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OZET

ALFA AMANITININ SICANLARDA TOKSIiKOKINETIGi

Selim KARAHAN
Yiiksek Lisans Tezi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmanm Yrd.Dog¢.Dr. Ertugrul KAYA
Haziran, 2012

Amanita phalloides diinyadaki goriillen Oliimciil mantar zehirlenmelerinin %95’in
tizerinde sorumlu olan mantar tiiriidir. Bu mantarin 2 grup toksini tanmimlanmistir.
Bunlar amanitin grubu ve falloidin grubu toksinler olarak bilinmektedir. Amanitin
grubu toksinlerden mantar i¢inde en fazla bulunan ve hakkinda en fazla arastirma
yapilan toksin a-amanitindir. Bu grup toksinler RNA polimeraz Il enziminin spesifik
inhibitoriidiir. Mantarlarla olan zehirlenmelerde bu toksinin toksikokinetigi c¢ok
Oonemlidir. Ancak bu konuda yapilan arastirmalar yetersizdir.

Yaptigimiz saha calismalarinda Ekim-Kasim 2010 aylarinda Diizce c¢evresindeki
ormanlardan yeterli miktarda Amanita phalloides mantar1 toplanmistir. Mantar
icerigindeki toksin analizi ve mantarlardan o-amanitin saflastirilmast HPLC cihaziyla
gerceklestirildi. Calismamizda, anestezi altindaki sicanlara oral ve intravendz yoldan 1
mg/kg a-amanitin verildikten sonra farkli zaman dilimlerinde (2.-5.-10.-15.-20.-45.-60.-
90. dakika ve 2.-3.-4.5.-6.-9.-12.-24 saat) alinan kanlarin serumlarinda o-amanitin
toksininin HPLC yontemiyle C18 kolon, amonyum asetat: asetonitril: metanol
(80:10:10,v/v/v) mobil faz ve 1 mL/dak izokratik akis hiz1 kullanilarak analizi yapildi.
Yapmis oldugumuz analizler sonucunda, o-amanitin toksikokinetiginin  “iki
kompartmanh disariya agik model’e uygunluk gosterdigi, oral biyoyararlaniminin
F=0.936, tgoruk: 2-3 saat (2.64), Caoruk-oral = 2.86 + 0.08 pg/ml, Cgorui-iy. = 12.01 £ 0.07
ug/ml, klirensinin CL = 75.91 + 9.11 ml/st/kg ve eliminasyon yarilanma Omriiniin (t;/p)
110.4 £ 0.30 dak. oldugu saptanda.

Calismamizda oral biyoyararlanim orani, eliminasyon yarilanma omri, tgoruks Cdoruk,
klirensin belirlenmesi ve literatiire kazandirilmasi onemli bir asamadir. Ayrica bu

verilerden zehirlenme vakalarinda yararlanilabilecektir.

Anahtar sozciikler: Amanita phalloides, o-amanitin, HPLC, toksikokinetik,

biyoyararlanim, klirens



ABSTRACT

TOXICOKINETICS OF THE ALPHA AMANITIN IN RATS

Selim KARAHAN
Master of Science Department of Medicinal Pharmacology
Supervisor Asistant Prof.Dr. Ertugrul KAYA
June, 2012

Amanita phalloides is the species which cause more than % 95 lethal mushrooms’
poisoning. There have been determined two groups of toxin in these mushrooms. These
toxins are known as amanitin group and phalloidin group. Among toxins, the most
frequent toxin is a-amanitin type toxin and there are a lot of distributions in the
mushroom. o-amanitin is specific inhibitor of RNA polymerase II. Toxicokinetics of
this toxin is very important about poisoning caused mushrooms but pharmacokinetics of
this toxin has not been sufficiently determined.

In recent field study at October-December in 2010, Amanita phalloides was adequately
collected in forest around the Diizce. Toxins in the mushrooms were analyzed with
HPLC machine. In our study, a-amanitin (1 mg/kg) was administrated via oral and
intravenously in rats at different times ((2.-5.-10.-15.-20.-45.-60.-90. minutes and 2.-3.-
4.5.-6.-9.-12.-24 hours) under anaesthesia. In the different times, blood specimens of the
taking from rats will be analyzed for a-amanitin by using HPLC methods (C18 column,
amonium asetate: acetonitrile: methanol (80:10:10,v/v/v) mobile phase, and 1 mL/min.
isoacratic flows).

Results from analyzes that we were done, toxicokinetics of a-amanitin is demonstrate
compliance with “two compartment-open model”, oral bioavailability F = 0.936, ty,: 2-
3 hours (2.64), Chax-oral = 2.86 £ 0.08 pg/ml, Cpax-iv. = 12.01 £ 0.07 pg/ml, clearance CL
=75.91 £ 9.11 ml/h/kg, elimination half life (t;,28) 110.4 £ 0.30 min.

We explain parameters of toxicokinetics of a-amanitin which oral bioavailability,
elimination half life, tyh.x, Cmax, clearance and earned to literatures in rats. Furthermore,

there will be also to take advantages of this data at mushrooms poisoning cases.

Keywords: Amanita phalloides, a-amanitin, HPLC, toxicokinetics, bioavailability,
clearance



1. GIRIS

Amanita phalloides, diinyada en ¢ok 6liime neden olan zehirli mantar tiirtidiir'. Oyle ki;
mantar zehirlenmelerinden kaynaklanan oOliimlerin % 95’inden fazlasini olusturur”.
Amerika’da 1957-1964 yillan1 arasinda 30 kisinin mantar zehirlenmesinden nedeni ile
oldiigi belirtilmektedir’. Bati Avrupa’da 1990-1994 yillar1 arasinda yilda 50-100
arasinda, Amerika Birlesik Devleti’nde ise 5 yilda 100 6liimciil mantar zehirlenmesi
vakasi tespit edilmistir*. Aym sekilde Afrika, Asya, Avustralya, Amerika kitalarinda
bircok zehirlenme vakasi rapor edilmistir’. Orta Avrupa’da mantar zehirlenmesi
kaynakli 6liimlerin en bilyiik nedeni A. phalloides olmakla beraber, Amanita verna tiirii
ile de zehirlenme vakalari oldugu saptanmistir. Amerika’da ise Oliimciil mantar
zehirlenmelerinin biiyiik boliimii A. phalloides tiirlinden kaynaklandig belirtilmistir®.
Bu mantar tiiriinde amatoksinler ve fallotoksinler olmak iizere 2 grup toksin
tanimlanmistir. A. phalloides tiirlinde mantarin en zehirli kismi sapka kismidir. Kuru

mantarin bir graminda yaklagik olarak 2-3 mg amatoksinler bulunur’. Toksisitesi en

yiiksek amatoksin olan a-amanitinin kuru mantardaki orani ise 1-2 mg/ g’dlrg.

