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OZET

FARELERDE AMANITA PHALLOIDES TOKSINi ALFA AMANITININ
DERIDEN EMILIMI

Mustafa Gani SURMEN
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dali
Tez damgmani Yrd. Dog. Dr. Ertugrul KAYA

Bir zehirli mantar olan Amanita phalloides tiiriinde 2 toksin grubu tanimlanmistir.
Bunlar amanitin ve falloidin grubu toksinlerdir. Amanitin grubu toksinler Okaryot
hiicrelerde bulunan RNA polimeraz II enzimini bloke ederek etki gosterir. Alfa
amanitin bir¢cok okaryot hiicre tipinde letal oldugundan, antiparaziter ve antifungal ilag
olarak terapotik degeri olabilir. Alfa amanitinin 6karyotik ektoparazitlere karsi harici
olarak kullanimi miimkiin olabilir. Alfa amanitinin s6z konusu terapotik etkinliginde
kritik nokta, perkutan uygulamada konaga toksisitesinin olmamasidir. Bu arastirmada
alfa amanitinin perkutan yolla deriye uygulanmast durumunda, emiliminin ve
toksisitesinin varligr arastinlmistir. Bu amagla farelere perkutan olarak 1 mg/kg alfa
amanitin uygulanmig, ayni dozda intraperitoneal uygulamadaki toksisite ile
karsilastirilmistir. Deri, karaciger ve bobrek toksisitesi patolojik inceleme yoluyla; kan,
karaciger ve bobreklerdeki toksin miktar1 ise HPLC analizleri yoluyla incelenmistir.
Kontrol grubunda deride ve organlarda toksisiteye ve toksine rastlanmamustir. lging
olarak perkutan toksin uygulanan grupta da deride ve organlarda toksisiteye ve toksin
varligina rastlanmamustir. Intraperitoneal uygulamada 24 saat sonunda karacigerde
apoptotik konsiilman cisimcikleri ve piknotik hiicreler goriilmiis ve bdylece toksisite
varligr gosterilmistir. Ayn1 uygulama yonteminde, karaciger, bobrek ve kanda
maksimum alfa amanitin diizeyleri sirasiyla 3.3(6 saat), 0.2(6 saat), 1.2(1 saat) pg/mL
olarak Olcililmiistiir. Sonu¢ olarak; alfa amanitinin perkutan uygulama ile kullanimi
durumunda, deride ve organlarda toksisitesinin olmadigi ve deriden emilmedigi
gosterilmistir. Alfa amanitinin terapotik olarak perkutan yolla kullanilmasi miimkiin
olabilir.

Anahtar sozciikler: Amanita phalloides, Alfa amanitin, Deri toksisitesi, HPLC.



ABSTRACT

TRANSDERMAL ABSORPTION OF ALPHA AMANITIN TOXIN FROM
AMANITA PHALLOIDES IN MICE

Mustafa Gani SURMEN
Master of Science Thesis, Department of Medical Pharmacology
Supervisor, Assistant Professor Ertugrul KAYA

Amanita phalloides species is known to contain two main groups of toxins. Those are
amanitin and falloidin. Amnitin group becomes effective with blocking RNA
polymerase enzyme II found in eukaryotic cells. Since Alpha amanitin has a lethal
effect on the majority of eukaryotic cells, it can be valuable as antiparasitic drug or
antifungal drug. It can be used externally against ectoparasites. The critical point is that
toxin must not be toxic for host via percutaneous application in terms of the mentioned
therapeutic effectiveness of alpha amanitin. In this study, the likely absorption and
toxicity has been researched for application percutaneous of alpha amanitinin. 1 mg/kg
alfa amanitin has been administered percutaneously in mice and the results of
percutaneous application has been compared with intraperitoneal application of 1 mg/kg
alfa amanitin on account of toxicity. The toxicities of skin, liver and kidney have been
researched by pathological examination. As for the amount of toxin, it has been studied
by HPLC analysis. The toxicity and the toxin haven’t been found in the skin and organs
of mice in the control group. Interestingly enough, the toxicity and the toxin a could not
be found in percutaneous application group. After 24 hours councilman bodies and
pyknotic cells were observed on intraperitoneal application and so toksisty existence
was proved. In liver, kidney and blood maximum levels of alpha-amanitin were
measured by same application method as 3.3(6 hours), 0.2(6 hours), 1.2(1 hours) pg/mL
in turn. Eventually, it has been demonstrated that the toxin is not absorbed from mouse
skin and the toxin doesn’t have any toxic effect via the percutaneous alpha amanitin
application. Thence alpha amanitin may be used as therapeutic via a percutaneous
application.

Key words: Amanita phalloides, Alpha amanitin, Skin toxicity, HPLC.



1. GIRIS ve AMAC

Insan saghig1 acisindan zehirlenmelerin tarihi 6nemi bulunmaktadir. Oyle ki bazi
zehirlerden zamanla ila¢ yapilmasi da miimkiin olmustur. Bunlara kiirar ve kalp
glikozitleri Ornek verilebilir. Toksinlerden ila¢ yapiminda en kritik nokta ise,

organizmanin toksinden zarar gérmesinin engellenmesidir'.

Insanlik igin 6nemli zehirlenmelerden biri de mantarlarla goriilenlerdir. Sapkal
mantarlardan yaklasik olarak 100 dolayinda tiiriin cesitli canlilarda toksik oldugu
bilinmektedir. Bunlardan yaklasik olarak 8-10 tiiriin 6ldiiriicii derecede zehirlenmelere
neden oldugu bilinmektedir. Tiim diinyada goriilen 6liimciil mantar zehirlenmelerinin
%95’ ten fazlasinin sorumlusu olan mantar, Amanita phalloides tiriidiir. Bu mantar hem

cok yaygin olarak yetismekte hem de yetistigi donemde bol miktarda tiremektedir”.

Amanita phalloides mantar icinde 2 grup toksin tanimlanmistir. Bunlar amanitin grubu
(amatoksinler) ve phalloidin grubu (fallotoksinler) toksinler olarak bilinmektedir.
Amanitin grubu toksinlerden mantar icinde en fazla bulunani ve hakkinda en fazla
arastrma yapilan1 alfa amanitindir. Amanitin grubu toksinler RNA polimeraz II
enziminin spesifik inhibitoriidiir. Bu enzim protein sentezinin ilk basamagi olan mRNA
sentezini sagladigindan, inhibisyonu durumunda hiicredeki protein sentezi durmakta ve
hiicre bir siire sonra 6lmektedir. Bu etkiyi tiim protein sentezi yapan 0karyot hiicrelerde
olusturmas1 beklenmesine ragmen, karaciger farmakokinetik etki ile toksinin ¢ogunu
aldigindan esas sistemik toksik etki bu organda agiga ¢ikmaktadir. Ayrica toksinin

atilim1 bobreklerden oldugu i¢in bu organda da toksik etkiler gbrulmektedir3.

Amanita phalloides toksinleri Okaryot hiicrelere toksiktir*. Daha once calisma
yapilmamis olmakla birlikte, amanitin grubu toksinlerin dkaryot hiicrelere sahip olan
parazitlerde de toksik olmasi beklenir. Bu toksinlerin anti ektoparaziter ilag olarak

kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.

Son zamanlarda mantarlarin, antimikrobiyallere karsi gelisen direng ve tarim
tiriinlerinde verim kaybina neden olan parazitler gibi cesitli sorunlar1 ¢6zmede umut
verici yeni protein kaynaklar1 oldugu daha iyi gozlenmektedir’. Ayrica giin gectikce
yapilan bircok caligmada alfa amanitin ve benzeri bircok mantar toksininin direngli
patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ila¢ gelistirmede umut verici bir

kaynak oldugu gbrﬁlmektedir6.



Ancak deri lizerine yapilan uygulamalarda kilit nokta toksinin konaga toksik etkisinin
olmamasidir. Bu amagcla da Oncelikle alfa amanitinin deriden emiliminin ve deride
toksisitesinin olup olmadiginin arastirilmasi gerekmektedir. Deriden emiliminin olmas1
durumunda konaga da toksisitesi bekleneceginden, terapotik ila¢c olarak kullanimi

miimkiin olmayacaktir.

Bu calismadaki amag, deri ilizerine perkutan uygulanan alfa amanitinin deriye toksik
etkisinin varhi@im1 ve transdermal gecisle sistemik dolasima gec¢ip gecmedigini

aragtirmaktir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Amanita phalloides

Amanita phalloides iilkemizde “kdy gociiren, evcik yikan”, tim diinyada ise “death
cap” gibi isimlerle bilinmektedir. Amanita phalloides, Phalloidea iist familyasin tipik
bir tiirlidiir. Bu tiir simdiye kadar tespit edilen Amanita tiirleri arasinda en oliimciil
zehirleri icerir. Bu grubun i¢inde yine en iyi bilinen birka¢ mantar ise “yok ediciler”
olarak bilinen Amanita virosa ve Amanita bisporigera ve bunun yanm sira “fool's

.. . . b1 7
mushroom” olarak iinlenmis Amanita verna’dir’.

2.1.1. Taksonomi

Amanita phalloides ilk olarak Fransiz botanik¢i Sébastien Vaillant tarafindan 1727 yili
icerisinde tanimlanmigtir. Sébastien Vaillant bu mantar1 cesitli evrelerindeki sekillerine
bakarak kisa ve 0z bir ifadeyle "Fungus phalloides, annulatus, sordide virescens, et

patulus” kelimelerini kullanarak isimlendirmistir®.

Nadiren goriilen tamamiyla beyaz olan bir mantar da Onceleri Max Britzelmayr
tarafindan Amanita phalloides mantariin bir alt tiirii olarak tanimlanmistir. Ciinkii bu
mantar siklikla normal renkteki Amanita phalloides tiirlerinin arasinda gozleniyordu.
Son olarak 2004’te bu mantar Amanita verna var. tarda olarak tammland: °. Amanita
verna’nin sapka kismi KOH cozeltisiyle sariya donerken, Amanita phalloides asla
sararmaz'’. Amanita phalloides mantarinin bilimsel siniflandirmasi asagidaki sekildedir:
Binominal adi: Amanita phalloides (Sébastien Vaillant & Johann Heinrich Friedrich

Link)

Alem: Fungi
Boliim: Basidiomycota
Sinf: Homobasidiomycetes
Takim: Agaricales
Familya: Amanitaceae
Cins: Amanita
Tiir: Amanita phalloides



Sekil 1: Amanita phalloides

2.1.2. Tanimlama

Amanita phalloides biiylik, heybetli, etli bir toprak iistii govdeye (basidiocarp) sahiptir.
Sapkasi (pileus) genellikle 5-15 cm caplar1 arasindadir. Sapka baslangicta yuvarlak ve
hemisferik sekildeyken mantar olgunlastikca sapka diizlesir'".

Sapkanin rengi soluk, sarimtirak veya zeytin yesili olabilir. Siklikla kenarlara dogru
daha soluktur ve yagmur sonrasi daha da soluklasir. Sapka ylizeyi yapiskan, 1slak ve
kolay soyulur 6zeliktedir ve bu 6zellik bazi yenilebilir mantarlarla ortak oldugu igin

tehlikeye neden olabilir'?.

Kismi pecenin geri kalam etek benzeri bir goriintii verir. Sarkik sekilde duran halka
genellikle sapkadan 1-1.5 cm asagida bulunur. Sik beyaz lamelleri serbest sekildedir.
Sap kisminin rengi beyaz ile grimsi-zeytin yesili renklerin dagilimindan olusur. Sap
kismi1 8-15 cm uzunluklar1 arasinda ve 1-2 cm kalinhigindadir. Sapin dip kismu siskin,

kese benzeri volva ile sonlanir'.

Volva bazi mantarlarin kok veya dip kismini olusturan kupa seklindeki kitledir ve
Amanita phalloides ayriminda ¢cok onemlidir. Volva orman zeminindeki ¢iiriimekte olan

yapraklar tarafindan oOrtiilmiis olabilecegi icin bu aywrt edici ve tanisal 6zelligin



gozlenebilmesi i¢in orman yiizeyinde yapraklardan olusan kitle ¢ok iyi bir gekilde

temizlenmelidir'>.

Mantarin kokusu ilk baslarda hafif, bal gibi hos bir koku iken zaman ilerledik¢e marazi

ve mide bulandirict nahos bir koku iistiin gelirls.

