj3); COOH OH 1,5
Fallisasin OH OH CH(CHz3), COOH OH 45

3.2. Amatoksinler:

Amanitinler, bisiklik oktapeptid yapida olup, esas toksisitesinden sorumlu

yapidir. Fallotoksinler gibi indol halkasi igerirler. Amanitinler renksiz maddeler olup su

ve metanolde ¢oziiniir, ayrica enzimlere karsi dayaniklhidirlar. Oral yoldan emilimleri

yiiksektir. 250 C%ye ve -25 C%ye kadar dayaniklidir. Plesentadan gecemez, fakat

sitolitiktirler. Yas mantarin 1 graminda 0,2-0,3 mg amatoksin bulunup, 50 g mantar

insan i¢in lethal oldugu belirtilmistir (34, 37, 41).
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Tablo 3. Amatoksinler (39)

R!
|
2
Hac\ fCHR
CH
|
HT—CH-CU— NH—{‘:H—CO"NH" CH;—CO
|

O? Hzcr:@ L
I CH3
CH 4
RS. CH-CH
-<:I %N W (':0 “CHy=CHy

| tHy
oc—cI:H-NH-co— CH—NH—CO~ CH,— h'm
H,C—COR?3
Organik Bilesikler
Bilesikler LDso (mg/kg)
R! R? R® R* R®

o-Amanitin CH,OH OH NH, OH OH 0,3
B-Amanitin CH,OH OH OH OH OH 0,5
y-Amanitin CHs OH NH, OH OH 0,2
e-Amanitin CHs; OH OH OH OH 0,3
Amanin CH,OH OH OH H OH 0,5
Amanin amid CH,OH OH NH, H OH 0,3
Amanulin CHs H NH, OH OH 20
Amanulinik Asit CHs; H OH OH OH 20
Proamanulin CH3; H NH> OH H 20

Amanitin zehir grubu icerisinde en tehlikeli ve mantarlarda en ¢ok bulunan
tiirevi alfa-amanitindir. Istanbul ve cevresinde yetisen A. phalloides tiirlerinin 100

graminda 4,4-13.3 mg alfa amanitin bulundugu bildirilmistir (42).

Alfa amanitin, gastrointestinal sistemden 90-120 dakikada emilir. Proteinlere
baglanabilen o&zellikte olan toksin bu yolla viicut kompartmanlarma dagilir.
Enterohepatik dolasima girmesi patolojiyi daha da agirlastirir. Organik anyon
transporter polipeptid 1B3 (OATP1B3) ile hepatositlere tasinir. Toksin, serum
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icerisinde 36-48 saat icerisinde HPLC yontemi ile miktari tesipit edilebilmektedir (39,
43).

Alfa amanitin, toksisitesini RNA polimeraz Il enzimini inhibe edip, protein
sentezini bozarak gosterir. Sonugta hiicre nekrozu gelisip, bunu takriben karacigerde
dejenerasyon ve kanama olusabilmektedir (42). Zehirlenme derecesi, amanitin miktari
ve hepatositlerin maruz kaldig: siire artikca artmaktadir. Karaciger hiicreleri disinda
intestinal dokular ve bobreklerin  proksimal ve distal tibiilli de toksinden
etkilenmektedir. Alfa amanitin idrar yolu ile atilip, bobrek proksimal tiibiillerinde
reabsorbsiyon goriilebilir. Bu esnada renal tiibiiler hiicre oliimleri goriilmektedir.
Oliimler daha ¢ok karaciger ve bobrek gibi organ yetmezliklerinden ileri gelmektedir.
Toksikasyonla olusan serbest oksijen radikalleri, karaciger ve bobrek yetersizliginin

fizyopatolojisine neden olabilecegi belirtilmistir (42, 44, 45).
3.2.1. Alfa amanitin zehirlenmesinde klinik bulgular:
A. phalloides zehirlenmesi 4 klinik donemde incelenmektedir.

Latent asemptomatik donem: Genellikle 6-12 saat bazen 48 saate kadar
stirebilir. Hastada herhangi bir belirti goriillmemekle beraber karmn agrisi goriilebilir (22,
46).

Gastrointestinal donem: Genellikle 12-24 saat bazen 2-4 giin belirtiler
goriilebilir. Karin agrisi, bulanti, kanli veya kansiz diyare ve kusma, hipovolemi ve
buna bagli elektrolit bozukluklar goriiliir. Uzuvlarda kramplar ve hipotansiyon ortaya
cikar. Bu donemde ates goriilmemektedir. Hematoksit seviyesinde diisiis, metabolik

asidoz, hiponatremi, hipoglisemi, hipokalemi biyokimyasal belirtilerdir (39, 46, 47, 48).

Latent donem: Gastrointestinal donemi takriben 12-24 saat arasi siirebilir.
Karaciger tahribatinin ve viicudun biyokimyasal dengesinin bozuldugunun belirgin
oldugu donemdir. Laboratuvar bulgulari bozulup, Kkaraciger enzimleri bu siiregte
yiikselmektedir. Kan pH, Na, K degerleri normal seviyelere donerken, ALT, AST,
LDH, BUN, kreatinin, bilirubin degerleri yiikselmektedir (46, 47, 48).