A. phalloides’in diger yenilebilen mantar tiirlerinden ayirt edilmesinin zor olmasi
zehirlenme tehlikesini arttiran 6nemli bir faktordiir. A. phalloides gelisme evreleri
icerisinde bir¢cok mantar tiiriine benzeyerek ve aym ortamlarda, yan yana yetiserek bu

tehlikeyi arttirmaktadir® '

. Mantar konusunda uzman olmayan kisilerin hatalar1 sonucu
ayirt edilmeleri giic olan yabani mantarlarin yenmesi nedeniyle alerjik gastroenteritten
6liimciil karaciger nekrozuna kadar cesitli reaksiyonlar ortaya glkabilmektedir“. Bunun
yam swra A. phalloides mantarlar1 alkolle birlikte tiiketildiklerinde daha tehlikeli

sonug¢lar meydana getirmektedirlz.

Yakin bir zamana kadar mantar zehirlenmesi vakalarinda etken olan mantar tiirii teshis
edilemiyordu. Bunun ana nedeni, gerek teshis yontemlerinin gelistirilememesi gerekse
ekonomik olarak laboratuvar kosullarinin yetersiz olusudur. Amerika Zehir Kontrol
Birligi (AAPCC), 1975-1995 yillar1 arasinda mantar zehirlenmelerinden kaynaklanan

vakalarin yaklagik %90’1nda, toksinlerin ayriminin yapilamadigini rapor etmistir'”.

Diinyada mantar tiikketiminin yiiksek olmasinin en biiyiik sebebi mantarlarin protein ve
baz1 6zel amino asitleri barindirmasindan kaynaklanir. Bunun yam sira, yag, kolesterol

ve kalori yoniinden diisiik olmasi tercih edilmesinde onemli rol oynarm. Bir baska



nedeni ise insanlarin sosyoekonomik durumlariin diisiik olmasidir. Ayrica mantar

toplama ve yeme, bazi insanlar i¢in oldukca keyifli bir hobi nedenidir".

Amanita cinsi mantar zehirlenmelerinde Oliim orami (mortalite) % 9-40 arasinda
degismektedir'®. Cocuklarda ise bu oran %50’ nin iistiindedir’. Son yapilan aragtirmalar;
yetigkinlerde bu oramin % 20 civarinda oldugu ve amanita nedenli mantar 6liim
oranlarinin son yillarda destekleyici tedaviler sayesinde azaldigim gostermektedir'’.
Amatoksin zehirlenmelerine bagli vakalar en cok Avrupa’da goriilmektedir. Orta
Avrupa’da 1971-1980 yillar1 arasinda 205 amatoksin zehirlenme vakasinda toplam
6lim oran1 % 22.4, 10 yasin altindaki ¢ocuklarda ise bu oran % 51.3 bulunmustur'®,
Yine Fransa’da 1984-1989 yillar1 arasinda goriilen 45 zehirlenme vakasinda 6liim orant;
% 17.8, 10 yasin altindakilerde ise %33.3 tiir"”. Bulgaristan’da 1991-1998 yillar
arasinda goriilen 25 mantar zehirlenmesinde 6lim oram1 % 40 olarak saptanmistir. Bu
oran en yiiksek amatoksin kaynakli 6liim orani olarak rapor edilmistir’. Amatoksin
zehirlenmelerinde, 1970’1i yillarda 6lim orant % 80 civarinda olmasina ragmen, son
yapilan c¢alismalarda bu oranin yetiskinlerde % 10-20’lere, ¢ocuklarda ise %22-50’ye

indigi bildirilmistir*' .

1.1. Tiirkiye’deki Zehirlenme Vakalari

Son yillarda diinya genelinde mantar iiretimi ve tiikketimi giderek artmakta ve kiiltiir

2324 Fakat satilan

ortaminda yetistirilmis mantarlar sofralar1 zenginlestirmektedir
mantarlarin uzun siire bekletilmesi, taze toplanilmis mantarlarin kontamine olmasi ve en
onemlisi toksik madde iceren mantarlarin ayirt edilmeden toplanmasi ile mantar
zehirlenmesi vakalari giin gegtikge artmaktadir™. Ulkemiz ekolojik yonden kitalararasi
gecis bolgesinde oldugu icin mantar cesitliligi bakimindan zengin bir floraya sahiptir.
Mantar zehirlenmesinin yaygin oldugu iilkemizde dogadan toplanan mantarlarin giinliik

tiiketimi sosyoekonomik seviyesi diisiik olan ailelerde daha fazladir™.

Tiirkiye’de Oliimle sonuglanan mantar zehirlenmeleri hala ciddiyetini korumaktadir.
Iklim sartlarinin mantarlar igin elverisli oldugu yillarda ©liimle sonuglanabilen
zehirlenme vakalar1 daha cok goriilmektedir ve meydana gelen zehirlenme vakalar
ciddi oliimlere yol acabilmektedir. Tiirkiye’de her yil ilkbahar ve sonbahar
mevsimlerinde mantarlarin yaygin oldugu bolgelerde zehirlenme vakalarn tespit

edilmekte ve son yillarda bu oran giderek artmaktadir” . Zehirlenmeler soguk ve



geceleri ayaz gecen ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde artmaktadir. Cogu zaman
zehirli ve zehirsiz mantar tiirleri bir arada bulunmakta ve ancak alaninda uzman
mikologlar tarafindan ayirt edilebilmektedir. Bu durum mantar zehirlenmelerini arttiric

en onemli sebeplerden biri olarak gérﬁlmektedir30.