Tiirlin geng iiyeleri yiizeyden ilk ¢iktiklar1 zaman biitiin etraflarim1 kapsayan bir peceyle
ortiilidiirler ve goriiniigleriyle beyaz bir yumurtayr andirirlar. Hemen sonrasinda
yumurtanin kabugunu andiran bu yapr yirtilir ve mantar volvasim bir kalinti gibi
asagida birakarak yukariya dogru gelisir. Spor izi Amanita tiirlerinde yaygin olarak
beyaz renktedir. Transparan sporlarin sekli kiireden yumurta bi¢imine degisiklik
gosterir ve iyotla lekeli mavi renk alan sporlarin boyutlart 8§ — 10 pum civarindadir'”.
Bir mantara ait spor izi yapisi mantarlar1 tamimlamakta kullanilan bir¢ok el kitabinda
onemli bir ayirt edici 0zellik olarak yer alir. Bu yap1 bir biitiin olarak izlendiginde

mantar sporlarinin rengini gosterir'®.

Resim 1: Amanita phalloides spor izi ve spor mikroskopisi

Amanita phalloides’in lamelleri ise spor kitlesinden farkli olarak siilfiirik asitle soluk
leylak veya pembe renkte boyanir. Amanita phalloides’in tanimina dair ozellikleri
Ozetlemek gerekirse; lamelleri himenyumunun tizerindedir. Sapka kismi konvekstir ve
altinda bulunan himenyumu serbesttir, gévdesinde bir halka ve dip kisminda volva
bulunur, spor izi beyazdir, ekolojisi aga¢ kokleriyle yani vaskiiler sistemli bitkilerle

simbiyotik yasama dayahdlr”.



2.1.3. Dagilim ve habitat

Amanita phalloides Avrupa’ya 6zgii bir mantardir ve bu alanda yaygin olarak bulunur'.
Kuzeyde Iskandinavya’nin giiney kiyilarindan batida Irlanda’ya, doguda Polonya ve
Bati Rusya’ya kadar olan bolgelerde ve giineyde Balkanlar boyunca ayrica Italya’da,
Ispanya’da ve Portekiz’de, Kuzey Afrika’da Fas ve Cezayir’de Amanita phalloides’e

rastlanmistir'”®. Bat1 Asya’da Kuzey iran ormanlarinda varligi rapor edilmistir®.

Amanita phalloides’in micelyumlar1 bir¢cok agac tiiriiyle simbiyotik olarak iligkilidir.
Avrupa’da bu iligki genellikle sert aga¢ guruplariyla, nadiren de kozalakli agaclarla
birlikte kurulur. Amanita phalloides en sik mese agaglarimin altinda ayrica kayin,
kestane, atkestanesi, hus, findik, giirgenler, cam ve ala camlarin altinda gbruliirzl.
19. yiizyilin sonlarinda Kuzey Amerika’da Charles Horton Peck Amanita phalloides’i
rapor etmistir. Buna ragmen Dogu Amerika’da 1918°de Cornell Universite’sinden G. F.
Atkinson tarafindan benzer tiirler farkli bir sekilde tanimlanmustir”>. Amerika’daki
Amanita phalloides varliginin Avrupa’nin dogu ve bati kiyillarindaki kestane agaclarinin
etrafindaki popiilasyonlariyla iliskili oldugu varsayimima 1970’lerde ulagtlmistir™.
Kuzey Amerika’nin bati kiyilarinda bulunan Amanita phalloides popiilasyonunun

kaynagiyla ilgili 2009 yilinda yapilan bir calisma giiclii kanitlar saglam1§t1r24.

Amanita phalloides yeni {ilkelere Giiney Yarimkiire’den sert aga¢c ve camlarin
keresteleriyle  ulastirilmigtir.  Mantarin ~ Avustralya ve Giliney Amerika’ya
ulagtirilmasinda meselerin  vektdr gorevi iistlendigi saniliyor. Amanita phalloides
Avustralya’nin  Melbourne ve Canberra sehirlerinde mese agaclart altinda
gdzlenmistir”. Ocak 2012°de Canberra civarinda zehirlenen dort kisiden ikisi hayatini
kaybetmistir® Amanita phalloides yine mese agaclariyla birlikte Uruguay, Giiney
Amerika’da gbrﬁlmﬁstﬁr”. Ayrica tamimlanmis diger agaclarla birlikte Arjantin ve
Sili’de gbzlenmistir28. Amanita phalloides Tanzanya ve Giliney Afrika’da cam
agaclariyla birlikte gbzlenmistirzg. Yine bu bolgeler ve civarlarinda mese ve kavak

agaclarinin altinda bulunmustur’®.

Tiirkiye’de yapilan birgok ¢ahsmada da istanbul ve cevresinde Amanita phalloides’in
bol miktarda gozlendigi ortaya konulmustur. Bununla birlikte iilkemizde Izmir, Usak,
Corum, Bingol, Elazig ve Cukurova ¢evrelerinden toplanan mantarlarla 6liimciil mantar
zehirlenmeleri vakalar1 bildirilmistir’'. Bu mantarlarin tiir teshisi yapilmamis olmasina

ragmen Amanita phalloides mantarinin ¢ogunlukta olmasi beklenebilir. Ayrica son



yillarda yapilan yayinlarda Diizce-Adapazar1 arasi bolgede bol miktarda yetistigi

bildirilmektedir*>?,

2.1.4. Toksisite

Amanita phalloides “Death cap” lakabim1 hak edecek derecede zehirlidir ve diinya
capindaki mantar zehirlenmelerine bagli Oliimlerin cok biiylik bir kismindan
sorumludur®. Amanita phalloides toksinlerinin kimyasal yapis1 on yillar boyunca
arastirilmistir’”. Bu aragtirmalara gore mantardan yaklasik olarak 30 gram veya yarim
sapka kadarinin yenilmesinin bir insam Oldiirmeye yettigi bildirilmistir™.
Pozan, Polonya’da 1918 senesinde 31 cocuk okullar1 tarafindan hazirlan mantar
yemegini yiyerek Oldiiller. Bu mantarlarin “Death cap” ismiyle bilinen Amanita

phalloides oldugu anlasilmstir®’.

Baz1 otoriteler yemek i¢in toplanan mantarlarla Amanita phalloides stiphesi
olusturabilecek mantarlarin ayni sepette toplanmasindan veya siipheli mantarlara
dokunulmasindan  kacimlmasi  gerektigini  siddetle  tavsiye etmektedirler™.
Dahas1 mantarin toksisitesi pisirme, dondurma veya kurutma gibi uygulamalarla da

azalmamaktadir™ .

2.1.4.1. Zehirlenmeye karsi alinabilecek onlemler

Amanita phalloides’e ait mantar zehirlenmeleri hakkindaki bilgilenme seviyesi giin
gectikce artmaktadir. Hastanin hikayesinde son bir giin i¢inde mantar yenmis olmasi ve
karakteristik klinik belirtilere sahip olmak gibi durumlar mantar zehirlenmesinden

stiphelenilmesine neden olmaktadir.

Amanita phalloides zehirlenmesinin basit ve etkili bir tedavisi heniiz yoktur. Bu ylizden
halkin ve saglik calisanlarinin konuyla ilgili farkindaliklarinin artirilmasi zehirlenme
vakalarinin insidansimin azalmasimi ve zehirlenme olursa olayin daha iyi bir sekilde

sonuclanmasini saglayabilir40.

Asagidaki resimde goriilen levha Avustralya’nmin kirsal kesimlerinde bulunmaktadir ve
Amanita phalloides i¢in ciddi bir uyar1 yapilmakta, zehirlenme siiphesi olanlarin yardim

alacaklar1 yerler aciklanmaktadir. Tiirkiye’de bu mantarin yol actig1 6liimlerin ¢ok daha



fazla oldugunu ve mantarin yayginlhigini hesaba katarsak ornek alinmasi gereken bir

tutum oldugu diisiiniilebilir.

|

Resim 2: Amanita phalloides igin uyar1 levhasi

2.1.5. Yenilebilir mantar tiirleriyle olan benzerligi

Genelde zehirlenme olaylar1 kasitsizdir ve tanimlama hatalarindan kaynaklanir. Son
birka¢ vaka Volvariella volvacea’mn Amanita phalloides ile olan benzerliginin tanida
insanlart yamlttigin1 gostermektedir (resim 3). Bu karigikliktan dolayr gerceklesen
zehirlenmelerin  magdurlart Avustralya’daki vakalarda Asya’nin dogu ve giiney
dogusundan gelen goc¢menler ve Amerika Birlesik Devletleri’nde bati kiyilarinda
yasayan insanlardir. Oregon’da gerceklesen bir olayda Koreli bir ailenin dort ferdine

karaciger transplantasyonu yapilmasi gerekmistir*'.

Canberra bolgesinde 1988 ve 2011 yillar1 arasinda zehirlenen 9 kisiden 3’1 Laos’tan,
2’si ise Cin’den gelmislerdir“. Bu yanlis tanimlamalar Amerika Birlesik Devletleri’nde
de zehirlenmelere neden olmaktadir. Tecriibeli olmayan kisiler, gen¢ Amanita
phalloides iiyelerini “puffballs” diye adlandirilan Lycoperdon umbrinum ile
karistirabiliyorlar®. Amanita tiirlerinden ise Amanita lanei gibi mantarlarin olgunlasmis
olanlar1 Amanita phalloides ile karistirilabiliyor. Bu nedenle bazi otoriteler Amanita

tiirlerinin yemek i¢in toplanmasindan kagimlmasim tavsiye ediyor™.
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Amanita phalloides beyaz renkteyken Agaricus’un yenilebilir tiirleriyle; 6zellikle de
gen¢ mantarin sporocarpinin tam olarak acilmamis sapkasi sahte beyaz lamellerini
gizler. Halbuki biitiin olgunlasmis A garicus mantarlarinin koyu renkli lamelleri vardir®.
Avrupa'da sapka kismi yesil olan diger benzer tiirler mantar avcis1 denilebilecek kisiler
tarafindan toplanmaktadir. Bu tiirlerden bazilar1 Russula cinsine ait yesil kirilgan lamelli
tiirler ve onceleri meshur olan Tricholoma flavovirens’dir. Simdilerde ise Fransa’da
neden oldugu bir seri lokanta zehirlenmesinden dolay1 tehlikeli olarak kabul
edilmektedir. Russula heterophylla, R. aeruginea, ve R. virescens’te oldugu gibi
kirilgan lameller onlarin kirilgan viicutlarindan ayirt edilebilir. Ayrica gévdede halka ve

volvanin yoklugu da Amanita phalloides’ten ayrimini saglayabilir46.

Resim 3: Birbirine ¢cok benzeyen Volvariella volvacea(a) ve Amanita phalloides(b) resimleri

2.1.6. Zehirlenmeye neden olan toksinler

Amanita phalloides tiirii su an itibariyle amatoksinler ve phallotoksinler adiyla bilinen

iki grup toksin icermektedir. Bu gruplarin her ikisi de multisiklik peptitlerden olusur ve
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mantarin hemen her dokusunda bulunurlar. Diger bir toksin ise phallolysin adiyla bilinir
ve in vitro olarak kan hiicrelerini yiktig1 yani hemolitik oldugu gosterilmistir. Ayrica su

an icin toksisiteyle ilgisiz oldugu diisiiniilen bir bilesik olan antamanid izole edilmistir.

Amatoksinler birbirine benzer yapidadirlar ve sekiz aminoasitten olusurlar. Bu sekiz
aminoasitten olusan halkalar, Miinih Universitesi iyeleri olan Heinrich O. Wieland ve
Rudolf Hallermayer tarafindan 1941 yilinda izole edilmistir*’. Amatoksinlerin en
onemli bilesigi olan alfa amanitin ve onunla birlikte beta amanitin zehirlenme

vakalaridan sorumlu tutulmaktadirlar®®.

Amanitin grubu toksinlerin mekanizmasi kabaca mRNA, microRNA (miRNA), snRNA
sentezlerinde hayati dneme sahip olan RNA polimeraz II'nin inhibisyonuna dayanir.
mRNA olmadig1 i¢in temel proteinlerin sentezlenemez ve hiicre metabolizmas1 durmaya

. we1.. 49
zorlanir ve sonunda hiicre oliir .

Karaciger esas etkilenen organdir. Ciinkii gastrointestinal sistemden emilen biitiin
maddeler kan yoluyla ilk olarak karacigere gelirler. Karaciger toksinin biiyiik kismini
hiicre i¢ine alir ve bu nedenle toksisiteden etkilenir. Sistemik dolasima toksin fazla
gecmedigi icin diger organlar fazla etkilenmez. Bunun yaninda etkilenebilecek diger
organlar ise toksinin atilimi nedeniyle bobreklerdir. Amanita phalloides mantariin
kendi RNA polimeraz enzimi amatoksinlere duyarsiz yapida olugu i¢in mantar kendi

kendini zehirlemekten korunmus olur™.