Hepatik donem: 2 giinden uzun siirmekte, ates yiikselip, hepatit ve i¢ kanamalar
meydana gelebilir. Ensefalopati, bobrek tiibiillerinde nekroz, karaciger ve bobrek

yetmezligi olusabilir. 4-7 giin igerisinde yasam kaybi olabilmektedir (47, 48).
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3.2.2. A. phalloides zehirlenmelerinde tedavi:

A.phalloides zehirlenmelerinin spesifik antidotu bulunmaktadir. Tedavide ilk
olarak yapilmasi gereken zehirin gastrointestinal sistemden ve kandan uzaklastirilmak
oldugu belirtilmistir. Bunun icinse ilk 36 saat icerisinde mide yikama onerilip, lavman
ve aktif komiir uygulamasi yapilir. Bobreklerden atimi hizlandirmak iginse ditiretikler

uygulanip, hasta hemodiyaliz ve hemoperfiizyona sokulur (48, 49, 50).

Daha sonra toksinin karaciger hiicreleri tarafindan absorbsiyonunun 6nlenmesi
ve tahribatinin azalmasi icinse 3 giin boyunca 1ml/kg/giin kristalize penisilin, 7-10 giin
boyunca 4 dozda C vitamini ve tioktikasit 300mg/giin ve 20-40 mg/giin dozda
intravenoz (i.v.) kortikosteroidler (Deksametazon) kullanilmaktadir (48, 49, 51)

Daha sonra tedaviye destekleyici uygulamalar ile devam edilir. Bunun igin
elektrolit ve sivi takviyesi yapilir. Bagirsak florasi i¢in neomisin, streptomisin gibi
antibiotikler kullanilir. Karaciger yetmezligi gelisir ise karaciger transplantasyonu hayat

kurtarici olabilmektedir (49,50).

Son yillarda tedavide Silybum marianum (Meryem ana, deve dikeni) bitkisinin
aktif komponenti olan Silibin 20mg/kg/giin her biri 2 saat siirecek sekilde giinde 4
inflizyon (3-4 giin) olarak kullanilmaktadir. Degisen dozlarda karaciger harabiyetini
onlendigi ve hayat kurtardigt gosterilmesine ragmen halen birgok iilkede

bulunamamaktadir. Ulkemizde zehir merkezlerinde kitleri mevcuttur (22, 39).

Sekil 15. Sylybum marianum (53)
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3.3. Enginar (Cynara scolymus):

Cynara scolymus (Compositae), 1-1,5 m ye kadar yiikselebilen, ¢ok yillik bir
bitkidir. Enginar (C. scolymus), yabani enginarin (C. cardunculus) kiiltiirlenmis ve 1slah
edilmis bir ¢esididir (54). Enginar bir Akdeniz bitkisi olup, Birlesmis Milletler Yiyecek
ve Tarim Organizasyonu (Faostat) verilerine gére en cok Italya, Misir, Ispanya'da
yetismektedir (59). Ulkemizde ise en ¢ok Ege Bolgesi'nde yetistirilmektedir. Yabani
enginarda yaprak uglarinda uzun ve sivri diken bulunmaktadir. Tibbi olarak kullanilan
bitkinin yapraklari1 olup, su miktar1 az oldugundan yapraklar ilk yil toplanir. Toplamanin

yaz aylarinda yapilmasi 6nerilmektedir (54, 55).

Sekil 16. Cynara scolymus (56)

Enginar giiglii bir antioksidan olup, igerigindeki kafeol Kinik asit deriveleri
(sinarin ve klorogenik asit) ve flavonoitler (luteolin, apigenin) sayesinde karaciger
koruyucu, kolesterol diistiriicti, antimikrobiyal 6zellikleri bildirilmistir (6, 57). Bunun
yan1 sira irritabl bagirsak sendromu ve dispepsi gibi sikayetler i¢in de halk tibbinda
kullanilmaktadir (58). Aci1 lezzetinden ve etken maddelerin suda c¢oziintirliiglinden
dolay1 tibbi olarak, kurutulmus yapraklarin sulu ekstreleri ve g¢aylar1 kullanilmaktadir
(54).
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Sekil 17. Sinarin(1-3, dikafeol kinik asit) (60)
3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri:

Bir veya daha fazla ¢iftlenmemis elektron igeren bu yilizden kimyasal olarak
aktif olup daha stabil bir forma doniisme egilimi gosteren maddelere serbest radikaller
denir (61). Reaktif olduklarindan hiicre organellerine zarar verici 6zellik gosterebilir ve
hastalik olusturabilirler (62). Serbest radikaller lipitler, proteinler, niikleik asit gibi
hiicre yapilariyla etkilesip onlarin yapilarini bozabilirler (63).

Biyomolekiiller iginde en ¢ok serbest radikallerle reaksiyona giren yapilar
lipitlerdir. Serbest radikaller, hiicre membranlarindaki doymamis yag asitlerini kolayca
okside ederek hiicreye zarar vermektedir (64). Lipitlerin peroksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA), hiicrenin diger yapilartyla etkilesip kanserojen ozellik
gosterebilmektedir (65).

Calismamizda enzimatik savunma sistemleri siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz aktiviteleri ile nonenzimatik antioksidan olan
glutatyon (GSH) ve lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeylerine bakilarak
enginarin karaciger hiicrelerini korumaya yardimci olup olmayacag arastirilmasi

amaglanmistir.
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3.4.1.SOD

Iki siiperoksit molekiiliinii hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine gevirir (66).
Hizli etki gosterir ve serbest oksijen radikallerine karsi ilk savunma basamagi
olabilecegi belirtilmistir (67).
Tablo4. SOD

0; +0; —%->H,0, +0,

3.4.2. Katalaz

Katalaz memeli hiicrelerinde farkli konsantrasyonda bulunur. Karaciger ve
bobrek dokularinda katalaz miktart kalp ve beyin dokularma gore daha fazla
bulunmustur. Molekiil merkezinde Fe atomu bulundurur ve SOD gibi hiicre oksidatif
strese maruz kaldiginda indiiklenerek 2 adet H,0,-yi H,0 ve O;’ e gevirmektedir (67).