Tiirkiye’de degisik merkezlerde yapilan c¢alismalarda mortalite ile ilgili farkli oranlar
verilmektedir. Eskisehir’den bildirilen bir ¢alismada 6liim oram yetigkinlerde % 3.8,
cocuklarda % 7.8 iken, Sivas’ta yapilan bir ¢alismada ise 58 zehirlenme vakasindan
higbirinin 6liimle sonuglanmadigi bildirilmistir. Ulkemizde sik¢a goriilen amanita
kaynakli zehirlenmeler, 6liimle sonuclanan mantar zehirlenmelerinin % 90’1na sebep
olur’. Ulkemizde 1970-1975 yillar1 arasinda 1315 kisinin mantardan zehirlendigi ve
bunlarin 44’iiniin yasamin1 yitirdigi bildirilmistir (6liim orani: % 3.3)3 2. Kasim 1994°te
Istanbul’da 150 kisi zehirlenmistir. Bu vakalarin % 25’inin A. phalloides kaynakl
oldugu yapilan miidahalelere ragmen 20 kisinin hayatim kaybettigi goriilmiistiir (6liim
orant: % 54)*°. Ulkemizde yapilan caligmalarda 1996-2000 yillar1 arasinda 143 hasta
mantar zehirlenmesi sebebiyle hastanelerin acil servislerine bagvurmus ve 4 hasta
karaciger yetmezligi sebebiyle kaybedilmistir'>. Aym sekilde bir baska calismada, ic
Anadolu bolgesinde Mayis-Haziran aylar1 arasinda mantar zehirlenmesi sikayeti ile
hastaneye basvuran 63 c¢ocuktan 5’inin hayatin1 kaybettigi rapor edilmistir. Refik
Saydam Hifzisthha Merkezi Zehir A.M. biinyesinde 1988 yilinda kurulan ve 24 saat
hizmet veren Ulusal Zehir Damisma Merkezi verilerine gore zehirlenme nedeniyle
basvuranlarin % 1,8’ini mantar zehirlenmeleri olusturmaktadir®*, Tiirkiye’de biyolojik
stvilarda amatoksin teshisi yapilamamaktadir. Ulusal Zehir Danigma Merkezi’inde ise
sadece mantardan alinan 6rnege bakilarak yapllabilmektedir35 .

Ulkemizde yapilan calismalarda tiim zehirlenmeler icinde, mantar zehirlenmesi oraninin
36-37

cocuklarda % 2.8, yetiskinlerde ise % 2.5 oldugunu bildirmektedir

1.2. Amanita phalloides Tiirii

1.2.1. Amanita phalloides tiiriiniin taksonomisi

Yeryiiziinde yaklasik 5000 mantar tiirii oldugu tahmin edilmektedir. Bunlardan sadece
% 20-25’1 tanimlanabilmistir (Sekil 1). Tanimlanan mantar tiirleri icinde zehirli

mantarlarin oram % 3 civarindadir®,



Amanita cinsi mantar tiirleri yiizyildan fazla bir siireden beri tanimlanmus bir tiirdiir’.
Amanita cinsi mantarlar yeryiliziinde bugiine kadar tanimlanmis yaklasik 500
basidiomycetous sinifi mantar grubunun en biiyiigiidiir (Tablo 1). Icinde Amanita
phalloides, Amanita verna, Amanita virosa ve Amanita fuliginea gibi bir¢cok zehirli

e 39-41
mantar tiirii barindirir ? .

Tanimlanmis mantar tirleri
(yaklagik 1.000 tiir)

enilebilir mantarlar
(yaklasik 300 tiir)

Zehirli mantarlar
(yaklasik 30 tiir)

Tanimlanmamig
mantarlar

Sekil 1: Diinya genelinde zehirli mantarlarin oranr’,

Amatoksin iceren mantarlar Amanitaceae ailesi (Amanita cinsi), Agaricaceae ailesi
(Lepiota cinsi) ve Cortinariaceae ailesine (Galerina cinsi) bagli mantar tiirleridir. A.
phalloides, A. virosa, A. verna, A. ocreta, A. bisporigera, A. suballiacea, A. tenuifolia ve
A. hygroscopica tiirleri Amanita cinsi mantar grubunu olustururlar. Bu tiirler i¢inde
farkli oranlarda toksin bulunur. Lepiota cinsi mantar tiirlerinin toksisitesi yiiksektir.
Fakat zehirlenme vakalar1t Amanita tiirlerine gore azdir. Galerina tiirlerinde ise toksin

miktari oldukca diisiiktiir’.

Tablo 1: Amanita Phalloides tiiriiniin simflandirilmasi*.

Alem Fungi

Filum Eumycophyta
Simf Basidiomycete
Sira Agaricales

Aile Amanitaceae

Cins Amanita

Tiir Amanita phalloides




1.2.2. Amanita phalloides tiiriiniin morfolojisi

Amanita cinsi mantarlar gelisme siirecinin ilk asamasinda yumurta seklinde bir zarl
yapi i¢inde gelisirler ve bu evrede genellikle puf mantarlarla karistirilirlar. Daha sonra
mantar govdesinin uzamasiyla zarli yapi1 yirtilir. Mantar olgunlastikca sapka kismm
biiyiir ve yatay olarak diizlesir ve sapkanin alt kisminda bulunan lamelleri sarmalayan
zars1 yapt yirtilarak mantarin gévdesinin orta bolgesinde annulus denen etek seklinde
halka yapisini olusturur (Sekil 2). Amanita tiirlerinin lamelleri beyaz olur ve gdvde
kismina yapisik degillerdir. Amanita tiirlerini ayirt etmenin en 6nemli yolu mantar
gdvdesinin alt kisminda bulunan volva denilen fincan seklindeki yapiy1 gozlemlemektir
(Sekil 3). Bu mantarlarin renginde iklim, toprak cesidi, yiikselti, mantarin yas1 gibi
nedenlerden dolayr beyaz, acik sari, acgik yesil, kahverengi gibi farkli renkler
gozlemlenebilmektedir (Resim 1). A. phalloides mantarlar1 genellikle acik yesil veya

acik kahverengi olurlarken, A. ocreata turuncu, A.verna ise beyaz renktedir™.

Sekil 2: Amanita phallaoides’in gelisim evreleri



Resim 1: Amanita phalloides

Sekil 3: Amanita phalloides mantar tiiriiniin kisstmlari



1.2.3. Amanita phalloides tiiriiniin yayginhgi

Amanita grubu mantarlarin yasam kosullar1 (habitat1) olduk¢a genistir. Diinyanin her
yerine dagilmis ve kolaylikla bulunabilen bir mantar grubudur. Bunun yaninda bazi
tiirleri dogada endemik olarak bulunmaktadir™. A. Phalloides tiirii diinyada en cok
Avrupa kitasinin i¢ taraflarinda bulunmaktadir. Bu mantar tiiriiniin albinosu olan
Amanita phalloides. verna ise diinyada nadir olarak bulunmaktadir’. Amanita grubu
mantarlar genellikle Avrupa’da goriilmekle beraber Amerika, Giiney Afrika, Malezya,
Sili, Meksika, Avustralya, Hindistan gibi iilkelerde de bulundugu ve zehirlenme

vakalarina rastlanildigt gbrulmﬁstﬁr45’51

. Ulkemizde ise Istanbul ve Bati Karadeniz
ormanlarinda bol miktarda yetistigi gozlemlenmekte ve ormanlik alanlarda ozellikle
mese agaclarinin altinda yaygin olarak gbrulmektedirsz. Ormansiz bolgelerde birgok
Amanita grubu mantarlara pek rastlanmaz, fakat bazi1 tiirler nadir de olsa
yasayabilmektedirler44. Genellikle bir arada kiimelenmis halde bulunurlar, bazen de tek
basina biiyilirler. Aga¢ ve yaprak dokiintiileri arasinda ve nemli alanlarda

yogunlasmaktadirlar’.