Phallotoksinler de en az yedi benzer aminoasit halkasindan olusurlar. Falloidin 1937°de
Heinrich Wieland’in 6grencisi olan Feodor Lynen ve Miinih Universitesi’nden Ulrich
Wieland tarafindan izole edilmistir. Fallotoksinler de karaciger i¢in yiliksek derecede
toksiktir’'.  Fallotoksinlerin ~ Amanita  phalloides’in ~ yenmesiyle  olusturdugu
zehirlenmelere katkisi az olmustur. Ciinkii fallotoksinler barsak epitelinden
emilemezler’>. Dahasi phalloidin sevilerek yenen bir mantar olan “Blusher” yerel
ismiyle bilinen Amanita rubescens’te de bulunmaktadir ancak bu mantar zehirlenmelere

neden olmamaktadir™.

Minor aktiviteye sahip diger bir peptit grubu olan virotoksinlerdir. Virotoksinler alti
aminoasitli tek halka yapili heptapeptitlerden olusmaktadirlar™®. Virotoksinler de tipki
phallotoksinler gibi yenilen mantardan barsak yoluyla gecerek her hangi bir akut

toksisite gbsteremezler5 ’,
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2.1.7. Amanita phalloides zehirlenmesinde goriilen semptomlar

Amanita phalloides lezzetli bir yiyecek olarak bilinmektedir’®. Bu durum ge¢ ortaya
cikan zehirlenme bulgulariyla birlestiginde mantar1 6zellikle tehlikeli kilar ki bu
gecikme siiresince karacigerde ciddi, bazen telafi edilemeyecek hasarlar olusur.
Baslangicta zehirlenme belirtileri dogal olarak gastrointestinal sistemle alakalidir ve
kolik tarzda agr1, sulu ishal, kusma ve belki bu son iki belirtiye bagh olarak dehidrasyon
ve ciddi vakalarda hipotansiyon, tasikardi, hipoglisemi ve asit — baz dengesizligi
gbrulebilir57. Bu ilk belirtiler mantarin sindiriminden iki ii¢ giin sonra kaybolur.
Sonrasinda karaciger tutulumunu gosteren daha ciddi bozulmalar ortaya cikar. Bu
bulgular; sarilik, ishal, deliryum veya hezeyan benzeri belirtiler, kasilma nobetleri ve
koma gibi bulgulardir ve fulminan karaciger yetmezligi ve ona eslik eden hepatik
ensefalopati nedeniyle olusurlar. Hepatik ensefalopati normalde karacigerde yikilan

metabolitlerin kanda birikmesiyle olusur™.

Renal yetmezlik ya siddetli hepatite ikincil olarak ya da direkt toksik renal hasarla
olusur™. Renal yetmezlik ve pihtilasma bozuklugu da karacigere baglh bulgularin
gozlendigi bu siirecte gdzlenir. Kafa ici basincin artmasi, kafa ici kanamalar, pankreatit,
akut renal yetmezlik ve kardiyak arrest gibi komplikasyonlar yasami tehdit ederler®.

Oliim genellikle zehirlenmelerden 6 — 16 giin sonra gergeklesirm.

Mantar zehirlenmelerinin, Avrupa iilkelerinde Amerika Birlesik Devletleri ve
Amerika’da bulunan diger kita iilkelerinin toplamindan daha yaygin oldugu
bilinmektedir®®. Yirminci ylizytlin ortalarina dogru gozlemlenen 6liim oranlart %60 —
70 civarinda bulunmaktadir. Daha sonraki yillarda tip alanindaki uygulamalarin
gelismesiyle 6liim oranlarinda biiyiik diisiis gdzlemlenmistir. Avrupa’da 1971°den 1980
yillarina kadar olan Amanita phalloides zehirlenmelerinde o6liim oranlar1 %224
civarindadir. Bu oranin olusumunu %51,3 ile on yasiin altindaki ¢ocuk 6liim oranlari
ve %16,5 ile on yasimin iistiindeki insanlarin Olim oranlar saglam1§t1r63. Son
zamanlarda yapilan anket benzeri calismalarda goriildiigii iizere bu oranlar %10 — 15’e

kadar gerilemistir®.

Ulkemizde goriilen Amanita phalloides zehirlenmesi bulgularini iceren bir gézlem ve
caligma Tirk Yogun Bakim Dernegi Dergisinin 2009;7(1):12-16 sayisinda

yayinlanmigtir. Bu arastirmaya gore klinik bulgular Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1: Olgularda goriilen klinik bulgularmn dagilimi®

Klinik Bulgular Sayt | Yiizde
Tek basina gastrointestinal sistem (GIS) 66 63.5
Bulanti-kusma 87 83.7
Karin agrisi 10 9.6
Diyare 19 18.3
Santral sinir sistemi (SSS) 32 30.8
Konfiizyon, suur kayb1 6 5.8
Bas donmesi, bag agrisi 24 23.1
Goz kararmasi 2 1.9
Haliisinasyon 2 1.9
SSS+GIS 23 22.1
Kardiyovaskiiler sistem 1 1.0
Tasikardi 1 1.0
Uriner sistem 1 1.0
Diger (ates, terleme) 2 1.9

2.1.8. Amanita phalloides zehirlenmesinde tedavi yontemleri

Amanita phalloides zehirlenmesi zamanlamanin ¢ok dnemli oldugu, acil tibbi miidahale

isteyen ve ciddi 6liim tehlikesi iceren bir durumdur.
Tedavi
¢ On tibbi bakim
e Destekleyici onlemler
o Ozel tedaviler
e Karaciger tedavisi seklinde dort ana kategoriye ayr111r66.

Gastrik temizlik i¢in 6n bakim olarak aktif karbon ve gastrik lavaj uygulanir. Bununla
birlikte sindirim ile ilk zehirlenme belirtilerinin ortaya c¢ikmasi arasindaki gecikme
siiresi hastalarin tedavi i¢in yapacaklar1 bagvuruyu da geciktirir veya siradanlagtirir.

Boylece 6n miidahalenin etkinligi potansiyel olarak azalir”’.

Dehidrasyona kars1 destekleyici uygulamalar yiiriitiiliir. Dehidrasyon intoksikasyonun
gastrointestinal fazi boyunca ve metabolik asidoz, hipoglisemi, elektrolit dengesizligi ve
bozulmus koagiilasyonun gerceklestigi durumlarda sivi kaybina bagli olarak ortaya
cikar® H. Faulstich ve T.R. Zilker, Phalloides sendromunu belirtilerin siddetine gore 4

dereceye ayirmaktadirlar®.
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[Ik asamada hastada gastrointestinal belirtiler ortaya ¢ikar, ancak kan degerlerinde

karaciger ve bobrek hasarini gosteren herhangi bir bulgu gézlenmez.

Ikinci asamada hasta Phalloides sendromunun belirtilerini gosterir. Transaminaz
enzimlerinde orta siddette bir yiikselme olur (500U/I'nin altinda), pihtilasma bozuklugu

gozlenmez.

Uciincii asamada hastada ¢ok ciddi bir karaciger hasar1 gelisir. Transaminazlar belirgin
olarak yiikselir. Pihtilasma degerleri de etkilenir ve tromboplastin zamani uzar.
Biliriibin seviyesinde degisiklik gozlenmeyebilir. Buna karsin baz1 hastalarda biliriibin

seviyesi 5 mg/dl'nin lizerine ¢ikabilir.

Son evrede ise transaminazlar ve biliriibin seviyesi hizla yiikselir. Pihtilagma faktorleri

hizla diiser ve bobrek yetmezligi gozlenir.

[lk iki asama igerisindeki zehirlenme seviyelerindeki hastalarin yasama sansi yiiksektir
ve semptomatik tedavi yeterli olabilir. Daha sonraki seviyelerde ise hastanin tam
tesekkiilli bir hastanede tedavi edilmesi gerekir. Son asamada ise yogun tedaviye
ragmen hastanin yasama sansi olduk¢a diisiiktiir. Zehirlenme iizerinden g¢ok vakit
gecmemisse cok hizli bir sekilde hastamn kaninda alfa amanitin aranmasi teshise biiyiik
Olclide yardimer olabilir. Ancak hastalar genellikle zehirli mantarin yenilmesinden 12
saat sonra veya daha da gec¢ hastaneye gelirler, bu donemde kanda amatoksinler ¢cok
ender tespit edildigi icin tam giivenilir olmaz. Idrarda ise 72 saat kadar amatoksinler
bulunabilir. Idrarda amatoksin konsantrasyonu ile zehirlenmenin agirhigi arasinda

korelasyon yoktur70'74.

Eger klinik phalloides zehirlenmesine uyuyorsa, idrar tahlillerinin sonucunu
beklemeden tedaviye baslamak gerekir. Hasta basvurdugunda karaciger enzimleri
hafifce yiikselmigse, bu phalloides zehirlenmesi lehinedir”. Hasta yedigi mantardan
Ornek getirmis ise basit, glivenilir ve acil serviste kolayca uygulanabilen Wieland testi

ile amatoksin varlig1 aragtirilmalidir.

Giiniimiizdeki modern yogun bakim tedavisinden dnce mortalite %50 iken bugiin %10-
20 arasindadir’”. 10 yasin altindaki c¢ocuklarda mortalite daha yiiksektir. Bu, viicut
agirhiginin her kilogrami i¢in emilen toksin dozunun daha fazla olmasina baglhdir.
Protrombin zamani zehirlenmenin agirligini gosteren giivenilir bir laboratuvar bulgudur.
Serum amanitin diizeyleri Phalloides zehirlenmesi tanisin1  kanitlar.  Ancak

zehirlenmenin agirhigi ve prognoz ile korelasyon gostermez’.
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Phalloides zehirlenmesinin tedavisi baglica 3 yonde yapilir:

Destek tedavi; su ve elektrolit kaybinin tedavisidir. Hasta ilk 24 saat i¢inde 4-6 litre siv1

kaybeder, bunun intravendz yolla karsilanmas1 gereklidir.

Zehrin viicuttan uzaklagtirilmasi: Mantar1 yedikten sonra 36 saat icinde yapilacak olan
mide yikanmas1 heniiz emilmemis olan zehiri ve mantar artiklarim uzaklagtirmak igin
yararhdir. Kandaki amatoksinleri uzaklastirmak i¢in hemodiyaliz, hemofiltrasyon,
hemoperfiizyon ve plazmaferez onerilmektedir. Amatoksinler kolaylikla glomeriillerden

filtre olduklarindan, siv1 verilmesinin filtrasyonu saglamak acisindan yarari vardr’’.

Kemoterapi: Amatoksinlerin karaciger hiicreleri tarafindan tutulmasini 6nlemek igin
tioktik asit, sitokrom C ve steroidler kullanmilabilir. Ancak yapilan arastirmalar bu
ilaclarn ya etkisiz ya da etkisinin siipheli oldugunu gostermistir. Bugiin biitiin diinyada
kabul edilen ve etkisi kamtlanmis olan iki ilag penisilin ve silibinindir’>”*. Penisilin
amanitinin hepatositlere girmesini engeller ve toksinin plazma proteinlerinden
ayrilmasimi saglayarak bobrek yoluyla atiliminin artmasi saglanir. Penisilin ayrica
barsak florasim1 sterilize ederek, zehirlenmenin son doneminde gozlenen agir
ansefalopatiden sorumlu bir ndrotransmitter olan gama-aminobitiirik asidi yapan barsak
bakterilerini 6ldiiriir’®. Penisilin cok yiiksek dozlarda kullaniimalidir, silibinin ise daha

diisiik dozlarda etkilidir ve yan etkisi yoktur.

Eger zehirlenme klinik ve laboratuvar olarak kanitlanmadiysa hasta 24 saat sonra
taburcu edilebilir. Birinci ve ikinci derece zehirlenenler besinci giinde taburcu edilebilir.
Uciincii  derecede zehirlenenler en az bir hafta yatirilmalhidir. Transaminazlar ve
tromboplastin zamani normale donmelidir. Hasta yasarsa genellikle sekel kalmaz.
Ancak hastanin zehirlenme 6ncesinden mevcut karaciger veya bobrek hastaligi varsa

phalloides  zehirlenmesi  sonucu bu  hastalarin  durumlari aglrlasabilirn.