3.4.3. GSH-Px

Peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu selenyum igeren sitozolik bir enzimdir.
Karacigerde yiiksek, beyin, bobrek ve kalpte orta derecede aktivitede bulunan enzim

asagidaki reaksiyonlar katalizelemektedir (68).
Tablo5. GSH-Px

Glutasyon Peroksidaz

2GSH +H,0, — &™) ,GSSG +2H,0

Glutasyon Peroksidaz

2GSH +R-0-0—-H (CHP) __ 5GSSG+H,0+R-0OH
3.4.4. GSH

Non-enzimatik bir antioksidan olan yapi, hiicrelerin oksidatif strese ve

radyasyona kars1 korunmasinda, ilaclarin toksik artiklarinin arindirilmasinda, lokotrien
ve prostglandin gibi endojenik molekiillerin metabolizasyonunda gorev alir. Serbest
radikallerle etkilesip GSH-Px’a substrat olarak antioksidan gorev yapmaktadir (69).
Literatiirlerden elde edilen bilgilere gore enginar antioksidan ve hiicre koruyucu
ozellikleri olan bir bitkidir (86, 88, 90). Amanita phalloides zehirlenmelerine bagh
olarak meydana gelen hiicre harabiyeti ve oksidatif stres yine literatiirlerce
gosterilmistir (42, 44, 45). Calismamizda enginar yaprak ekstresinin bu zehirlenmede

faydal1 olup olmayacaginin arastirilmasi amaglanmaistir.
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4. GEREC VE YONTEM

Calisma, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)'nde, gerekli
etik kurulu izini alinarak gerceklestirilmistir. Calismada, 8 haftalik, 200 +20 gram
agirh@inda Sprague-Dawley cinsi 28 erkek rat kullanildi. Deney oncesi ve deney
sirasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k 12 saat karanlik foto periyodunda ve 22-24 C° sabit
1s1daki odalarda barindirildi. Sprague-Dawley cinsi 28 rat rastgele alinarak, her grupta 7
rat olacak sekilde, 4 gruba ayrildi.

4.1. Deney Protokolii

Grup 1: Kontrol (n=7) grubu olan ratlara serum fizyolojik (0.1 mL) periton i¢i
(i.p.) yolla uygulandi. 10 giin dekapitasyonu takiben alinan 6rnekler, biyokimyasal

olarak incelendi.

Grup 2: 2. Gruba (n=7) alfa-amanitin 3 mg/kg olacak sekilde tek doz uygulandi.
10 giiniin sonunda dekapitasyonu takiben alinan oOrnekler, biyokimyasal olarak

incelendi.

Grup 3: 3. Gruba (n=7) sadece 10 giin boyunca 1 g/kg olacak sekilde enginar
ekstresi gavajla (p.0.) giinde 1 kere uygulandi. 10. giiniin sonunda dekapitasyonu

takiben alinan 6rnekler, biyokimyasal olarak incelendi.

Grup 4: 4.grup ise yine 1 kere i.p. alfa amanitin 3 mg\kg uygulandiktan sonra
10 giin giinde 1 kere olmak {izere enginar ekstresi 1 g/kg uygulandi. 10 giiniin sonunda

dekapitasyonu takiben alinan kan ve doku 6rnekleri biyokimyasal olarak incelendi.

Calismada kullanilan Alfa amanitin AppliChem (ABD) firmasindan en az yuzde
95 saflikta temin edilmistir. Enginar yaprak ekstresi ise Ar1 Miihendislik (Ankara)
firmasindan alimmustir. Ekstrakt %6.5 caffeoylquinic asit (%3,7 monokefeol kinik asit
ve % 2,6 dikafeol kinik asit) igerdigi firma tarafindan belirtilmistir. Her iki materyal de

suda ¢ozilinebilmektedir.

Deney sonunda tiim gruplardaki ratlara ketamin 75 mg/kg+xylazine 10 mg/kg
intraperitonel (i.p.) uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan ratlarin kan ve karaciger dokusu alindi. Dokular1 hizla ¢ikarilarak 0,9 luk NaClI

ile yikanip, daha sonra paketlenerek soguk zincirde laboratuara ulastirarak -80 °C de
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derin dondurucuda calisma giiniine kadar saklandi. Karaciger dokusunda MDA, SOD,
katalaz, GSH, GSH-Px diizeyleri manuel olarak Erzurum Atatiirk Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari'nda bakildi.
4.2 Karaciger Orneklerinin Hazirlanmasi

Karaciger dokusu porselen havanda sivi azot ile toz haline getirildi.

Sekil 18. S1v1 azotta toz haline getirilmis karaciger dokusu

4.3. MDA, Katalaz, SOD, GSH ve Protein Tayini i¢in Doku Orneklerinin

Hazirlanmasi

Sivi azotta toz haline getirilmis karaciger dokusu tartilarak % 1.15 KCI
icerisinde buz icerisinde ika-T-18 ultraturrax homojenizatérle homojenize edilip 3500
rpm'de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen stipernatantlarda MDA, katalaz,

SOD, GSH ve protein tayini yapildi.
4.4, GSH-Px Tayini I¢in Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sivi azotta toz haline getirilmis karaciger dokusu tartilarak % 1.15 KCI
icerisinde buz igerisinde ika-T-18 ultraturrax homojenizatorle homojenize edilip 11.000
rpm'de 20 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlarda GSH-PXx tayini
yapild.
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4.5. MDA Tayini

Prensip: Karaciger dokusu MDA tayin metodu Placer ve ark. (70) tarafindan
modifiye edilen yonteme goére yapildi. Bu yontem lipid peroksidasyonunun aldehit
tirtinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonu temeline
dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu
coOzeltinin absorbanst 532 nm’de spektrofotometrik olarak Olciilerek lipid

peroksidasyonun derecesi saptanmustir.
Materyal:

1. TBA Soliisyonu: 0.67 g Tiyobarbitiirik Asit 80 ml %10'luk perklorik asit
icinde ¢oziiliip 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.

2. Trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu: % 10'luk ¢ozeltisi hazirlanip oda
1s1sinda karanlikta muhafaza edildi.

3. Renk aymract: 3 birim TCA ve 1 birim TBA kullanimdan hemen 6nce

hazirlandi.
Metod:

Tablo 6. Doku lipid peroksidaz dl¢iimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0.25
Standart - 0.25 0.25
Serum fizyolojik 0.25 - -
Renk ayiraci 2.25 2.25 2.25

1. Vortekste 5 dakika karigtirildi.
2. Tipler 100 oC su banyosunda 20 dakika kaynatilip, sogutuldu.
3. Tiipler 5 dakika 2500 rpmde santrifiij edildi.

4. 532 nm 'de kore kars1 okundu.
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Dokuda lipid peroksidasyon diizeyinin hesaplanmasa:

MDA = Ornegin Absorbansi x Standartin Konsantrasyonu

Standartin Absorbans1
Dokudaki MDA diizeyi nmol/g doku olarak hesaplanir.
4.6. SOD Aktivitesinin Tayini
1. SOD o6l¢iim karigimu,
a) 0.3 mmol/L ksantin 9.13 mg alinip 200 ml distile suda ¢ézdiiriildii.
b) 0.6 mmol/L Na;EDTA 23 mg alinip 100 ml distile suda ¢6zdiiriildii.

c) 150 pumol/L nitroblue tetrazolyum (NBT) 12.3 mg almnip distile suda

cozdiiriildii.
d) 400 mmol/L Na,C0O32.54 g alinip 60 ml distile suda ¢6zdiirildi.

e) 1g/L bovine serum albumine (BSA) 30 mg alimip 30 ml distile suda

cozdiirtldii.
Hepsi karistirilip koyu renkli sisede +4 °C'de saklandi.

2. Ksantin oksidaz (167 U/L) mililitresinde 0.167 U olacak sekilde 2M
(NH4SO4 iginde ¢ozdiiriildii.

3.2 M (NH4SO4 2.64 g olacak sekilde tartilip distile suyla 10 ml'ye tamamlandi.

4. 0.8mmol/L CuCl; 13.6 mg olacak sekilde tartilip distile suyla 100 ml'ye

tamamlandi.
Metod:

Prensip: Karaciger SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi
(71). Bu yontem ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile iretilen siiperoksit radikalinin
NBT'u indirgeyerek renk olusmasi esasina dayanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikalinin NBT’u indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli
formazon olusumu ile sonlanir. Ortamda enzim olmadigi durumda bu indirgenme
maksimal olup, koyu mavi bir renk olusmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim
siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite ¢evirmekte bdylece NBT indirgenmesi

azalmakta ve renk degisikligi meydana gelmemektedir. Renkli formazon olusumu
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ortamin enzim konsantrasyonu ile ters orantili olarak gergeklesmektedir. Boylece olusan

formazonun 560 nm’de verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir.

Tablo 7. SOD aktive dl¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Reaksiyon ¢ozeltisi 2.85 2.85
Siipernatant - 0.10
Distile su 0.10 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

20 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda tiim tiiplere 1 ml

CuCl, ilave edilerek reaksiyon durduruldu. 560 nm'de okundu.
Dokuda SOD aktivitesinin hesabu:

% inhibisyon = Absorbans (K6r) — Absorbans (Ornek) x100

Absorbans (Kor)
1 Unite SOD: %50’lik NBT inhibisyonu meydana getiren enzim miktaridir.
U/ml SOD = % inhibisyon
%50 inhibisyon
Dokuda U/mg protein olarak hesaplanir.
4.7. Katalaz Aktivite Tayini
Metod:

Prensip: Doku katalaz aktivitesini 6lgmek i¢in Aebi metodu kullanilmistir (72).
Katalaz asagidaki tepkimeye gore hidrojen peroksit (H2O,) yikimini katalize eder.
H20,’in katalaz tarafindan yikim hizi, HyO2’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe

etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢tiliir.

Tablo 8. Katalaz

2H,0, 2 o1 0+0,
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Metodun ayiraglari
1- 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0)

2- 30 mM Hy0,: 0.34 ml %30’luk H,O, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanir.

Tablo 9. Katalaz aktivitesinin 6l¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Homojenat 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 6rnegin 0. (Al) ve 30. (A2)

saniye i¢indeki absorbans farki 6l¢lilmek suretiyle katalaz aktivitesi hesaplanir.
Doku CAT aktivitesinin hesaplanmasi:
k=(2.3/30)x (log Al / A2) x diliisyon
Doku i¢in spesifik aktivite: k / mg protein
4.8. GSH-Px Tayini

Prensip: GSH-Px tayini aktivitesini 6lgmek i¢in Matkovics ve ark.yontemine
gore yapildi (73).

Materyal:

1. Tampon 1: Tris HCI tamponu (50 mM, pH 7.6): 6.057 g Tris hidroksimetil
aminometan, 0.372 g Na,EDTA ve yaklasik olarak 3.90 ml HCI balon jojeye konup

hacim redistile su ile 1000 ml'e tamamlanir.

2. Tampon 2: Tris Tamponu (0.4 M pH 8.9): 48,46 g Tris hidroksimetil
aminometan alinarak hacim redistile su ile 1000 ml'ye tamamlanir. pH ise HClI ile 8.9'a

ayarlanmistir.