1.3. Amanita phalloides Tiiriiniin icerdigi Toksik Maddeler

Siklopeptit yapidaki toksinler 3 gruba ayrilirlar; amatoksinler, fallotoksinler ve
virotoksinler®. A. phalloides ig¢inde barmdirdigi toksinler siklopeptit yapidadir. A.
phalloides’de sadece amatoksinler ve fallotoksinler bulunmaktadir. Amatoksinler 8 adet
bisiklik oktapeptit yapida toksin icerirken, fallotoksinler ise 7 adet siklik heptapeptit
yapida toksin igerirler ve bu toksinlerin hepsi A. phalloides’de bulunmaktadir'®.
Monosiklik heptapeptit yapida bir toksin grubu olan virotoksinler siklopeptit yapidadir,

fakat A. phalloides tiirlerinde bulunmazlar, daha c¢ok A. virosa tiiriinde

bulunmaktadirlar®.

Amatoksinler ve fallotoksinler renksiz ve kristalize bilesiklerdir. Metanol, su ve diger
polar organik c¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Bu toksinlerin bozulmasina sebep olacak
herhangi bir peptidaz enzimi yoktur. Birka¢ dakika 100 °C’de kaynatildiginda bile
toksinlerde bozulma goriilmez. Ayni sekilde A. phalloides mantarlan pisirildiginde veya
uzun siire muhafaza edildiginde i¢indeki toksik maddelerde azalma gozlenmez. Uzun

sire dondurulmus (7-8 ay) mantarlardan kaynakli o©liimle sonuglanan mantar



zehirlenmesi vakalart mevcuttur'®!

. A. phalloides’in igerdigi biitiin toksinlerin kimyasal
yapisinda siilfiire bagh triptopan ve hidroksillenmis aminoasitler vardir. Toksinler sapka
kisminda, govde ve diger kisimlara nazaran 3 kat daha fazla bulunur®. Yas A.

phalloides’in bir graminda 0.2-0.4 mg arasinda toksin bulunmaktadir®®.

1.3.1. Amatoksinler (Amatoxins)

A. phalloides; amatoksinler ve fallotoksinler olmak iizere 2 ana toksin grubu barindirir.
Amatoksinler ¢ok potent toksinlerdir. Amatoksinin toksisite mekanizmasi RNA
polimeraz II enzimini inhibe edip protein sentezini etkileyerek olur’'®. Bundan dolay

T . .. . . 103-
hiicre iiretimi fazla olan karaciger, bobrek ve barsak hiicrelerinde nekroza yol agarlar
104

Karaciger hasarina neden olan bisiklik oktapeptit yapidaki amatoksinler, Amanita,
Conocybe, Galerina ve Lepiota gibi bircok basidiomycete tiirii mantar cinslerinde

05

bulunur'®. Fakat bu mantar cinslerinde bulunan amatoksin konsantrasyonlari

degiskenlik gostermektedir. Mesela toksik Galerina tiirlerinde a-amanitin ve B- amanitin
konsantrasyonlar1 A. phalloides mantarinda bulunan konsantrasyonun yaris1 kadardir'®.
Glinlimiizde a-amanitin sentezi i¢in bir yontem tanimlanmistir. Ancak pratikte yalnizca
mantar ekstraktlarindan saflastirilarak dogal toksin olarak elde edilmektedirler'®’. ilk
defa 1966’da yapilan bir calismada ise fermente edilmis Galerina marginata tiirii
mantardan a-amanitin elde edilmistir'®. Amatoksin konsantrasyonu yasl mantarlarda
genc mantarlara nazaran daha yﬁksektirlog. Benzer sekilde amatoksin konsantrasyonlari
mantar kisimlan icinde de degiskenlik gosterir. Fallotoksin konsantrasyonu volvada
fazla iken, amatoksin konsantrasyonu genellikle lamel ve sapkada fazla olur™. A
phalloides tiirii icinde amatoksin konsantrasyonu yetistigi mevsim kosullari, nem orant
gibi cevresel faktorler ve genetik farkliliklardan dolayr diger toplanan ayni tiir
mantarlarlardan konsantrasyon bakimindan farklilik gbsterir“o'lll. Ornegin 1970’li
yillarin sonlarina dogru yapilan bir calismada Avrupa’da bulunan mantarlardaki
amanitin icerigi arastirilmis, A. phalloides bulunan 24 adet 6érneklem olusturulmus ve
amanitin konsantrasyonlarina bakilmistir. Yaklasik 4430 mg/kg kuru mantar toksin
iceriginin % 43’ii o-amanitin, % 49’u P-amanitin ve % 8’ninde y-amanitin oldugu

bulunmusturm.
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Amatoksin grubu toksinler 8 tanedir: a-amanitin, B-amanitin, y-amanitin, d-amanitin,
g-amanitin, amanin, amanullin, proamanullin (Tablo 2). Amanullin ve proamanullinin
herhangi bir toksisite mekanizmasi gézlenmemistir7. Amanita mantar tiirlerinin ¢ogu
kiiltiir ortaminda yetistirilememektedir. Bundan dolay1 bu toksinler dogada toplanan
mantarlardan saflastirarak elde edilmektedir' >, Gecen otuz yillik siirecte sentetik ve

tiirevleri olmak iizere kirktan fazla amatoksin tammlanmlstlrlls.