2.2. Amanita phalloides Toksinleri

Amanita phalloides toksinleriyle ilgili ilk caligmalara 19. yiizyillda rastlanmaktadir ve
mantarin toksinlerine dair ilk bilgilere 19. yiizyilin sonlarinda 1891 yilinda ulasilmas,
“Phallin” adi1 verilen hemolitik etkili olan bir bilesik izole edilmistir73 .
Yirminci ylizyilin ilk yarisina kadar siiren calismalarda; Amanita phalloides mantarina
ait ilk zehirli bilesik olan “Amanitatoxin” deney hayvanlarina uygulanarak toksisitesi

9975

tespit edilmig74, sonrasinda ise sirasiyla “Phalloidin”’” ve “Amanitin” bulunmustur’®.
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Amanita phalloides ve diger Amanita tiirlerinin icerdigi zehirler, aralarinda Nobel
odiiliine layik goriilmiis bilim adamlarinin da bulundugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan
Almanya, Amerika, Japonya ve Italya gibi iilkelerde arastirilmis ve halen daha bazi

bilim adamlar1 tarafindan arast1r11maktad1r77.

Amanita cinsindeki belirli tiirlerde toksinlerin dagilimi ve yogunlugu farkliliklar
gosterebilir. Daha gen¢ olan mantarlarda gelismis olanlara gére daha az yogunlukta
toksin bulunur. Fallotoksinler agisindan bakildiginda; mantar1 sap kisminda bulunan
volva denilen halka seklindeki yap1 en zehirli parcadir. Zehir yogunlugu ayn1 bolgedeki

farkl1 tiirlerde de ¢ok fazla farkliliklar gbsterebilir78.

Amatoksinlerin etkisini ana hatlariyla belirlemek gerekirse; amatoksinlerin en onemli
etkisi RNA polimeraz inhibisyonudur. Amatoksinler Ozellikle RNA polimeraz II
izerinde giiclii inhibisyon yaparlar. Amatoksinler ile amatoksinlere maruz kalan kisinin
hiicrelerindeki RNA polimerazlar arasinda cok giiclii ve karmasik bir etkilesim
meydana gelir. Sonu¢ olarak RNA polimerazlar ile amatoksinler arasindaki bag
kompetatif olmayan tiirde bir inhibisyona neden olur’®. Kompetatif olmayan
inhibisyonda inhibitdr enzimin aktivitesini azaltir. Ayrica enzime daha Onceden
substratin bagh olmasi da inhibitoriin yaptig1 etkiyi engelleyemez. Boylece kompetatif
olmayan inhibisyonda inhibitor yine ayn1 giicte inhibitor etkisini gbsterir79. Memelilere
ait olmayan polimerazlarin amanitinlere karsi zayif denecek kadar az hassasiyet
gosterdigi saptanmistir. Amatoksinler memelilerde karaciger nekrozuna neden olurlar.
Ayrica belirli dl¢iide de bobreklerde hasar olustururlar. Bu durumun ana nedeni, hiicre
cekirdegine ait bilesenlerin parcalanma ve ayrilma siirecine girmeleriyle hiicresel

degisiklerin meydana gelmesidirgo.

2.2.1. Amatoksinler

Giiniimiizde Okaryotik RNA polimeraz enzimleri ii¢ gruba ayrilmis, cok farkli

biiyiikliiklerde olan, ¢esitli yap1 ve gorevlere sahip proteinlerdir.

RNA polimeraz II enziminin amatoksinler ile kurdugu giiclii bag ¢esitli yontemler ile
saptanmaya calisilmig, amatoksinlerin RNA polimeraz enzimlerine gosterdigi ilginin
hangi durumlarda azalabilecegi denenmistir. Amatoksinlerin RNA polimeraz 11
enzimindeki baglanma bdlgesinin tamimlanmasi dana timusu {izerinde Trityum etiketli

amatoksin kullanilarak gerceklestirilmistir. Mutasyonlu bir Drosophila melanogaster
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embriyosunun amtoksin direnci gosteren RNA polimeraz Il enziminin en biiyiik alt

iinitesi mutagenez yoluyla degistirilmisitir®'.

Amatoksinler ile baglanma egilimi gosteren proteinler, bu proteinlerin toksine olan
yiikksek baglanma giiclerinin godzlemlenmesi ile saptanabilir. Amatoksin baglayici
ozelligi bulunan bir protein dana timusunda tespit edilirken®*, diger bir amatoksin
baglayic1 protein bugday tohumundaki hiicrelerde bulunmustur. Amatoksinler kalip
DNA molekiilii ile herhangi bir etkilesime girmeksizin RNA polimeraz II enzimiyle
etkileserek transkripsiyonu engellemektedirler. Okaryotik hiicre RNA polimeraz
enzimlerinin amatoksinlere olan hassasiyetleri oldukca degiskendir. Bilinen ii¢
Okaryotik RNA polimeraz enziminden amatoksinlere en fazla ilgi gostereni RNA
polimeraz II enzimidir. Memelilerde oldugu kadar bocek ve baliklardaki RNA
polimeraz II enzimleri de amatoksinlere karsi son derece hassastir. Genel olarak
bakildiginda memelilere ait olmayan RNA polimerazlar daha az etkilenmektedirler.
Mantarlarda bulunan RNA polimeraz II enzimleri ise memeli RNA polimeraz II

enzimlerine gére amatoksinlere 50 kat daha az hassasiyet gbstermektedirler83.

2.2.1.1. Alfa amanitin

Alfa amanitin halkal1 yapida 8 amino asit iceren bir peptittir. Alfa amanitin Amanita
phalloides ile birlikte baz1 Amanita cinsi mantarlarda bulunmaktadir. Amanita virosa ve
Amanita bisporigera mantarlarinda da alfa amanitine rastlanmigtir. Bunlarin disinda
Galerina marginata ve Conocybe filaris mantarlarinda da alfa amanitin bulunmustur.
Alfa amanitin amatoksinler i¢inde en 6liimciil olanlardandir. Toksik etkisinin bu kadar
giiclii olmas1 nedeniyle Amanita phalloides mantarina Diinya’nin pek ¢ok yerinde kotii

bir sohret kazandirmistir. Cok farkl yerel isimlerle anilmaktadir.

Amanitinin oral aliminda popiilasyonun yarisin1 6ldiiren doz(LDsp) degeri yaklasik
olarak 0,1 mg/kg kadardir. Amino asit zincirindeki dallanmadan dolay: alfa amanitinin
bir polipeptit olarak yapisi diger polipeptitlerden farklidir. Bilinen diger fungal

peptitlerin aksine amatoksinler ribozomda sentezlenir®.

Alfa amanitin ile zehirlenmenin ilk 24 saatinde RNA igeriginin gittikce azaldigi
amanitinin biyokimyasal aktivitesi iizerine yapilan detayli incelemelerde tespit
edilmistir. Amanitinin 10 ng/ml diizeyindeki miktari RNA polimeraz aktivitesinin

yarisindan fazlasini inhibe etmistir®.
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Sekil 2: Alfa amanitinin bisiklik molekiiler yapisi

Alfa amanitin ve beta amanitin kinetiklerinin arastirildigi bir calismada Amanita
phalloides zehirlenmesi geciren 45 hasta incelenmistir. Hastalarin kan, idrar,
gastrointestinal sivi, digki ve cesitli dokularindan hazirlanan 6rnekleri, Yiiksek basingh
(performanslt) s1vi kromatografisi (HPLC) yontemiyle amatoksin varliginin saptanmasi
icin incelenmistir. Pozitif sonuclu hastalardan yaklasik 30. saatte, saptanabilir
amatoksin icermeyen hastalardan ise yaklasik 70. saatte ilk 6rnekler alinmistir. Cesitli
vakalarda tespit edilen plazma amatoksin degerleri alfa amanitin i¢in 8 ile 190 ng/ml
arasinda bulunmaktadir. Beta amanitin i¢in de benzer degerler gdozlemlenmistir. Ayrica
yapilan idrar ve digki testlerinde farkli miktarlarda hem alfa amanitin hem de beta
amanitin saptanmistir. Amatoksinlerin hastalardaki kinetiklerine dair bir veri olarak;
dort olgunun iiciinde karaciger ve bobreklerde 5. giinden sonra bile alfa amanitin ve
beta amanitin tespit edilmisitir. Amatoksinler kanda yaklasik 36. saate kadar

gozlenebilirken, idrarda 4. giine kadar toksin varligi gozlenebilmistir®.
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Sekil 3: Fermentasyon islemlerinde kullanilan Saccharomyces cerevisiae mayasindan elde edilen RNA
polimeraz Il ile alfa amanitinin (kirmizi) baglanmasi

Alfa amanitin ve beta amanitin kinetiklerinin arastirildigi bir calismada Amanita
phalloides zehirlenmesi geciren 45 hasta incelenmistir. Hastalarin kan, idrar,
gastrointestinal sivi, digki ve cesitli dokularindan hazirlanan 6rnekleri, HPLC
yontemiyle amatoksin varliginin saptanmasi i¢in incelenmistir. Pozitif sonuclu
hastalardan yaklagik 30. saatte, saptanabilir amatoksin icermeyen hastalardan ise
yaklagik 70. saatte ilk ornekler alinmigtir. Cesitli vakalarda tespit edilen plazma
amatoksin degerleri alfa amanitin i¢in 8 ile 190 ng/ml arasinda bulunmaktadir. Beta
amanitin i¢cin de benzer degerler gozlemlenmistir. Ayrica yapilan idrar ve disk: testleri
HPLC teknigi kullanilarak incelendiginde farkli miktarlarda hem alfa amanitin hem de
beta amanitin saptanmistir. Amatoksinlerin hastalardaki kinetiklerine dair bir veri
olarak; dort olgunun {i¢iinde karaciger ve bobreklere ait 6rneklerde 5. giinden sonra bile
alfa amanitin ve beta amanitin tespit edilebilmistir. Alfa amanitin ve beta amanitin
kanda yaklasik 36. saate kadar gozlenebilmektedir. Idrar orneklerinde ise
amatoksinlerin goriilme siiresi ¢ok daha uzundur. Bu c¢alismada 45 hastanin 43
tanesinden alinan idrar ornekleri incelenmis, alfa ve beta amanitinin 4. giine kadar

idrarda bulundugu gbzlemlenmistir86.
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2.2.1.2 Alfa amanitin iceren mantar tiirleri

Alfa amanitin ilk olarak Amanita phalloides mantarinda tespit edilmistir. Son yillarda

yapilan bazi calismalarda Amanita virosa, Amanita bisporigera, Galerina marginata

gibi baz1 mantarlarda da alfa amanitin varlig1 gosterilmistir.

Resim 5: Galerina marginata (a) ve Amanita phalloides alba (b)
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2.2.2. Fallotoksinler

Ikili halka yapisina sahip fallotoksinler 7 amino asitten olusmaktadirlar. Istya dayanikl

renksiz ve kristalize olma egilimindedirler. Su ve metanolde ¢oziiniirler.

Amanita phalloides mantarinin yami swa Amanita verna ve Amanita virosa da
fallotoksinleri igermektedir87. Fallotoksinlerden biri olan falloidinin toksisitesi 1938
yilindan bu yana arastirilmaktadir. Giiniimiizde fallotoksinlerin F-aktin flamentlerine
spesifik olarak baglandigi boylece bir araya gelmis flamentlerin olusturdugu yapiy
giiclii bir sekilde stabilize ettigi bilinmektedir. Ik onceleri aktin yapilarinin sadece
cizgili kas sisteminin bir parcast oldugu bilinmekteydi. Aktin flamentleri c¢izgili
kaslarda bulunan islevsel birimlerin ince flament kismlarin1 olustururlar. Daha sonralar1
yapilan caligmalarda aktin proteinlerinin hiicre iskeletini olusturan proteinlern oldugu
saptanmistir.  Fallotoksinler  0zellikle optimal olmayan kosullarda G-aktin
polimerizasyonunu aktive ederken F-aktin flamentlerini de stabilize ederler®. Parenteral
yolla verilen fallotoksinler karacigere ulastiginda hepatositlerdeki tagima sistemiyle
hiicre zarindan gegerler ve hemen ardindan ¢ift kath lipit tabakasinin arkasinda bulunan
aktin ile etkilesime girerlergg. Sitotoksik olan bu toksin grubu intestinal olarak viicuda
gecemese de parenteral olarak verildiginde etkilerini kisa siirede gostermekte, karaciger

nekrozu yapip, saatler icerisinde 6liime neden olmaktadirlar®’.