3. Red GSH soliisyonu: 6 mg Red GSH alinarak Tampon 1 ile hacim 10 ml'ye

tamamlanir.
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4. Cumen hidroperoksit (CHPO) soliisyonu: 5ul CHPO alinarak Tampon 1 ile

hacim 10 ml'ye tamamlanir. Kahverengi sisede +4 OC'de saklanmustur.

5. 5-5-Dithio-bis, 2-nitrobenzoik asid (DTNB) soliisyonu: 0.099 ¢ 5 DTNB
alinarak hacim Absolut metanol ile 25 ml 'ye tamamlanir. Kahverengi sisede +4 °C'de

saklanmistir.

6.Trikloroasetik asit soliisyonu (TCA): %10' luk hazirlanir ve kahverengi sisede
bekletilmistir.

Tablo 10. GSH-Px aktivite ol¢iimii

Kontrol Ornek
Siipernatant 0.5ml 0.5ml
Tampon 1 0.3 ml 0,3ml
CHPO - 0,1 ml
Red GSH 0.1 mil 0,1 ml (5'er sn araliklarla)
37 °C 10 dk bekleme 37 °C 10 dk bekleme 37 °C 10 dk bekleme
TCA 1ml 1ml

Metod:

1. % 1.15'lik KCl ile dilue edilerek homojene edildi.

2. 1100 rpm'de santrifiij edildi.

3. 5 dk beklendikten sonra 2500 rpm'de santrifiij edildi.

4. Siipernatant 1 ml alinarak hazirlanan yeni tiiplere konuldu.

5. Oda sicakliginda 5 dk bekletilerek 412 nm'de dH,O'ya kars1 okundu.
Hesaplama: [E (kontrol)- E (6rnek)] x 0.76989 / mg protein

4.9. GSH Tayini

Prensip:

GSH tayini aktivitesini 6l¢mek i¢in Sedlak. ve ark. yontemine gore yapildi (74).
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Materyal:

1. % 10'luk TCA hazirlandi.

2. 48,46 gr Tris hidroksimetil aminometan 1000 ml redistile suda ¢oziindiiriiliip,

HCl ile pH 8,9'a ayarlandi.
3.0.099 g DTNB 25 Absolut metanolde ¢oziildii.
Metod:

1. Deney tiipiine 10 ml doku homojenati alinip 0.8 ml TCA soliisyonu eklenerek

20 dakika vortekste karistirildi.
2. 2500 rpm'de 5 sn santrifiij edilip 0.5 ml slipernatant alindi.
3. Uzerine 2 ml Tris Tamponu daha sonra da 0.1 ml DTNB soliisyonu eklendi.
4. Kanistirilip 5 dk beklendikten sonra 412 nm'de distile suya kars1 okundu.
Karaciger doku protein tayini :

Prensip: Alkali bakir tartarat ayiract peptid baglar1 ile kompleks yaparak her 7
veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Bakir dahil edilmis karisima fenol
ayiract eklendiginde mor-mavi renk olusur. Olusan renk 650 nm'de okunur. Protein
konsantrasyonu ile olusan renk ile derisim arasinda dogrusal bir iliski olmadigindan

ornekler sulandirilip 6l¢timler yapilir.

Doku homojenatindaki protein miktar1 Lowry (75) yontemine gore 6l¢iildii.

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)

Alkali bakir ayiraci 1.0 1.0 1.0
Ornek - 1.0 -
Distile su 1.0 - -
Standart - - 1.0
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Tiipler iyice karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilir.

Tablo 11. Karaciger doku protein tayini

Fenol Ayiraci 4.0 4.0 4.0

Tiipler vorteksde karstirilir ve 5 dakika 55 °C’de bekletilir. Inkubasyondan
sonra musluk suyu altinda hemen sogutulur. Daha sonra 650 nm’de standart ve 6rnek

tiiplerinin absorbansi kor tiipiine karsi okunur.
Hesaplama:

pg protein / ml = (Ornek Absorbans / Standart Absorbans) x Standart
Konsantrasyon x Sulandirma

pg protein degerleri hesaplamalar sirasinda g protein’e ¢evrildi.
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5. BULGULAR

MDA ve GSH deney sonuglari nmol/g doku cinsinden tablo 12 da gosterilmistir.

Tablo 12. MDA VE GSH 6l¢iim sonuglari

Kontrol MDA Kontrol GSH
1 125.43 1 6.68
2 115.14 2 6.74
3 118.93 3 6.33
4 142.35 4 7.5
5 110.24 5 6.9
6 133.33 6 6.72
7 107.33 7 7.12

Enginar Enginar
1 63.45 1 7.81
2 68.37 2 7.60
3 70.50 3 8.04
4 78.34 4 8.28
5 65.52 5 7.27
6 59.11 6 7.34
7 72.35 7 6.98

Alfa amanitin Alfa amanitin

1 431.16 1 5.81
2 425.18 2 4.96
3 427.32 3 5.46
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4 438.65 4 3.57
5 445.80 5 5.79
6 409.25 6 5.97
7 412.13 7 5.35
Alfa amanitin +enginar Alfa amanitin +enginar
1 111.64 1 6.92
2 116.08 2 6.03
3 105.40 3 7.21
4 123.21 4 6.74
5 133.89 ) 7.92
6 129.73 6 6.44
7 135.14 7 6.82

GSH-Px ve SOD aktivite olgiimleri tablo 13’de {inite/mg protein cinsinden

gosterilmistir.