Amatoksinler yiiksek secicilikle tiim Okaryotik hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan
ribozomlarin 140 kD altbirimine (SB3) baglanlrllﬁ. Amatoksinler yaklagik 900 Dalton
molekiil aglrhgmdadlrﬁﬁ. Amatoksinlerin bisiklik oktapeptit kimyasal yapisinda;
merkezde triptofan halka yapisi, siilfid kopriisii ve izoldsin halkasi vardir?* 78,
Amatoksinler kimyasal yapisinda hidroksillenmis izolosin ve sistein siilfoksidinin

yapmis oldugu 6-hidroksitriptofan kopriisii vardir (Sekil 4)102 119

NH

M
RS N O=g ¥
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N
" H’(
o
o
o
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Sekil 4: Amatoksinlerin kimyasal yaplsl120

Tablo 2: Amatoksinlerin kimyasal ozellikleri ve toksik dozlar1®*'%

LD50(ip)

R R |R® R ¥ Molekiil Formiilii | Ma (mg/kg)
a-Amanitin CH,0OH |OH OH NH, OH C39H54N 100145 918.97 (0.3
pf-Amanitin CH,0OH |OH OH OH OH C39H53Ng045S 919.95 (0.5
y-Amanitin CHs OH OH NH, OH C39H54N10043S 902.97 (0.2
o-amanitin CHs H OH OH OH C39H53N043S 887.96 |20
g-Amanitin CHs OH OH OH OH C39H53N014S 903.96 (0.3
Amanullin CHs H OH NH, OH C39H54N1004,S 886.97 |20
Proamanullin | CH, H OH NH, |[H C39Hs4N10011S 870.97 |20
Amanin CH,0OH |OH H OH OH C39H53N04,S 903.96 (0.5
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1.3.2. Fallotoksinler (Phallotoxins)

Fallotoksinler insanlarda goriilen 6liimciil mantar zehirlenmelerinde etkin role sahip
degillerdir. Sindirim sisteminde emilimi zor olmasindan dolay1 oral biyoyararlanimi
diisiiktiir®. Fakat periton icine verildiginde bu toxinler karaciger hiicrelerinde bir¢ok
lezyona sebep olurlar. Karaciger hiicreleri bu toksinleri oldukca hizli alirlar (10
dakikada toksinin % 70-90’i) ve bu oran amatoksinlerle karsilastirildigi zaman 20 kat

daha fazladir’.

Fallotoksinler deney hayvanlarinda periton igine verildiginde 2-5 saatte Gliime sebep
olurlar''. Yapilan calismalar ile fallotoksinlerin yalmzca amanita cinsi mantarlarda

bulundugu anlasilmigtir' 2.

Fallotoksinler spesifik olarak F-aktine baglanarak, F-aktinin G-aktine dontismesini
engeller. F-aktin ve G-aktin dengesi hiicresel fonksiyonlar i¢in 6énemli ve gereklidir.
Hiicre icinde cok onemli bir hiicresel protein olan monomerik yapidaki F-aktin ile
polimerik yapida olan G-aktin birbirine doniisebilen bir denge halindedirler.
Fallotoksinler F-aktine baglanarak F-aktinin polimerizasyonunu engeller ve F-aktin- G-
aktin dengesi bozulur”'?. Fallotoksinler F-aktine baglanarak hiicresel filamentlerin

stabilizasyonuna sebep olurlar'**

. Fallotoksinler F-aktine siki bir sekilde baglanirken, G-
aktine baglanmazlar'”’. Fallotoksinlerin F-aktinlere baglanmast ile F-aktin filamentlerin
depolarizasyonunu saglayan kimyasal ajanlara karsi stabil olurlar'*"'*'_ Fallotoksinler
hiicre zarindan tasiyici aracilig ile gecer ve hizli bir sekilde hiicre zarinin alt kisminda

bulunan aktine baglamrlarﬁﬁ.

Fallotoksin grubu toksinler phalloidin, phalloin, phallacidin, phallisin ve phallin B dir
(Tablo 3)'*®. Biitiin fallotoksin gruplar1 F-aktine karsi yiiksek afiniteye sahiptirler®.
Fallotoksin grubundan bisiklik peptit yapida olan phalloidin hiicresel bir toksindir ve
hiicre membram iizerindeki proteinlere baglamip hiicre hasarina neden olur'®.
Fallotoksinlerin  bisiklik heptapeptit seklinde olan kimyasal yapisinda birgok
hidroksillenmig amino asit bag1 ve sistein ile triptofan arasinda tioeterin yapmis oldugu

koprii vardir (Sekil 5)13 0,
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Sekil 5: Fallotoksinlerin kimyasal yap151120

Tablo 3: Fallotoksinlerin kimyasal ozelikleri ve toksik dozlar1®'*

LD50
R R R® R R® Molekiil Formuli | Mr (mg/kg)

Falloidin OH H CHs CH; OH C3s5HygNgO4S 788.87|2
Falloin H H CH; CH; OH C35H4gNgO10S 772.87 1,5
Profalloin H H CH; CH; H C35HygNgOoS 756.87 | 100
Fallisin OH |OH |[CHs CHs |OH | CasHasNsO1,S 804.87|2,5
Fallacin H H CH(CHs), | COOH | OH | C3yHsoNs01,S 830.90 | 1,5
Fallacidin OH H CH(CHjs), | COOH | OH C37Hs50NgO13S 846.90 1,5
Fallisacin OH OH CH(CH3), | COOH | OH C37HsoNgO14S 862.90 | 4,5

1.3.3. Virotoksinler (Virotoxins)

Virotoksinler zehirli mantar tiirii olan Amanita virosa Fr. mantarindan elde edilir. A.
virosa mantar tiirii Avrupa kitasinin bazi bolgelerinde bulunmakla beraber daha c¢ok
Kuzey Amerika iilkelerinde yaygmhik gosterir’. Virotoksinler monosiklik heptapeptit
yapldadlr13 ! Virotoksinler 6 toksik fraksiyondan olusur: virodin, viroisin, deoxovirosin,
Ala-viroidin, Ala-desoksoviroidin ve deoksoviroidin*’. Virotoksinler yakin zamanda
kesfedilmis, kimyasal yap1 ve toksik etki bakimindan fallotoksinlerle benzerlik
gosterdigi saptanmustir'®?. Icerisinde virotoksinleri barindiran A. virosa mantar tiirii

zehirlenmesinin klinikteki seyri, A. phalloides semptomlaria benzemektedir’.
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1.4. o-amanitin

A. phalloides i¢ginde barindirdig1 toksinler arasinda klinikte en 6nemli olan toksik madde
a-amanitin’dir. Bisiklik polipeptit yapida olan a-amanitin toksinini ilk izole eden ve
kimyasal yapisim tammlayan Theodor Wieland’dir®. Zehirli mantar cinsi olan Amanita
mantar cinsinin en etkili toksini olan a-amanitin Microlepiota cinsi (M. helveola, M.
cristata, M. brunneoincarnata, M. fuscovinacea, M. lilacea, M. castanea) ve Galerina

cinsi (G. marginata, G. autumnalis) gibi farkli mantarlarda da tespit edilmigtir'>.