2.2.3. Virotoksinler

Amatoksinler ve fallotoksinlerden farkli olarak virotoksinler tek halkali yapiya
sahiptirler. Amanita virosa mantar1 virotoksin icermektedir. Virotoksinler sitotoksik
degildirler. Virotoksinler de fallotoksinler gibi parenteral yolla verildiklerinde karaciger

90
nekrozu yaparlar ™.

2.2.4. Alfa amanitin analiz yontemleri

Amatoksinlerin laboratuvar analizleriyle tespit edilmesi olduk¢a uzun bir zaman

icerisinde cesitli asamalarin kat edilmesi ile gerceklesmistir.

Ince tabaka kromatografisi (ITK veya TLC) kullanilarak yapilan tayinlerde kuru toz
halindeki mantar veya taze mantar Ogiitiilmiis olarak kullamlir. Siirekli metanol

ilavelerinin yapildig1 bu yontemde kaynatma ve kurutma islemleriyle metanol ugurulup
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0zel bir jel tabakaya uygulanmak iizere bakiyeye tekrar metanol ilave edilir. Uygulama
sonrasinda jel tabaka hazirlanan ¢oziici igerisinde yiikseltilir. Sonrasinda belirteg
pliskiirtme seklinde tabakaya uygulanir. Tabaka kurutulur ve HCI buhar1 ile doyurulmusg
tanka koyulur. Bu arada incelenen 6rnekte amatoksinler mor, fallotoksinler mavi,

virotoksinler ise yesil renge yakin veya renksiz olarak gbzlenirlergl.

Yaklagik 30 yil 6nce yaymlanan bir radyoimmiimolojik yontem sayesinde tek bir
adimda siniflandrma yapmak miimkiin olmustur”. Bu radyolojik yontemde
amatoksinin basarili bir sekilde saptanabilmesi icin inkiibasyon sivisindaki
radyoaktivitenin hesaplanmas1 gerekmektedir. Bu sekilde mililitrede 3 ng kadar

amatoksin saptanabilmektedir.

Alfa amanitinin insan plazmasi 6rneklerinde saptanmasi i¢in bir ters faz HPLC yontemi

uygulanmlsturg3 .

1992 yilinda yaymlanan bir yontemde ters faz HPLC metoduyla 8 adet amatoksin ve
fallotoksinin tespit edilmesi gerceklesmistir. Bu yontem ile hem notral toksinler olan
alfa amanitin, gama amanitin ve falloidin gibi toksinler hem de asidik olan beta
amanitin ve fallasidin gibi toksinler tespit edilebilmistir. Bu HPLC yonteminde her bir

toksin icin limit degerler ekstraksiyonun 1 mililitresinde 10 ng toksin miktaridir®*.

HPLC yontemiyle Amanita toksinlerinin tayininde ince tabaka kromatografisinde elde
edilen kuru bakiyeye belirli miktarda metanol eklenerek cozelti olusturulur. Hazirlanan
cozelti kolona enjekte edilerek, yiiksek basing ve cok yavas bir akimda kolondan

gecirilir. Kolon sonrasinda belirli dalga boylarinda tarama yapllurg5 .

Kanda veya idrarda HPLC ile alfa amanitin bakilabilir. HPLC yontemiyle kan analizi,

serum iizerindeki bir dizi islemden sonra gerceklestirilir’®.

2007 yilinda yayinlanan bir makalede serum ve karaciger alfa amanitin analizi i¢in hizli
bir yiiksek performans sivi kromatografisi-kiitle spektrometre (LC-MS/MS/MS) teknigi
aciklanmaktadir. Serumun c¢alisma icin uygun hale getirilmesinde baslangic olarak
serumda bulunan proteinler asetonitril ile c¢oktiiriilmiis ve ardindan metilen kloriir
kullanilarak asetonitril ortadan kaldirilmistir. Karaciger ise sulu asetonitril ile
homojenize edilmis ve hemen ardindan metilen kloriir kullamlarak asetonitril ortadan

kaldu11m1§t1r97.

Bu teknikte temel olarak yiiksek basingli sivi kromatografisinde fizikokimyasal

ozelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle dedektorii ile analiz edilmektedir. Boylece
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ilaclarin ve metabolitlerinin iyon yiikiine gore kii¢iik konsantrasyonda bile 6lciilmesini

saglayan miktar tayini yapmaktadir’®.

2.2.5. Saflastirma yontemleri

Amatoksinler grubundan olan beta amanitin iizerinde yapilan bir saflagtirma
calismasinda kurutulmus mantardan lipitleri uzaklagtirmak icin kloroform kullanilmas,
tuzsuzlastirma yapilmis, asidik ve notral pH’da adsorpsiyon kromatografisi ve iyon
degistirici kromatografi uygulanmustir. Ince tabaka kromatografisi ile toksin homojenize

edilmis ve biyolojik aktivitesini yitirmemistir’.

Mantarlarin antimikrobiyal etkisine dair yayinlanan bir makalede HPLC ydntemi
kullanilarak alfa amanitin, beta amanitin ve falloidin toksinleri Amanita pallidorasea

mantarinin ¢esitli kisimlarindan belli miktarlarda elde edilmistirmo.

Alfa amanitinin saflastirilmasina dair bir ¢aligmada gradiyente gore eleme modunda
mobil faz olarak amonyum asetat — asetonitril bilesenlerinin kullanildig: ters faz yiiksek
performans sivi  kromatografisi ve UV spektrumu kullanilarak alfa amanitin

saflastirmasi yapilmugtir'®',

Amanita cinsinin iiyelerinden yerel adi "East Asian Death Cap" olan Amanita
subjunquillea mantarindan peptit toksinlerin ayrimi ve saflastirilmasina dair bir

calismada yiiksek basingh s1vi kromatografisi kullantlmigtir' %,

Giliney Afrika’daki tanimlanmis ve yerli Amanita tiirlerinde amatoksin ve fallotoksin
zehirlerinin aragtirilmasina dair bir calismada analiz ve saflastirma i¢cin HPLC yontemi

kullanilmistir'®.

2.3. Alfa Amanitinin Terapotik Potansiyeli

Bircok kanser tiiriinde insan epitelyal hiicre adezyon molekiillerinin iiretimiyle ilgili
genler normalin ¢ok iistiinde okunurlar. Yapilan bir ¢aligmada alfa amanitin ile konjuge
edilmis anti epitelyal hiicre adezyon molekiilii antikoru pankreatik karsinomaya karsi

denenmis ve ilk calismalarda umut verici baz1 sonuglar gbzlemlenmistirm.

Mantarlarin antimikrobiyal etkisine dair yayinlanan bir makalede Amanita cinsi

mantarlarin peptit toksinlerin antifungal etkisi arastirilmistir. Bu calismada HPLC
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yontemi kullanilarak alfa amanitin, beta amanitin ve falloidin toksinleri Amanita
pallidorasea mantarimin ¢esitli kisimlarindan belli miktarlarda elde edilmistir. Elde
edilen her bir toksinin Blastomyces albicans tizerinde olusturdugu antifungal etkiler

karsllastmlmlstumo.

Patolojik o©zellik gosteren ve hastalar iizerinde belirli kosullarda patolojik 6zellik
kazanan bazi bakteriler; insanlar onlardan kurtulmak icin yeni careler, yeni ilaglar
tirettikce siirekli ve cok ¢esitli direng mekanizmalar1 gelistirerek karsilik verirler. Bu
yiizden tipki antiviral ve antifungal maddelerde oldugu gibi antibakteriyel 6zellik
gosteren yeni maddelerin kesfi ve ilag¢ olarak siirekli gelistirilmeleri gecmiste oldugu
kadar giiniimiizde de cok onem arz etmektedir. Mantarlarin antibakteriyel aktivitelerin
aragtirildign bir ¢alismada mikrodiliisyon yontemiyle test edilen yiiksek yapili ve i¢
parazit olarak yasayan mantar ekstrelerinden bazilarinin 6nemli antibakteriyel aktivite
gosterdigi  gozlemlenmistir. Amanita cinsi mantarlardan hazirlanan  6rneklerin
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri {izerinde antibakteriyel

etki gosterdigi tespit edilmisitir'®.

2.4. Alfa Amanitinin Membranlardan Gecgisi

Alfa amanitinin karacigerdeki tasima sistemlerinden ve hepatosit membranlarindan
gecisinin arastirildigir bir calismada fare karacigeri tarafindan alinan alfa amanitin
toksini, izole edilen hepatositlerde 1s1ga duyarli imleme yoluyla arastirilmistir. Alfa
amanitinin yayinda diger bazi amatoksinlerin de hepatositlere alindigr gozlenmistir.
Hepatositlerin amatoksinleri aliginda siniizoidal safra tuzu tasima sisteminin aracilik
ettigi belirlenmistir. Bu calismada elde edilen veriler hepatik tagima sisteminin ¢ok
cesitli amfipatik molekiiller i¢in ¢oklu Ozgiinliigii olan bir sistem oldugunu

desteklemektedir'®®.

Bircok toksini kimyasal giivenlik ve ¢esitli yapisal 6zellikleri bakimindan degerlendiren
ve toksinlerle ilgili cok detayli verilerin yer aldigi bir kurumun internet sitesine gore
amatoksin zehirlenmeleri daima toksinin veya toksin igeren mantarlarin yutulmasiyla
gerceklesmektedir. Alfa amanitin yutuldugunda gastrointestinal yoldan emilerek etkisini
gostermektedir. Deri yoluyla, solunum yoluyla, géze temasla, parenteral yolla veya
baska her hangi bir yolla toksinin viicuda girisi veya zehirlenmelere neden oldugu

bildirilmemigtir'®”.
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Alfa amanitinin deriden emilimini arastirdiimiz bu ¢aligmada toksinin deri yoluyla
viicuda gegememesi yakin bir gelecekte yeni bir dis parazit ilaci olarak alfa amanitinden
yararlanmamiz1 saglayabilir. Alfa amanitin, 6zellikle her gecen giin daha fazla direng
mekanizmasi1 gelistiren patolojik mantarlarin yiizeysel enfeksiyon yapan tiirlerine karsi
etkili bir ajan veya bir ila¢ kombinasyonunda 6nemli bir bilesen olabilir. Ayrica alfa
amanitin, hayvanlarda dis parazit enfeksiyonlarina neden olan kene gibi zararhlara kars1

kullanilarak ekonomik anlamda da giiclii bir katki saglayabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Etik kurul izin belgesi

Bu calismaya iliskin, Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan

(DU-HADYEK) 2011/006 nolu etik kurul izni alinmustir.

3.1.2. Standart ve Kkitler

Alfa amanitin standardi1 Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan elde edilmistir.

3.1.3. Amanita phalloides mantarlarimin toplanmasi

Amanita phalloides mantarlar1 2011 yilimin Ekim ve Kasim aylarinda, Yesilyayla
Kasabasi ormanlik alanindan (Giimiisova/Diizce) toplanmistir. Toplanan mantarlar
toplama sirasinda Diizce Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde
sistematik olarak tanimlanmistir. Tamimlamada makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri
incelenmistir. Makroskopik olarak sapka sekli, rengi, capi, lamel sekli, sap lamel
birlesmesi, sap boyu, yiiksiik ve kapcik sekilleri bakilmistir. Mikroskopik olarak ise
binokiiler mikroskopta, x100 biiylitmede lamellerden % 20 KOH ile hazirlanmisg
preparatlarda basidiospor, basidium ve hiflerin sekil ve boyutlart incelenerek tani

konulmustur (Resim 6).

3.1.4. Hayvan materyali

Deneyde 60 adet Balb/c (30 + 5g) erkek fare kullanilmistir. Hayvanlar kontrol-1 saat,
kontrol-6 saat, kontrol-24 saat, intraperitoneal (ip)-1 saat, ip-6 saat, ip-24 saat, perkutan
1 saat, perkutan 6 saat, perkutan 24 saat olmak iizere rastgele 9 gruba ayrilmistir (Tablo
2). Ayrica 6 fare de bos HPLC analizi ve kalibrasyon analizleri i¢in kullamlmistir.

Fareler her kafeste 6 adet olacak sekilde yerlestirilmistir. Deney hayvanlarinin tamamu,
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calisma boyunca 22 + 5 °C oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisii bulunan

ortamda takip edilmistir.