Tablo 13. GSH-Px ve SOD 6l¢lim sonuglari

Kontrol GSH-Px Kontrol SOD
1 3.01 1 23.64
2 3.96 2 20.19
3 2.89 3 18.22
4 3.57 4 22.43
5 3.61 5 17.24
6 3.21 6 21.75
7 3.52 7 23.46

Enginar Enginar
1 3.14 1 19.31
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2 3.98 2 18.75
3 4.42 3 5341
4 3.77 7] 5163
> 3.42 5 2245
6 3.05 5 50,09
7 3.64 5 9.9
Alfa amanitin Alfa amanitin
: 1.23 1 10.83
2 0.96 > 473
3 0.76 3 13,57
4 1.07 4 586
5 0.89 5 573
° 0.91 6 13.14
7 131 7 11.57
Alfa amanitin + enginar Alfa am-anitin+
enginar
1 1.97 1 18.83
2 2.31 > 1645
3 1.76 3 VAT
) 2.45 4 15.67
5 2.15 5 1631
6 1.89 6 15.86
7 2.04 7 14.36

Katalaz deney sonuglar1 k/mg protein cinsinden tablo 14’de gosterilmistir.
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Tablo 14. Katalaz 6l¢iim sonuglari

KONTROL KATALAZ
1 2.53
2 2.06
3 2.50
4 2.25
5 2.78
6 2.92
7 2.29
Enginar
1 2.23
2 2.02
3 2.97
4 2.39
5 2.47
6 2.66
7 2.22
Alfa amanitin
1 1.25
2 1.22
3 2.26
4 1.26
5 1.14
6 1.33
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7 131
Alfa amanitin+enginar
1 191
2 2.25
3 212
4 1.74
5 1.53
6 1.99
7 1.88

5.1 istatistiksel Analiz

Bu kisimda ilk agama olarak kontrol grubu ile Enginar, Alfa amanitin ve Alfa
amanitin + enginar gruplari igin yapilan sayisal olgimlerin gruplar arasi farklilig

incelenmistir. Bu amacla tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Analize dahil edilen degiskenler i¢in her bir gruba gdre ayr1 ayri tanimlayici

istatistikleri Tablo 15’de verilmistir.
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Tablo 15. Degiskenlere ait tanimlayici istatistikler

Ortalama igin %95
Degisken N Prtalama Sjgjﬁa Std. Hata giiven aralig1 Minimum Maksimum

Alt sinir | Ust sinir
Kontrol 7 [121.8214112.67559 [4.79092 | 110.0985 | 133.5444 | 107.33 142.35
Enginar |7 (68.2343 | 6.29452 |2.37910 | 62.4128 74.0557 59.11 78.34
MDA Alfaamanitin |7 $#27.0700 |13.20371 |4.99053 | 414.8586 | 439.2814 | 409.25 445.80
Aatenginar |7 [122.1557 |111.49648 (4.34526 | 111.5232 | 132.7882 | 105.40 135.14
Toplam  p8[184.8204 [144.56208 P7.31967 | 128.7650 | 240.8757 | 59.11 445.80
Kontrol 7 (20.9900 | 2.52157 |.95307 | 18.6579 23.3221 17.24 23.64
Enginar |7 |21.2229 | 2.26027 | .85430 | 19.1325 23.3133 18.75 24.63
SOD Alfaamanitin |7 [12.3471 | 1.68524 | .63696 | 10.7886 13.9057 9.86 14.73
Aatenginar |7 |16.3757 | 1.38203 | .52236 | 15.0976 17.6539 14.36 18.83
Toplam  p8(17.7339 | 4.18445 |.79079 | 16.1114 19.3565 9.86 24.63
Kontrol |7 | 6.8557 | .37103 |.14024 | 6.5126 7.1989 6.33 7.50
Enginar |7 | 7.6171 | .45807 |.17313 7.1935 8.0408 6.98 8.28
GSH  Alfamanitin |7 | 5.5586 | .34100 |.12889 [ 5.2432 5.8739 4.96 5.97
Aa+enginar |7 | 6.8686 | .59589 | .22522 6.3175 7.4197 6.03 7.92
Toplam p8]6.7250 | .86650 |.16375 6.3890 7.0610 4.96 8.28
Kontrol 7 13.3957 | .37620 |.14219 3.0478 3.7436 2.89 3.96
Enginar |7 | 3.6314 | .48078 |.18172 3.1868 4.0761 3.05 4.42
GSH-Px Alfamanitin |7 [ 1.0186 | .19617 |.07414 .8371 1.2000 .76 131
Aatenginar |7 | 2.0814 | .24045 |.09088 1.8591 2.3038 1.76 2.45
Toplam p8|2.5318 |[1.12137 |.21192 2.0970 2.9666 .76 4.42
Kontrol 7 |2.4757 | .30325 |.11462 2.1953 2.7562 2.06 2.92
Enginar |7 | 2.4229 | .31611 |.11948 2.1305 2.7152 2.02 2.97
Katalaz Alfaamanitin |7 | 1.3957 | .38613 |.14594 1.0386 1.7528 1.14 2.26
Aa+enginar |7 | 1.9171 [ .23803 |.08997 1.6970 2.1373 1.53 2.25
Toplam P8 2.0529 | .53567 |.10123 1.8451 2.2606 1.14 2.97
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ANOVA testi ile elde edilen sonuglar Tablo 16°de verildigi gibidir.