Bugiine kadar tanimlanmis olan 8 amatoksin icerisinde, organizmada toksisitesi en
yiiksek olan1 a-amanitin toksinidir'**. o-amanitinin 6karyot hiicrelerde en 6nemli toksik
mekanizmasi, protein sentezinden sorumlu RNA plimeraz Il enzimini inhibe etmesi ve
bunun sonucunda protein sentezini durdurmasidir'”. a-amanitin giiclii bir toksin olup,
A. phalloides’de yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir'*. Benzer sekilde o-amanitin
konsantrasyon bakimindan amatoksinlerin % 40’ina tekabiil etmektedir'?’. Diger
amatoksinler yap1 ve toksik 0zellik olarak o-amanitin toksini ile benzerlik gostermekle

beraber etki siddetleri diisiiktur13 8,

o-amanitin, l-aspargin, glisin, d-dihidroksi-l-izolosin (4,5-dihidroksiizolosin), I-
izolosin, trans-4-hidroksi-1-prolin, I-sistein ve 6-hidroksi-2-merkapto-I-triptofan amino
asitlerini igerir (Sekil 6). a-amanitin enzimatik olarak mide ve ince bagirsakta hidrolize
ugramaz, ¢iinkii a-amanitin icinde olan peptit baglarin1 koparacak peptidaz enzimleri

bulunmamaktadir'™®.

o-amanitin arastirmalarda RNA polimeraz II potent inhibitorii olarak kullanilmaktadir’.
o-amanitinin bazi viriisler iizerinde herhangi bir RNA polimeraz inhibisyonu yoktur.
Inhibisyon mekanizmasmni anlamak ve okaryot hiicrelerinde yeni tedavi yontemleri

bulmak icin viriislerle ilgili calismalar yogun olarak yapilmaktadir'®.

Enjalbert ve ark.”' 2002 yilinda amatoksin zehirlenmesinden kaynakli tedavi
prosediirlerinin detaylarini anlattig1 ¢calismasinda, 20 yillik retrospektif analizler 151ginda

halen amatoksinin spesifik antidotunun bulunmadigin1 vurgulamaktadir.
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Sekil 6: a-amanitin molekiiliiniin kimyasal yapis1

1.4.1. a-amanitin molekiiliiniin metabolizmadaki etkisi

Amatoksin zehirlenmesinin molekiiler mekanizmasi hiicre ¢ekirdeginin icindeki RNA
sentezinin inhibisyonu seklindedir. Bu bulgulara ilk defa ulagan Fiume ve Stripe'*® adli
bilim adamlar1 1966 yilinda yaptiklar1 calisma ile fareye verilen a-amanitinden bir saat
sonra ¢ekirdek icindeki RNA miktarinin azaldigint gozlemlemislerdir. Daha sonralari
bu mekanizmanin RNA polimeraz enzimlerinin bloke edilmesi seklinde oldugu

41142 Aymi yillarda Roeder ve Rutter'® adhi bilim adamlarinin

anlagilmistir
denizkestanesi embriyosundan izole ettikleri RNA polimeraz enzimlerini siniflandirarak
RNA polimeraz I, II, IIl enzimlerini ayirt etmislerdir. RNA polimeraz enzimlerinin
siniflandirilmasiyla birlikte Lindell ve ark.'** denizkestanesi ve sicanlardan izole ettigi
enzimlerle yaptigi calismada sadece RNA polimeraz Il enziminin a-amanitin tarafindan
inhibe edildigini saptamistir. Sonraki yapilan ¢alismalarda, RNA polimeraz I enziminin
o-amanitine karsi duyarsiz oldugu, RNA polimeraz IIl enziminin ise o-amanitin

tarafindan inhibe edildigi, fakat o-amanitine karsi afinitesinin ¢cok az oldugu

anlasilmistir'®.

RNA polimeraz II aktivitesinin inhibisyonu, amatoksinin toksik 6zelliklerine dayali tek
basamakli bir mekanizmadan olusmamaktadir. Biyolojik sivinin yer degistirmesi, hiicre
icine girmesi ve birikmesi gibi faktorler inhibisyon mekanizmasinin aktivitesini

degistiren faktorlerdir' ™.

Yapilan calismalardan ¢ikan bulgular amanitinin enzimatik olarak RNA polimeraz 11
enzimini inhibe etmesi ile transkripsiyonu durdurmasi ve bunun sonucunda mRNA

oraninin diigmesi ve protein sentezinin durmasi nedeniyle hiicre dliimlerinin meydana
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gelmesi seklindedir. Amanitinin karaciger hiicrelerine girisleri ise sodyum (Na) aracili

tasiyicilar yolu ile yap11maktad1r146. Amanitin karaciger hiicrelerine girerken

kullandiklar1 yolaklar amanitine has transport sistemleri degildir39’ 80,

a-amanitinin RNA polimeraz II enzimine afinitesi yiiksek olmasindan dolay1 (Kd ~ 10

47

'M)'?, g-amanitin  RNA polimeraz II enzimine sikica baglamr'’. Amatoksin

inhibisyonu yarismal degildir’.

1.4.1.1. RNA polimeraz II enzimi

Genel anlamda canlilarin genetik bilgilerini muhafaza ve nesilden nesile aktarimini
saglayan DNA (deoksiriboniikleik asit) molekiilii bunun yani sira protein sentezi, RNA
iiretimi, polipeptit sentezlenmesi gibi bir¢ok hiicresel olayda etkin role sahiplerdir. Bu
hiicresel olaylardan biri olan protein sentezi genellikle sifrelerini DNA’dan alan
enzimatik bir mekanizma ile meydana gelmektedir. Cift sarmal seklinde olan DNA
sarmalinin ayrilmasiyla protein sentezi igin gerekli olan sifre kodlanarak RNA
sentezlenir. Transkripsiyon sirasinda DNA sarmalindan RNA kodlanmast RNA
polimeraz enzimleri sayesinde olur. RNA polimeraz enzimleri ise 3 gruba ayrilirlar;
RNA polimeraz I, II, IIl. RNA polimeraz I enzimi ribozomal RNA molekiiliiniin
sentezinden sorumlu iken RNA polimeraz III enzimi tasiyict RNA ve diger kiicilk RNA
molekiillerinin sentezinden sorumludur. RNA polimeraz II enzimi ise protein sentezinde
kullanilan biitin gen kodlarinin transkripsiyonundan ve fonksiyonel RNA