Tablo 2: Deneyde kullanilan gruplar ve yapilan islemler

Grup Adi n sayisl Yapilan Islem
Kontrol-1 saat 6 ip ve perkutan distile su, 1 saat sonra dekapitasyon
Kontrol-6 saat 6 ip ve perkutan distile su, 6 saat sonra dekapitasyon
Kontrol-24 saat | 6 ip ve perkutan distile su, 24 saat sonra dekapitasyon
Ip-1 saat 6 ip Img/kg alfa amanitin, 1 saat sonra dekapitasyon
ip-6 saat 6 ip 1mg/kg alfa amanitin, 6 saat sonra dekapitasyon
ip-24 saat 6 ip 1Img/kg alfa amanitin, 24 saat sonra dekapitasyon
Perkutan 1 saat | 6 perkutan 1mg/kg alfa amanitin, 1 saat sonra dekapitasyon
Perkutan 6 saat | 6 perkutan 1mg/kg alfa amanitin, 6 saat sonra dekapitasyon
Perkutan 24 saat | 6 perkutan 1mg/kg alfa amanitin, 24 saat sonra dekapitasyon

Resim 6: Amanita phalloides’in makroskopik ve mikroskopik resimleri
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3.1.5. Laboratuvar kosullar:

Calismalarin tamanmu Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji ve Patoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismamizda Tibbi Farmakoloji ve
Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan cihaz, teknik malzeme ve sarf

malzemeleri kullanilmistir.

3.1.5.1. Cihazlar ve teknik malzemeler
Tirag makinasi
Homojenizator
Sokslet ekstraksiyon sistemi
Cok bolmeli hava akimli kurutucu
pH 6l¢iim cihazi (Hanna)
Distile su cihaz1 (TKA-pacific)
Ependorf tiipler
Farkl caplarda mikro filtreler
Santrifiij (Niive)
Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge-5415 R)
Ogiitiicii (Premium)
Vortex (Velp)
Manyetik karistirici ( Lab Companion)
Yiiksek basinglt s1vi kromatografisi (HPLC, Shimadzu)
Hassas terazi (Precisa)
Otomatik mikropipetler (Nichiryo)
Buzdolabi (Profilo)
Mikro enjektor (Hamilton)

Cerrahi aletleri

29



3.1.5.2. Kimyasallar
Alfa amanitin (Sigma-Aldrich)
Anestezikler (ketamin ve benzerleri)
Amonyum asetat (Merck)
Asetonitril (Sigma-Aldrich)

Metanol (Merck)

3.2. Yontem

3.2.1. Alfa amanitin saflastirmasi

Saflagtirma iglemleri alfa amanitinin yeterli miktarlarda elde edilebilmesi i¢in daha dnce

tanimlanmig olan yontemle yapllmlsturmg. Bu yontem asagidaki gibidir:

HPLC analizlerindeki tiim coziiciiler analitik kalitede kullanilmigtir. Mantarlar sokslet
aparatinda %50 metanolde ekstrakte edilmis, 2 defa preparatif HPLC saflastirma islemi
uygulanmigtir. Her bir asamadan sonra saflik oranlar1 Olciilmiistiir. Toksinin
dogrulamasi analitik HPLC’deki tutulma zamam ve UV spektrumu karsilastirilmasi

yontemleriyle yapilmistir. Sonuglar ortalama + SH olarak verilmistir.

3.2.1.1. Mantar oziitii (ekstre) elde etme yontemi

Mantarlar 50-60°C hava akimi altinda 12 saatte kurutulmus, ogiitiilerek toz haline
getirilmistir. 10 gramlik 6 ayr1 sokslet filtresi i¢ine alindi, 6 farkli kanalda 150 ml %50
metanolde 4 saat sokslet aparatinda ekstraksiyonu yapilmistir (Resim 7). Elde edilen
ekstrelerin vakum evaporatdrde tam kuru olusuna kadar 50°C’de buharlastirilmistir.
Kalan materyal iizerine 1. mobil fazdan 10 ml eklenerek iyice ¢oziilmiistiir, 10 dakika
4000 rpm’de santrifiij edilmis, tistteki sivi kisim alinmis, 45 um filtreden gecirilerek

preparatif HPLC sistemine 1 ml enjekte edilmistir.
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Resim 7: Sokslet ekstraksiyon sistemi

3.2.1.2. Preparatif HPLC teknigi

Degazer, pompa ve dedektor 2 farkli paralel hatta baglanarak bir vana yoluyla hem
preparatif hem analitik HPLC sistemleri olusturulmustur. Preparatif sistemde degazer
(Shimadzu DGU-20A3) 0.05 ml/dakika hassasiyetli pompa (Shimadzu LC-6AD), bilgi
islem {initesi (Shimadzu CBM-20A), ayirici vana (preparatif/analitik), 5 ml manuel
enjektorlii sample loop, C18 ODS 10 um partikiil, 250x20 mm preparatif kolon (GL
Science Inc.), diyod array dedektdor (Shimadzu SPD-M20A), fraksiyon toplayici
(Shimadzu FRC-10A) sistemi kullanilmistir (Resim 8). Mobil faz akis hiz1 16 ml/dakika
izokratik olarak kullamilmistir. Birinci mobil faz olarak amonyum asetat (50 mM, pH
5.5 asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10 (v/v/v) kullanilmistir. Oncelikle alfa
amanitin standardi 100pg/ml bu sisteme uygulanmis ve tutulma zamani ile toksin UV
spektrumu kaydedilmistir. Hazirlanmis olan A. phalloides ekstresi bu sisteme 1 ml
uygulanmigtir. Alfa amanitin standardi ile aym tutulma zamaninda gelen pik,
baslangicindan sonuna kadar fraksiyon toplayict ile toplanmistir (Sekil 4). Elde edilen
fraksiyon vakum evaporatdorde 50°C’de kurutulmus, 1 ml olan fraksiyon %40 metanol

icerisinde ¢oziilmiis ve ikinci saflagtirma i¢in preparatif HPLC sistemine uygulanmistir.
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Saflik oramini artirmak ve toksini amonyum asetat tuzundan arimndirmak i¢in ikinci
preparatif HPLC uygulamast yapilmistir. Hemen sonrasinda ikinci mobil faz olarak
%40 metanol ile uygulanmistir. Diger parametrelerde herhangi bir degisiklik yoktur,
aynt yontemle uygulanmiglardir. HPLC ortamina alfa amanitin standardi verilmis ve
tutulma zamanmi kaydedilmistir. Ardindan fraksiyonun sisteme verilmesinden sonra
standart ile ayn1 zamanda gelen pik, baslangicindan sonuna kadar fraksiyon toplayici ile
almmustir (Sekil 5). Elde edilen fraksiyonun hacmi 6l¢iilmiistiir. Bu fraksiyondaki saflik

oranin ve toksin miktarini 6lgmek icin 20 pL analitik HPLC sistemine uygulanmistir.
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Sekil 5: 2. preparatif saflagtirmanin kromatogramu: Kesikli oklar fraksiyonlama baslangic ve bitis anlarini

gostermektedir.

3.2.1.3. Analitik HPLC

Preparatif HPLC yontemine ek olarak ayn1t HPLC sistemine dahil olan analitik kolon

yoluyla sistem, analiz icin kullanilmistir.
3.2.1.3.1. HPLC ortamm
Kolon: 5 um partikiillii, 4,6 x 250 mm C18 ODS kolon kullanilmistir.

Mobil faz: Amonyum asetat (50 mM, pH 5.5 asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10

(v/v/v) kullanilmagtir.
Mobil faz akis hizi: izokratik olarak 1 ml/dak olarak ayarlanmlstlr133.
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3.2.1.4. Safhk

Bu calismada analitik HPLC teknigiyle elde edilen toksin pikinin tiim piklere oraninin
saflik oranim verdigi kabul edilmistir. Toksin pikinin safligi ise UV taramasi ile
yapilmistir. Elde edilen alfa amanitinin saflik orant % 99.8 (Sekil 6), pik saflik oram
0.99995 olarak bulunmustur (Sekil 7).
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Sekil 6: Saflastirilarak elde edilen alfa amanitin kromatogram
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Sekil 7: Alfa amanitin pikinin saflik analizi

3.2.1.5. Toksinin dogrulamasi

Elde edilen alfa amanitin toksininin dogrulanmasi icin 2 yontem kullandmustir. Tlk
olarak preparatif HPLC sisteminde tutulma zamani, ikinci olarak UV spektrumda

minimum ve maksimum absorband degerlerin karsilastirmasi yapilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8: Alfa amanitin standart (a) ve fraksiyon (b) ultraviyole spektrumu

3.2.1.6. Miktar analizi

Analitik HPLC sisteminde alfa amanitin standardi icin 6 noktali (her biri 3 defa tekrarl)
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisinin denklemine, analizlerde elde
edilen pik alanlar1 uygulanarak madde miktar1 6l¢iimii yapilmistir. Elde edilen saf alfa
amanitin ¢oziiclisii ugurulduktan sonra 1 ml distile suda coziilerek miktar analizi
yapilmistir. Elde edilen miktar analizi sonucunda farelere 1 mg/kg olacak sekilde distile

suda ¢dziinmiis saf alfa amanitin uygulanmistir.

3.2.2. Deney protokolii

Calisma kapsamindaki biitiin uygulamalar Tibbi Farmakoloji ve Patoloji Anabilim Dah
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Deney icin farelere su kisitlamas1 yapilmamis ve
deney Oncesi bir gece a¢ birakilmistir. Fareler rastgele olarak 9 gruba ayrilmistir.
Farelere 100 mg/kg ketamin ile anestezi yapilmistir. Anestezi gerektiginde ek doz
uygulanarak 24 saate kadar uzatilmig, farelerin sirtinda 1 cm’® alandaki tiyler tiras
edilmistir (Resim 9). Anestezi altindaki farelerden perkutan gruplarimin tiras edilen sirt
bolgesindeki deriye 1 mg/kg alfa amanitin distile su i¢inde ¢Oziinmiis olarak perkutan
olarak uygulanmistir. intraperitoneal gruplarina 1 mg/kg alfa amanitin distile su icinde

¢Oziinmiis olarak intraperitoneal olarak uygulanmistir. Kontrol grubundaki farelere hem
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perkutan hem de intraperitoneal olarak ¢oziicii olan distile su uygulanmistir. Uygulama
sonrasinda fareler 1., 6. ve 24. saatlerde anestezi altinda dekapite edilerek kalpten
kanlar1 alinmistir. Derileri, karaciger ve bobrekleri alinmis, karaciger ve bobreklerin
yaris1 patoloji i¢in %10 formaldehit i¢cine alinmistir. Diger kismu toksin analizi i¢in -20
C de muhafazaya alinmistir. Alinan kanlar 20 dakika bekletilmis, sonra 5 dakika 10000
rpm altinda santrifiij yapilmistir. Elde edilen serumdan 30 pL alinarak iizerine 30 uL
metanol eklenmis ve 2 dakika vorteksle karistirtlmistir. 5 dakika 10000 rpm de santrifiij
yapilmigtir. Ustte kalan s1vi boliimden 20 pL alinarak analitik HPLC cihazina enjekte

edilmistir.

Resim 9: Sirt bolgesi tiras edilmis fare

3.2.3. Serumda ve dokularda alfa amanitin analizi

Alfa amanitin analizi icin daha Once tamimlanmis yontem modifiye edilerek
kullaniimistir'”. Bu amagla oncelikle kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Karaciger ve
bobrek dokulart homojenize edilmistir. Kontrol grubu farelerden alinan 21 serum,
karaciger ve bobrek Ornegi iizerine alfa amanitin standardi 0.2-0.5-1-2-5-10 pg
eklenmistir. 3 6rnek de bos birakilmistir. 2 dakika karistirilmig, 30 uLL materyal iizerine
30 uL metanol eklenmis ve 2 dakika vorteksle karigtirillmigtir. 5 dakika 10000 rpm’de
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santrifiij yapilmistir. Ustte kalan s1v1 boliimden 20 pL almarak analitik HPLC cihazina
enjekte edilmistir. Elde edilen sonuclar X-Y dagilim grafigine uygulanarak kalibrasyon
egrileri serum, karaciger ve bobrek icin ayri ayri olusturulmustur. HPLC analizi
sonucunda elde edilen pik alanlar1 bu denklemlere uygulanarak alfa amanitin miktar1

hesaplanmustir.

HPLC sisteminde 5 um partikiillii, 4.6 x 250 mm C18 ODS kolon kullanilmistir. Mobil
faz olarak amonyum asetat (50 mM, pH 5.5 asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10
(v/v/v) kullanilmigtir. Mobil faz akis hiz1 izokratik olarak 1 ml/dak olarak ayarlanmustir.
HPLC sistemi olarak yukarida tanimlanan analitik sistem kullanilmigtir. Sisteme Once
bos numuneler enjekte edilmis, alfa amanitin eklenmis numunelerdeki alfa amanitin

pikinin tutulma zamaninda bagka pik gelmedigi goriilmiistiir (Sekil 9).