Tablo 16. Anova test sonuglari

Kareler Kareler
toplam a Ortalamasi - P
MDA Gruplar arast 561210.468 3 187070.156 1476.485 .000
Grup ici 3040.793 24 126.700
Toplam 564251.261 27
SOD Gruplar arasi 375.458 3 125.153 30.869 .000
Grup ici 97.303 24 4.054
Toplam 472.761 27
GSH Gruplar arast 15.359 3 5.120 25.009 .000
Grup i¢i 4913 24 .205
Toplam 20.272 27
GSH-Px  Gruplar arasi 31.138 3 10.379 88.527 .000
Grup i¢i 2.814 24 117
Toplam 33.951 27
Katalaz Gruplar arast 5.362 3 1.787 17.979 .000
Grup ig¢i 2.386 24 .099
Toplam 7.748 27

Tablo 16°’deki sonuglara gore gruplar arasi farklilik

istatistiksel olarak

anlamlhidir. Bu farkliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin anlasilabilmesi i¢in ¢oklu

karsilastirma testi kullanilmistirr. Coklu karsilagtirma hatalarina karsi en tutucu test olan

Scheffe testi uygulanmistir. Sonuglar Tablo 17°daki gibidir.
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Tablo 17. Scheffe ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari

Degisken Kontrol Enginar Alfamnt Aatenginar

121.82 7.12.67 |68.23 *.6.29 427.07 1320 |122.15711.49

MDA a b C a

20997252 [21.2272.26 12.347.1.68 16.37 *.1.38

SOD a a b c

6.857.0.37 7.6170.45 5.55¢ *.0.34 6.86°.0.59

GSH a b c a

3.3970,37 3,637.0.48 1,01 70,19 2,08 70,24

GSH-Px a a b c

2.4770,30 2,4270,31 1.3970,38 1,9170,23

Katalaz a a b c

Tek bir siitundaki degisken i¢in, ayn1 harfler gruplar arasi farklilik olmadigini,
farkli harfler gruplar arasi farklilik oldugunu gostermektedir. Kontrol grubu ile
kiyaslanirsa enginar grubu, sadece MDA ve GSH degiskenlerinde farklilik
olusturmustur. Alfa amanitin, tim degiskenlerde farklilik olustururken, Alfa

amanitin+enginar SOD, GSH-Px ve katalaz degerlerinde farklilik olusturmustur.

Bu degiskenlerin gruplara gore ortalama degisim grafikleri asagida verildigi

gibidir.
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Sekil 19. MDA ortalama grafigi

Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda enginar MDA diizeyini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde asagi ¢ekmistir. Alfa amanitin verilmesiyle asir1 anlamli olarak

yiikselen MDA degerleri enginar tedavisiyle kontrol grubuna yakin seviyelere gelmistir.
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Sekil 20. SOD ortalama grafigi
SOD aktiviteleri bakimindan kontrol ve sadece enginar grubu istatistiksel olarak
farkli bulunmamigtir. Fakat alfa amanitin uygulamasiyla diisen aktivite enginar

terapisiyle tekrar anlamli bir sekilde yiikselmistir.

§.007

7507
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.00
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T T T T
Kontrol Enginar Alfamnt Aat+enginar

Grup

Sekil 21. GSH ortalama grafigi
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GSH diizeyleri bakimindan 4 grup da birbirinden farkli bulunmustur. Enginar
kontrol grubuna gére GSH seviyesini yiikseltirken, alfa amanitin verilmesiyle oldukga

diisen GSH diizeyleri enginarla kontrol grubu seviyesine yaklasmistir.

4007

3509

3.007

2509

21007

GSH —Px Ortalamasi

1.507

1.007

T T T T
Kontrol Enginar Alfamnt Aa+enginar

Grup

Sekil 22. GSH-Px ortalama grafigi

GSH-Px aktivitesi enginar verilmesiyle bir miktar yiikselmis olmakla beraber bu
yiikselme istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Fakat alfa amanitinle anlaml

sekilde diigsmiis, tedaviyle diisen aktivite yiikselmistir.
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Sekil 23. Katalaz ortalama grafigi

Enginar verilmesiyle katalaz aktivitesinde azalma goriilmekle beraber, bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Alfa amanitinle oldukca diisen

aktivite enginar verilmesiyle anlamli sekilde ytlikselmistir.
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6.TARTISMA

Diinyada 2000 ¢esit aydinlatilmis mantar ¢esidinden sadece 50 civari insan 1rki
icin toksik olabilecegi belirtilmistir. Bu mantar c¢esitlerinden en toksik ve Oliimciil
olarak bilineni ise A. phalloides’tir (76). A. phalloides zehirlenmelerinde iki farkl 1s1ya
dayanikli yapi esas toksisteden sorumludur. Bu toksinler diger amanita cesitleri

igerisinde en ¢ok A. phalloides ¢esidinde bulunur.

Bunlardan ilki olan fallotoksinler bisiklik heptapeptid yapida olup enterosit ve
hepatosit hiicre membranlarinda degisiklige neden olurlar. Fallotoksinler amatoksinlere
gore daha az zehirli bir grup olup en bilinenleri fallodin, fallasidin, fallolisin ve
fallindir. Bunun sebebi ise sindirime ve 1stya daha az dayanikli olusudur. Diger toksin
olan amatoksinler ise 10-20 kat daha zehirli olup, bisiklik oktapeptid yapidadir.
Hepatosit, enterosit ve proksimal renal hiicrelerde protein sentezinin transkripsyon
sathasint RNA polimeraz Il enzimini inhibe ederek durdurur ve hiicrelerde nekroz

olusumuna neden olur (77, 78).

Amatoksinler yavas etki eden zehirler olup en bilinenleri alfa amanitin, beta
amanitin, amaninamide, amanin ve amanullindir. Alfa amanitin ilk saflastirilan yapi
olup, kiigiik dozlarda bile karaciger ve bobreklerden elemine edilmeye ¢alisilirken hiicre

Oliimlerine ve organ yetmezliklerine neden olmaktadir (78,79).