molekiillerinin sentezinden sorumludur.'*®

1.4.2. g-amanitin molekiiliiniin toksikokinetigi

Amatoksinler insanlarda sindirim yolundan ¢ok hizli emilirler ve karaciger hiicreleri
tarafindan biiyilkk oranda alinirlar, buradan safra kesesine atilirlar. Daha sonra
duodenuma salgilanirlar ve buradan da tekrar geri emilirler® . Bunun sonucunda
amatoksinlerin biiyiik bir kism1 enterohepatik dongiiye ugrarlarm. Bu enterohepatik
dongii sirasinda kan plazmasinda da toksinler bulunur. Fakat kan proteinlerine
baglandig1 icin serumda serbest olarak dolagamazlar'®®. Amatoksinler enterohepatik
dolagima katilmalar1 ve bobrekten geri emilime ugramalart nedeniyle toksisiteleri
yﬁksektirlso. Amatoksinler, fallotoksin ve virotoksinlerden yaklasik olarak 10-20 kat

daha zehirli toksinlerdir’.
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Amanitin toksinleri bobrek glomerulus hiicrelerinde siiziiliir, bobrek tiibiillerinde geri
emilime ugrar ve bunun sonucunda akut bobrek tiibiiler nekrozuna sebep olurlar'",
Amanitin grubu toksinler direkt etkili nefrotoksinlerdir. Proksimal ve distal tiibiillerde
nekroza neden olurlar'®'**'5 Farelerdekinin aksine, sicanlarin bobreklerinde bulunan
proksimal tiibiil hiicreleri o-amanitinden etkilenmezler'™*. Amanita mantar cinsi

zehirlenmelerinde olusan bobrek hasarlar1 genellikle geri déniisiimliidiir'>.

In vivo toksisite ¢calismalarinda genellikle 0.1-0.4 mg/kg o-amanitin dozu yetiskinlerde
Oliimciil olarak kabul edilir (Fareler i¢in periton i¢i LDsg 0.3 mg/kg)156. Kopeklerde bu
oran intravendz verildiginde 0.1 mg/kg’e kadar inebilmektedir. Sadece sicanlarda bu
dozun 2 mg/kg‘dan fazla olmas1 s6z konusudur. Ciinkii siganlarda bobrek tiibiilerinde a-
amanitin geri emilemediginden idrarla atilimi fazladir'’. o-amanitin farelere enjekte
edildikten sonra karaciger nekrozu meydana gelir ve fareler 2-5 giinliik siire zarfinda

rree 1 138
olurler-°.

Okaryotik hiicrelerin a-amanitine duyarliliklari farklilik gostermektedir. Bazi hiicrelerin
o-amanitine kars1 direngleri a-amanitinin hiicre i¢ine girememesinden kaynaklandigi
gibi, farkl tiirlerdeki benzer hiicrelerin duyarhiliklar1 da farklilik gbsterebilmektedilr15 5
Insanlarda ise karaciger hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri a-amanitinden en

cok etkilenen hiicrelerdir ve o-amanitin bu hiicrelere hizli bir sekilde geger59’79.

a_
amanitinin pankreas, adrenal korteks, ve testis gibi bazi organlar1 da olumsuz yonde

etkiledigi gdzlenmistir.63.

o-amanitin hamile bayanlarda plasentadan ge¢medigi sOylenmektedir. A. phalloides
zehirlenmesi ile hastaneye yatirilan 8 aylik hamile bir bayanin kan plazmasinda a-
amanitin miktar1 18.5 ng/ml (HPLC) olmasina ragmen amniotik sivida toksin miktar1
bulunamamigtir. Basarili bir tedavi sonucunda anne kurtarilmis ve saglikli bir bebek

diinyaya getirmistir15 2.

1.5. Amanita phalloides Zehirlenmelerinin Klinik Seyri

1.5.1. Semptomlar

Oliimciil zehirlenmeye neden olmayan mantarlarla goériilen zehirlenmelerde semptomlar
kisa siirede baslarken, A. phalloides tipi mantar zehirlenmelerinin semptomlar1 mantar

yendikten en az 3 saat sonra meydana gelmektedir (3-6 saat). Genellikle 6ldiiriicii olan
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mantar zehirlenmelerinin semptomlar1 geg baslar™®. Yiiksek toksisiteli bu mantarlarin

semptomlar1 karakteristik olarak 4 evrede gerceklesir.

1.5.1.1. Birinci evre

Amatoksin zehirlenmesinin latent fazidir. Mantar yendikten sonra en az 3 saate kadar
semptomlar gozlenmez. Bu evre mantar zehirlenmeleri arasinda amatoksin

zehirlenmelerinin karakteristik ozelligidir’.

1.5.1.2. ikinci evre

Bu evrede; karin agrisi, mide bulantisi, kusma, ishal, hematuri, sivi ve elektrolit kaybi
gibi semptomlar goriiliir (6-24 saat)'”. Bununla beraber her zaman olmasa da tasikardi,
hiperglisemi, hipotansiyon, dehidratasyon, elektrolit seviyelerinde de diizensizlik
gérﬁlﬁr56. Bu evrede karaciger fonksiyon testlerinde herhangi bir degisiklik goriilmedigi

i¢in hastalar yanlishkla taburcu edilebilirler.

1.5.1.3. Uciincii evre

Uciincii evre 24-48 saat araliginda goriiliir. Bu zaman diliminde sindirim yolu agrilar
biter ve hasta kendini iyi hissetmeye baglar. Fakat bu evrede karaciger ve bobrek

fonksiyonlarinda artan seviyede bozukluklar meydana gelir’’.

1.5.1.4. Dordiincii evre

Bu evre ikinci giinden sonra baglayan semptomlarin oldugu evredir (2. giin sonrasi). Bu
evrede karaciger hiicre hasar1 ve bobrek fonksiyonlar ile ilgili bozukluklar artarak
devam eder. Karaciger transaminaz enzimi ve kreatinin seviyelerinde ani yiikselmeler
goriiliir. Aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), GOT, GPT,
LDH ve bilirubinin gibi bazi karaciger enzimlerinin serum konsantrasyonlarinda artig
meydana gelir. Bu enzimlerin artmasi ile viicutta koagiilasyona bagli i¢ kanama,
matabolik asidoz ve ensefalopati gelisir. Bunu takiben sarilik, hipoglisemi, oliguri,
delirium, konfiizyon gelisir. Agir karaciger hiicre nekrozu ve akut bobrek yetmezligi
meydana gelir. Karaciger enzimlerinin yiikselmesi durdurulamaz ise karaciger

yetmezligi ve ¢oklu organ hasar1 sebebiyle hasta komaya girer ve 6liim meydana gelirSG.
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Oliim genellikle mantar aliminin 6-16 giinleri arasinda goriiliir. Uygulanan tedaviler
basarili olursa ya da alinan toksin miktar1 yeterince toksisiteye neden olmazsa,
toksisiteye maruz kalmayan karaciger hiicrelerinin fonksiyonunun diizene girmesi
sonucunda hasta saglikli bir sekilde hayatina devam edebilir'>*, Bir¢ok mantar
yendikten sonra sindirim sistemi bozukluklar1 meydana getirir. Bunlarin ¢ogunda

semptomlar kisa siirede baglar ve karaciger toksisitesine neden olmaz®.