3.2.4. Patolojik inceleme yontemi

Materyaller rutin takip islemlerinden gectikten sonra parafin bloklarina gomiilmiis ve
bunlardan 5 mikrometre kalinlikta kesitler hazirlanmistir. Kesitler rutin hemotoksilen-
eozin yontemiyle boyanarak preparatlar hazirlanmistir. Preparatlar 151k mikroskobunda
incelenmigstir. Arastirilan ve derecelendirilen parametreler; hepatotoksik nekroz,
kolestazis, yagli dejenerasyon, inflamatuvar infiltrasyon ve graniiler dejenerasyonun

varhigidir''°.

3.2.5. istatistiksel analiz

Toksin diizeyleri her organ ve serumda kendi arasinda ve her saat gruplarinin kendi
arasinda Kruskall Wallis varyans analizi yontemi kullanilarak karsilastirilmistir.
Patolojik bulgularin varligi, her organ i¢in ayr1 ayr1 olarak ve her saat gruplarmin kendi
arasinda ki-kare testi ile karsilagtirdmigtir. Tiim toksin 6l¢iim verileri ortalama (+ SH)
olarak verilmis, patolojik incelemede hiicresel hasar parametrelerinin varlifi veya

yoklugu degerlendirilmis, p degeri <0.05 olan veriler anlamli olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 9: Alfa amanitinin HPLC’de analizinden elde edilen kromatogramlar (A: bos serum, B: serum

iistiine sonradan eklenmis alfa amanitin)
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4. BULGULAR

4.1. Alfa Amanitin Analiz Sonuglari
4.1.1. Kalibrasyon kromatogramlari pik alanlari

Analizler sonucunda serum i¢ine eklenen alfa amanitin icin elde edilen kalibrasyon
konsantrasyonlar1 ve pik alanlar1 Tablo 3’te gosterilmistir. alfa amanitinin bos serum ve
serum iistiine sonradan eklenmis alfa amanitin kromatogramlari Sekil 9°da

gosterilmistir. Alfa amanitinin pik cikis siiresi 13.89 dakika olarak tespit edilmistir.

4.1.2. Kalibrasyon egrileri

Serum, karaciger dokusu ve bobrek dokusuna alfa amanitin eklenmesi ile elde edilen
kalibrasyon egrileri Sekil 10°da gosterilmistir. Serumda alfa amanitin icin kalibrasyon
egrisi denklemi y = 14.614x — 29.466 olarak bulunmustur ve denklemin R’ degeri
0.9994 olarak bulunmustur. Karaciger dokusunda alfa amanitin i¢in kalibrasyon egrisi
denklemi y = 14.584x olarak bulunmustur ve denklemin R’ degeri 0.9995 olarak
bulunmustur. Bobrek dokusunda alfa amanitin i¢in kalibrasyon egrisi denklemi

y=14.64x olarak bulunmustur ve denklemin R* degeri 0.9994 olarak bulunmustur.

Tiim analizlerde alfa amanitin analizi i¢in sinyal/giiriiltii orani 3 olarak alindiginda tayin
limiti (limit of detection, LOD) 5 ng/ml, sinyal/giiriilti oram 10 olarak alindiginda
Olctim limiti (limit of quantification, LOQ) 17 ng/ml olarak bulunmustur.
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Tablo 3: Alfa amanitinin serumdaki ters faz HPLC yontemi ile analizlerini takiben elde

edilen kromatogram pik alanlar1

Eklenen alfa amanitin Elde edilen pik alam
konsantrasyonu (ng/ml)
200 3415 £ 11
500 7145 +4
Serum 1000 12681 £9
2000 29628 £ 11
5000 75014 £ 180
10000 145231 +26
20 338+0.9
50 721 £0.3
100 1275 £0.8
Karaciger 200 2051 +x1.2
500 7489 + 16
1000 14497 £ 19
20 347+0.9
50 710+ 0.5
100 1254 £ 1.5
Bobrek 200 2881 +2.9
500 7524 + 14
1000 14568 + 28

4.1.2. Serumda alfa amanitin dl¢iimii sonuclar:

Serumda ve dokularda 6lciilen alfa amanitin diizeyleri Tablo 4’te verilmistir. Kontrol 1
saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan serumlardan hicbirinde alfa
amanitin tespit edilememistir. Perkutan 1 saat, perkutan 6 saat ve perkutan 24 saat
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gruplarindan alinan serumlardan hicbirinde alfa amanitin tespit edilememistir. Ip 1 saat
grubundan alinan serumlarda 1216 (35) ng/ml, ip 6 saat grubundan alinan serumlarda
728 (£19) ng/ml, ip 24 saat grubundan alman serumlarda 216 (x14) ng/ml tespit
edilmistir. Kontrol gruplar ile perkutan gruplarindaki alfa amanitin diizeyleri arasinda
fark yoktur (p<0,001). ip gruplari ile kontrol ve perkutan gruplari arasinda her saat
grubu kendi arasinda karsilagtirildiginda tamaminda anlamli fark bulunmustur

(p<0,001).

4.1.3. Karacigerde alfa amanitin 6l¢iimii sonuclari

Kontrol 1 saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan karaciger
dokularimin higbirinde alfa amanitin tespit edilememistir. Perkutan 1 saat, perkutan 6
saat ve perkutan 24 saat gruplarindan alman karaciger dokularinin hicbirinde alfa
amanitin tespit edilememistir. Ip 1 saat grubundan alinan karaciger dokularinda 1057
(£57) ng/ml, ip 6 saat grubundan alinan karaciger dokularinda 3294 (+42) ng/ml, ip 24
saat grubundan alinan karaciger dokularinda 2895 (£71) ng/ml tespit edilmistir. Kontrol
gruplart ile perkutan gruplarindaki karaciger dokularimn alfa amanitin diizeyleri
arasinda fark yoktur (p<0,001). Ip gruplari ile kontrol ve perkutan gruplar1 arasinda her
saat grubu kendi arasinda karsilastirildiginda tamaminda anlamli fark bulunmustur

(p<0,001).

4.1.4. Bobrekte alfa amanitin 6l¢iimii sonuclari

Kontrol 1 saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan bébrek dokularinin
hicbirinde alfa amanitin tespit edilememistir. Perkutan 1 saat, perkutan 6 saat ve
perkutan 24 saat gruplarindan alinan bobrek dokularmin hicbirinde alfa amanitin tespit
edilememistir. Ip 1 saat grubundan alman boébrek dokularinda O ng/ml, ip 6 saat
grubundan alinan bobrek dokularinda 156 (£10) ng/ml, ip 24 saat grubundan alinan
bobrek dokularinda 85 (+9) ng/ml tespit edilmistir. Kontrol gruplar ile perkutan
gruplarindaki bobrek dokularmmin alfa amanitin diizeyleri arasinda fark yoktur
(p<0,001). Ip gruplari ile kontrol ve perkutan gruplari arasinda her saat grubu kendi
arasinda karsilastirildiginda 1 saat gruplari arasinda fark yoktur, 6 saat ve 24 saat

gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,001).
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Tablo 4: Serum ve dokularda dl¢iilen alfa amanitin seviyeleri

Serum (ng/ml) Karaciger (ng/ml) Bobrek (ng/ml)
Kontrol-1 saat 0 0 0
Kontrol-6 saat 0 0 0
Kontrol-24 saat 0 0 0
ip-1 saat 1216 (£35) 1057 (£57) 0
ip-6 saat 728 (£19) 3294 (+42) 156 (£10)
ip-24 saat 216 (£14) 2895 (+71) 85 (+9)
Perkutan 1 saat 0 0 0
Perkutan 6 saat 0 0 0
Perkutan 24 saat 0 0 0

4.2. Patolojik inceleme Sonuclar1
4.2.1. Karaciger patolojik inceleme sonuclari

Kontrol 1 saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan karaciger
dokularmin hicbirinde hiicresel sisme, apoptotik Councilman cisimcikleri, piknotik
hiicreler goriilmemistir (Resim 10). Perkutan 1 saat, perkutan 6 saat ve perkutan 24 saat
gruplarindan alinan karaciger dokularinin higcbirinde hiicresel sisme, apoptotik
Councilman cisimcikleri, piknotik hiicreler goriilmemistir. Ip 1 saat ve ip 6 saat
grubundan alinan karaciger dokularinin tamaminda hiicresel sisme goriilmiistiir. Ip 24
saat grubundan alinan karaciger dokularimin tamaminda apoptotik Councilman
cisimcikleri ve piknotik hiicreler goriilmiistiir (Resim 11). Perkutan gruplari ile kontrol
gruplar arasinda hiicresel hasar acisindan fark bulunmamistir (p<0,001). Ip gruplari ile
kontrol ve perkutan gruplar1 her saat gruplari kendi arasinda karsilastirildiginda hiicresel

hasar agisindan anlamli fark bulunmustu (p<0,001).
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Resim 10: Kontrol 1 saat (A) ve perkutan 1 saat (B) grubundan alinan karaciger dokusunun histolojik

goriiniimii (HE, 40x)
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Resim 11: ip 6 saat (A) ve ip 24 saat (B) grubundan alinan karaciger dokusunun histolojik gortiniimi

(HE, 40x) (mavi oklar vakuoler dejenerasyonu, yesil oklar piknotik hiicreleri, sar1 oklar Councilman

cisimciklerini gostermektedir.)
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4.2.2. Bobrek patolojik inceleme sonuclari

Kontrol 1 saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan bobrek dokularimn
hicbirinde hiicresel sisme, apoptotik Councilman cisimcikleri, piknotik hiicreler
goriilmemistir. Perkutan 1 saat, perkutan 6 saat ve perkutan 24 saat gruplarindan alinan
bobrek dokularmin hicbirinde hiicresel sisme, apoptotik Councilman cisimcikleri,
piknotik hiicreler gériilmemistir. ip 1 saat, ip 6 saat ve ip 24 saat grubundan alinan
bobrek dokularmin hicbirinde hiicresel sisme, apoptotik Councilman cisimcikleri,

piknotik hiicreler goriilmemistir. Borek dokusunda hiicresel hasar agisindan higbir grup

arasinda farklilik bulunmamastir.

Resim 12: Kontrol 6 saat (A) ve ip 6 saat (B) grubundan alinan bobrek dokusunun histolojik goriintimii
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4.2.3. Deri patolojik inceleme sonuclari

Kontrol 1 saat, kontrol 6 saat ve kontrol 24 saat gruplarindan alinan deri dokularinin
epidermis, dermis, kil folikiilii ve deri alt1 dokulariin hi¢birinde hiicresel hasar belirtisi
goriilmemistir. Perkutan 1 saat, perkutan 6 saat ve perkutan 24 saat gruplarindan alinan
deri dokularmin epidermis, dermis, kil folikiili ve deri alti dokularimin higbirinde
hiicresel hasar belirtisi goriilmemistir (Resim 13). Ip gruplarinda deri patolojisi

incelenmediginden degerlendirmeye alinmamistir. Kontrol gruplar1 ile perkutan

gruplariin deri hiicrelerindeki hiicresel hasar acisindan anlamli fark bulunmamistir

(p<0,001).

Resim 13: Kontrol 24 saat (A) ve perkutan 24 saat (B) gruplarindan alinan deri 6rneklerinin histolojik

goriinimil

47



4. TARTISMA ve SONUC

Fareler iizerinde yaptigimiz bu calismamizda; alfa amanitinin saglam bir deri
yiizeyinden viicuda gec¢ip gecmedigi, alfa amanitin deri yoluyla viicuda gecmisgse kan,
karaciger ve bobrekler iizerindeki olas1 sitotoksik etkileri ve yine karaciger, bobrek ve
kandaki olas1 alfa amanitin varlifi ve miktari, alfa amanitin deri yoluyla viicuda
gecmese dahi toksinin deri iizerinde herhangi bir sitotoksik etki birakip birakmadigi,

konularinda net bilimsel veriler elde etmek amag¢lanmistir.

Gerek alfa amanitin gerekse de diger amatoksinler gastrointestinal sistemden ¢ok hizli
emilmektedirler. Amatoksinler radyoimmiinolojik olarak tespit edilebilmektedirler.
Idrarda amatoksinlerin radyoimmiinolojik olarak tespit edilebilecegi en erken zaman
dilimi yaklagsik olarak 90-120 dakikadir. Bu tespit siiresi sindirim sonrasinda elde edilen

siiredir!!!