Gilinlimiizde, Alfa amanitin zehirlenmelerinde antidot olmadigindan,
eleminasyonu ve zehirin hiicre i¢ine girmesini engelleyici gesitli spesifik farmakolojik
tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Silybum marianum bitkisinden elde edilen silimarin
tiirevi suda ¢oziinen bir madde olan silibinin, pensilin G gibi amatoksinlerin hiicre i¢ine

alinmasini azaltarak hepatoprotektif 6zellik gosterir ve tedavide kullanilir (79,80).

Vogel ve ark. Beagle cinsi kopekler iizerinde yaptigi caligmada silibinin
amatoksinlerin neden oldugu klinik olgulara faydasi oldugu ve bu zehirlenmelerde

hayat kurtarici olabilecegi gostermistir (81).

Yine Magdalan ve ark.’nin hepatosit kiiltiirii iizerinde yaptig1 arastirmada,

silibininin karaciger hiicreleri lizerinde koruyucu 6zelligini gostermislerdir(82).
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Enginar, geleneksel tipta yiizyillar boyunca spesifik bir karaciger ve safra kesesi
ilac1 olarak kullanilmaktadir. Enginarin asil etkin maddesi sinarin olup tiim bitkide
bulunmasina ragmen en yiikksek oranda yaprak kisminda bulunmaktadir (83,84). Bu
ylizden enginar igerikli ilaglar ve ekstreler daha c¢ok yapraklardan hazirlanmaktadir.

Caligmamizda kullanilan ekstre de kurutulmus yapraklardan hazirlanmistir.

Sinarin bir fenolik asit bilesigi olup, silibinine benzer sekilde karacigeri
koruyucu ve yenileyici etkiden sorumlu yapidir. Kolagog ve koleretik 6zellik gosterip,

safra salinimiyla karacigerin detoksifikasyonunu saglamaktadir (84,85).

1987°de Adzet ve ark. yaptigi calismada, karaciger toksikasyonu olusturan
karbon tetra kloriiriiriin (CCls) hepatositlerdeki olumsuz etkisi {izerinde sinarinin etkileri

arastirilmis ve hepatoprotektif 6zelligi gosterilmistir (86).

Yine bir bagka calismada Mehmetcik ve ark. CCly ile olusturulmus karaciger
toksistesi lizerinde enginar yaprak etkisinin karaciger enzimleri (ALT, AST) ve
antioksidan parametreler iizerindeki olumlu etkileri gosterilmistir. Tedavi sonucunda

ALT, AST seviyeleri ve MDA diizeyleri anlamli derecede diismiistiir (87)

Antonio Jimeédnez-Escrig ve ark. aragtirmasinda enginarin aktif maddelerinden
polifenoller ektsre edilip ratlar iizerinde denenmis ve SOD, GSH, GSH-Px ve bir
protein oksidasyon parametresi olan 2-Aminoadipic semialdehitte kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar bulunmustur(88).

Gebhardt ve Fausel’in ratlar lizerinde yaptig1 ¢alismada tert-butil hidroperoksit
(t-BHP)’in sebep oldugu laktat dehidrojenaz sizintis1 dlgiilerek belirlenen sitotoksisitede
ve malondialdehit seviyeleri Olgiilerek belirlenen lipid peroksidasyonda anlamh

diisiisler tespit edilmistir(89).

Kiiciikgergin ve ark. yliksek kolesterollii dietle beslenen ratlar iizerinde ¢alismis,
yiiksek kolesteroliin neden oldugu hepatik ve kardiak oksidatif stres ve hasarin enginar

yaprak ekstresi ile diisiirilebilecegini belirtmislerdir (90).

Calismamizda antidotu bulunmayan, semptomatik ve zehirin absorpsyonunu
azaltilmasina dayanan, Amanita phalloides toksikayonu tedavisinde Silybum marianum
bitkisinin faydasindan esinlenilerek yine hepatoprotektif o6zelligi literatiirlerce

gosterilmis enginar bitkisi denenmistir.
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Alfa amanitin zehrinin neden oldugu oksidatif stres ve tahribat tiim gruplarda
asir1 anlamli olarak goriilmiistiir. Bakilan antioksidan parametrelerin hepsinde alfa-
amanitin ve alfa-amanitin+enginar gruplari arasinda anlamli degisikler goriilmesi,
enginarin toksisite lizerinde olumlu etkisi oldugu ve hiicre hasarini azaltabilecegi olarak
yorumlanabilir. Ayrica MDA ve GSH seviyeleri bakimindan kontrol ve sadece enginar
gruplar1 arasindaki anlamli diigiis enginarin antioksidan ozelligini gosterebilir. Yine
ozellikle MDA ve GSH seviyelerindeki kontrol ve alfa amanitin+enginar gruplari
arasindaki istatiksel anlamsizlik enginarin zehrin olumsuz etkilerini giderebilecegi
konusunda fikir olusturmustur. Diger parametreler olan SOD, GSH-Px ve Katalaz
seviyelerinde alfa amanitin grubundaki kontrol grubuna gore goriilen asir1 anlamli
yiikselis ve enginar tedavisiyle anlamli diisiisii enginarin bu tahribatta yardimci
olabilecegini gdstermistir. Bu caligmayla tipk: silimarinde oldugu gibi enginarin esas
etken maddesi olan sinarinin de izole olarak uygun dozda verilmesi alfa amanititn
zehirlenmesinde etkili olabilecegini diistinmekteyiz. Ayrica ilerde yapilacak

caligmalarla diger alfa amanitin zehiri tedavilerine destek olabilecegi inancindayiz.
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