Hayvanlarda, 6zellikle de deney hayvanlar1 agisindan diisiiniirsek; amatoksinlerin
gastrointestinal sistem tarafindan emilmesi bircok yonden farkliliklar gostermektedir.
Farelerde ve sicanlarda gastrointestinal olarak amatoksinlerin emilimi sasirtict derecede
azdir. Amatoksinler kedi, kopek ve kobaylarda kilogram basina diisiik miligram
dozlarinda bile 6liime neden olmustur. Alfa amanitinin képekler i¢in LDsq degeri,
intravendz uygulamalarda 0.1 mg/kg civarindadir. Siganlarda ise bu deger 0.3 mg/kg

kadardir''%

Amatoksinlerin kinetigi intravendz olarak kopeklerde ve intraperitoneal olarak da
farelerde calisilmistir. Amatoksinlerin farmakokinetiklerine dair yapilan caligmalarda
kanda ana tasiyict molekiillerden biri olan albiimin ile baglanmadigi gozlenmistir.
Amatoksinlerin insan viicudundaki dagilimi ile ilgili herhangi bir veriye
ulagilamamstir. Ancak hayvanlarla yapilan toksikokinetik ¢aligmalar sonucunda
anlamli sonuglar almmistir. Bir kopege intravendz yolla uygulanan alfa amanitinin
uygulama sonrasinda dagilim hacmi hiicre digi alanda 160-290 ml/kg olarak tespit

edilmigtir’.

Oral yolla aliman alfa amanitinin yarilanma Omriine dair insanlarda yapilan
calismalardan birinde 32 hastanin bulundugu bir grup olusturulmustur. Cok sayida

hastanin serum Orneklerindeki alfa amanitin degerleri ¢cok hizli bir sekilde azalmistir.
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Yaklagik 36 saat sonra yapilan incelemelerde sadece iki hastanin serumunda

amatoksinlere rastlanabilmistir®.

Deney hayvanlarinda yapilan biyolojik yarilanma Omriine dair bir calismada tipki
insandaki gibi amatoksinlerin ¢ok hizli bir sekilde serum tarafindan elimine edildikleri
anlagilmistir. Alfa amanitinin farelerdeki itraperitoneal uygulamalarinda uygulamadan 4
saat sonra yapilan incelemede amatoksinlerden higbirisi bulunamamistir. Kopeklerde
intravendz alfa amanitin uygulamasi sonrasinda yapilan incelemede toksinin
plazmadaki yarilanma omrii yaklagik olarak yarim saat olarak gézlemlenmistir. Yine bu
caligmada intravendz uygulama sonrasi total viicut klirensi dakikada kilogram bagina

2.7-6.2 ml olarak hesaplanm1§t1r3.

Radyoimmiinolojik saptama yerine calisjmamizin yontem ve bulgular kisminda da
tanimlanan farkli derecelerde saflastirma ve aymrim yapabilen, farkli o6zellikteki
tarayicilarin sisteme entegre edilebildigi HPLC tekniklerinin kullamldig1 daha yeni bir
calismada alfa amanitinin farmakokinetigine dair daha farkli veriler elde edilmistir.
HPLC tekniginin kullanildigr bu calismada zehirlenme geciren hastalardan onceki
calismalara gore daha ge¢ alinan Orneklerde dahi alfa ve beta amanitin gibi
amatoksinlere rastlanmistir. Amanita phalloides zehirlenmesi geciren ¢cok sayidaki hasta
incelenmistir. Hastalardan alinan kan ve idrar gibi drneklerde yapilan incelemelerde 24
saatten daha uzun siirelerde bile alfa amanitine rastlanmistir. Karaciger ve bdobrek

dokularindan giinler sonrasinda alinan 6rneklerde dahi alfa amanitin gozlemlenmistir®®,

Yukarida bahsedilen caligmalardan ve su ana kadar benzer oOzellikteki pek c¢ok
gozlemden, arastirma ve kayitlardan anlasilmaktadir ki alfa amanitinin toksik etkileri,
zehiri iceren mantar tiirlerinin yenilmesiyle diger bir deyisle gastrointestinal sistem

araciligryla mantar toksinlerinin viicuda gecmesiyle goriilmektedir.

Deneysel olarak toksik etkilerin gozlemlenmesi su ana kadarki g¢aligmalardan
anladigimiz kadariyla ya alfa amanitinin intraven6z yolla kedi, kdpek veya kobay gibi
deney hayvanlarina verilmesiyle ya da intraperitoneal olarak fare gibi daha kiiciik deney

hayvanlarina uygulanmasiyla gerceklestirilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda saflik derecesi oldukca yiiksek olan alfa amanitinin
kullanildig1 pek cok arastirmada bulunmustur. Fakat bunca calismaya ragmen kaza eseri

dahi olsa deri yoluyla gergceklesen herhangi bir zehirlenme olgusuna rastlanmamaistir.
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Tiirkiye’deki zehirlenme vakalarinda dahi deri yoluyla zehirlenmeye dair herhangi bir
bulgu gozlemlenmemistir. Calismamizda bahsi gecen ve Tiirkiye’deki zehirlenmeleri
konu alan arastirmada da zehirleme olgularinin hepsinin gastrointestinal sistem yoluyla
yani alfa amanitin ve diger amatoksinleri iceren mantarlarin yenilmesiyle gerceklestigi

goriilmektedir.

Zehirlenme vakalarina dair, zehirlenen bazi1 hastalarin yakinlariyla yaptigimiz
goriismelerden anhiyoruz ki aslinda zehirli mantarlar toplanirken ve daha Onemlisi
yemek olarak hazirlanma siiresince; yikanirken, dogranirken ve pisirilirken bircok kisi
amatoksinlerle temas edebiliyor. Bilimsel ¢alismalara hazirlik esnasinda alfa amanitin
iceren mantarlar1 dogal habitatindan toplatan, pek ¢ok islemden gecirerek isleyen, alfa
amanitin saflagtirmas1 yapan ticari veya bilimsel kurumlarda dahi deri yoluyla

zehirlenmeye ait bir veri su ana kadar ortaya ¢cikmamustir.

Yapilan literatiir aramalarinda deri yoluyla alfa amanitin absorpsiyonunun incelendigi
bir calisma veya deri yoluyla alfa amanitinin viicuda girerek zehirlenmelere yol actigi
herhangi bir vaka bulunamamistir. Su ana kadar bilinen biitiin alfa amanitin
zehirlenmeleri alfa amanitin iceren mantar tiirlerinin 6zellikle de Amanita phalloides

tiirii mantarlarin yenilmesiyle intestinal yoldan olmugtur'”’.

Daha o©nce Orneklerinin verildigi caligmalarda oldugu gibi caligmamizda da
intraperitoneal uygulama gruplar1 olusturulmustur. Intraperitoneal fare gruplarindaki 1,
6 ve 24 saatlik kan, karaciger ve bobrek dokularinda yapilan incelemelerde kanda alfa
amanitin tespiti yapilmis karacigerlerde nekrotik degisiklik net olarak ortaya konmustur.
En uzun siireli grubumuz 24 saatlik oldugundan bobreklerde net bir sitotoksik degisim
gozlemlenmemistir. Karaciger ve kan oOrneklerindeki net bulgulara ragmen
bobreklerdeki durum farkli olmasinda alfa amanitinin 6nce kanda, ve karacigerde en

son ve uzun siireli olarak da bobreklerde bulunmasinin etkili oldugu diisiiniilmektedir®.

Kontrol grubundaki farelerde ve sadece tiraglanmis deri {izerine alfa amanitin
uygulanmig farelerde; 1, 6 ve 24 saatlik incelemelerde deri, karaciger ve bdébrek
orneklerinin hicbirisinde sitotoksik bir etki gdzlemlenmemistir. Kontrol grubu ve deri
uygulamasi yapilan fare gruplarindan aliman kan 6rneklerinde de HPLC teknigiyle

yapilan incelemelerde alfa amanitin bulunamamustir.
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Daha oOnce deri yoluyla alfa amanitinin absorbe olduguna dair insanlar {izerinde
herhangi bir calisma veya deri yoluyla insanlarin zehirlenmesine dair bir vaka
bulunmamas1 ayrica deney hayvanlar1 {izerinde alfa amanitinin absorpsiyonunu konu
alan bir arastirmanin veya herhangi bir verinin olmamasi1 ¢alismamizi bagka ¢caligmalar
izerinden degerlendirmemizi engellemistir. Ayrica dogrudan alfa amanitinin deri
yoluyla emilimine dair veriler bulunmadig1 i¢in farmakokinetik calismalarinda oldugu
gibi farkli zamanlarda yapilan ¢aligmalardaki verileri kiyaslama ve bu verilerden direkt
faydalanma sansimiz da olmamistir. Alfa amanitinin deri yoluyla absorpsiyonuna dair

biitiin veriler bu ¢calismada kazanilmistir.

Calismamiz bu yonleriyle zorlayici olsa da konusu itibariyle su ana kadarki ilk ve tek

calisma olmasi, sonuglarinin oldukg¢a net ve anlasilir olmasi nedeniyle de sevindiricidir.

Amanita cinsine ait mantar orneklerinden hazirlanarak elde edilen alfa amanitin ve diger
amatoksinlerin insan ve hayvan saghigim tehdit eden patolojik mantarlara kars1 etkili
olabilecegi, 6zellikle de deri iizerinde patolojilere neden olan fungal ajanlara kars1 fayda
saglayabilecegi antifungal duyarlilikla ilgili yapilan arastirmalardan anlasilabilir. Deri
izerinde ¢esitli patolojilere yol agabilen, genellikle firsat¢1 enfeksiyonlar yapan, immiin
sistemi bir sekilde baskilanmig olan kisilerde ise tiim viicudu etkileyebilecek derecede
tehlikeli enfeksiyonlara neden olabilen Blastomyces albicans mantarma karsi alfa

amanitin, beta amanitin ve falloidin toksinleri denenmistirmo.

Yine mantar orneklerinin denendigi bir calisjmada mantar toksinlerinin antibakteriyel
etkileri aragtirillmig ve amatoksin iceren bir Amanita cinsi mantardan elde edilen
materyalin Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus tizerinde antibakteriyel
etki gosterdigi saptanmistir. Ancak alfa amanitinin yliksek toksisitesi, heniiz ¢cok net
olarak ortaya konulamayan farmakokinetigi ve dagilimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin
genelde az sayidaki hayvan deneylerinden olusmasi, dolayisiyla dagilim siireci ile ilgili
yeterli verilerin olmamasi™, sistemik enfeksiyon yapan Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus gibi bakteriyel ayrica viral ve fungal ajanlara kars1 kullaniminin

su an i¢in imkansiz goriinmesine neden olmaktadir.

Alfa amanitinin Blastomyces albicans gibi deri lizerinde cesitli enfeksiyonlar yapabilen
Okaryotik bir patojene etkili olmas1 ve antibakteriyel etkinliginin de fark edilmesi ileride

yapilacak daha kapsaml1 ¢alismalara 6nemli bir temel niteligindedir.
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Alfa amanitinin halihazirda etkili oldugu deri patojeni olan Blastomyces albicans ve
yakin gelecekte lizerlerindeki olas1 antimikrobiyal etkisinin fark edilebilecegi baska deri
patojenleri de diisiiniildiiglinde; bu giiclii toksinin insan ve hayvanlarda ila¢ olarak
kullanilmasimin Oniindeki en biiyiikk engellerden birisi muhtemelen deri {iizerine

uygulandiginda ne olacaginin bilinmemesidir.
Bu noktada sonug olarak, yapilan aragtirmamiza bakildiginda;

a) farelerin derileri iizerine uygulanan alfa amanitinin, deri {izerinde herhangi bir

sitotoksik etkisinin gdozlemlenmemesi,

b) deri uygulamasi yapilan hayvanlarin kan, karaciger ve bobrek orneklerinde

alfa amanitine rastlanmamasi

c) ayrica intraperitoneal uygulamalardaki fare karaciger hiicrelerinin nekrotik
degisime ugramasina ragmen deri uygulamasi yapilan farelerin karacigerlerinde

herhangi bir sitotoksik etkinin gézlemlenmemesi,

gibi bulgulara dayanarak deneylerimizde elde edilen verilerin alfa amanitinin yiizeysel
enfeksiyonlara karst bir ilag veya bir ilag kombinasyonunun bileseni olarak

kullanilmasim konu alacak olas1 caligmalara katki saglayacagi umulmaktadir.
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