1.5.2. Tedavi siirecleri

A. phalloides mantarinda bulunan amatoksinlerin spesifik antidotu yoktur. Bugiine
kadar A. phalloides zehirlenmesi tedavilerinde radikal bir tedavi prosediirii
olusturulamamistir. Giiniimiizde diinya genelinde amatoksin kaynakli mantar
zehirlenmesi tedavisinde bircok farkli tedavi yontemi denenmistir’®'. Palyatif tedavi
secenekleri; destekleyici tedavilerin uygulanmasi, metabolik sivilarin ve koagulasyon
faktorlerinin yerine konmasi1 seklindedir. Amatoksin kaynakli mantar zehirlenmesi
tedavilerinde oncelikli olarak stabilizasyon, dekontaminasyon, eliminasyonu arttirmak

ve antidot tedavisi ama@lanmaktadnr3 ‘,

1.5.2.1. Stabilizasyon

Mantar zehirlenmesi tedavilerinde hastaneye basvuran hastalarin hastalik 6ykiileri
ayrintili bir sekilde alinmasi gerekir. Tani, anamnez, mantar 6rneklerinin incelenmesi ve
klinik bulgular ile konulabilir'*®*. Hastalarda olusan sulu ishal kaynakli sivi replasmant

gerekli ise; elektrolit, glukoz, siv1 tedavisine baslanma11d1r63’64.

Sindirim sistemi
bozukluklardan kaynakli sikayetleri en aza indirgenerek hastanin viicut fonksiyonlari

denge halinde tutulmaya ¢alisiimalidir®.

1.5.2.2. Dekontaminasyon

Dekontaminasyon i¢in; mide yikamasi, aktif komiir uygulamasi1 ve laksatif gibi
yontemler kullanilir®. Erken teshis, kusturma, midenin yikanmasi, toksinin emilmesini
engellemek icin aktif komiir gibi uygulamalar erken donemde tedavinin etkinligini
arttirr® %, Fakat erken teshis miimkiin olmamissa; kusturma islemi zehiri viicuttan
uzaklastirmaya katki saglamaz. Ciinkii mantar yeme zaman ile semptomlarin baglama

zamani arasindaki gegen siire uzundur®.
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1.5.2.3. Eliminasyonu arttirma

Aferez ve diiirez gibi uygulamalar destekleyici tedavi olarak onemlidir’®. Kandaki
serbest toksinlerin atilimim saglamak icin idrar c¢ikisi 3-6 ml/kg/saat olacak sekilde

65,71

ditirez  saglanmalidir Hemodiyaliz, bobrek fonksiyonlar1 bozukluklarinin

giderilmesinde basarili bir uygulama olarak tedavide kullanilmakla beraber, amanitin ve

falloidin atilimina yarari olmamaktadir’*"*,

1.5.2.4. Antidot tedavisi

Amanita cinsi mantar zehirlenmelerinde standart bir tedavi stratejisi yoktur. N-
asetilsistein (NAC), slibinin, tioktik asit ve penisilin G gibi bir¢ok ila¢ tedavide
kullanilmasina ragmen, bu tedavilerin klinik etkinligi tartismali bir konudur?'.
Amatoksin zehirlenmesi tedavilerinde genellikle bircok ilacin kombinasyonu ile tibbi

miidahalelerde bulunulmaktadir> 3% 6% 75'76,

Penisilin G’nin ozellikle steroidlerle beraber kullanildiginda serum proteinlerine
baglandigi ve amanitinin bbreklerden atilimini kolaylastirdig: diisiiniilmektedir’’. Aym
sekilde fenilbutazon, kloramfenikol gibi ilaglar da amatoksinlerin plazma proteinlerine
baglanmasin1 engelleyerek bobrek klirensini arttirmak icin kullamlmaktadir’,
Retrospektif klinik caligmalar ile yiiksek doz penisilin G verilmesinin mortaliteyi
azaltig gbrﬁlmﬁstﬁrlg. Fakat penisilin G’nin kendisinin neden oldugu toksisite
engellenemediginden ve karaciger hiicrelerini nasil etkiledigi bilinmediginden bu tedavi
yontemi tercih edilmemektedir®’.

Enj albert’in’'

yapmis oldugu 20 yillik retrospektif calismaya gore amatoksin
zehirlenmesi tedavisinde beta-laktam antibiyotikler, antioksidanlar, tioktik asit,
hormonlar, steroidler gibi bircok ila¢ kullanilmasina ragmen sadece silibinin ve NAC
tedavide etkinlik gosterebilmektedir. Silibinin ve prednizolon gibi ilaglar a-amanitinin
karaciger hiicrelerine girisini engellerler. Penisilin G ve tioktik asit gibi ilaglarn ise a-
amanitinin karaciger hiicrelerine girisinin engellenmesinde herhangi bir etkisi yoktur’’.
Silibinin ve prednizolonun koruyucu etkisi o-amanitin ile ayni transport sistemi

kullanmalar1 sebebiyle kompetitif (yarigmali) inhibisyonu saglayarak o-amanitinin

hiicre icine alinmasini engellemek seklindedir™. Sylybum marianum bitkisinden elde
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edilen silibinin mantar zehirlenmelerinde sikca kullanilsa da karacigeri olumsuz

etkiledigi icin Amerika ve Fransa gibi bazi iilkelerde kullanilmamaktadir®'.

Yakin zamana kadar amatoksin kaynakli mantar zehirlenmelerinde tioktik asit
kullanilirdi. Kubick adli bir bilim adaminm ilk defa 1959°da tedavide kullandigi®* bu
madde genellikle intravendz yolla giinde 400 mg ve dort farkli zamanda verilmekteydi.
Fakat bu ilacin hipoglisemiyi arttiric1 yan etkisi oldugu gozlenmis™ ve kontrol edilebilir
bir tedavi olmadigi, yalmzca birka¢ kiiciik calismada mortaliteyi azalttifi rapor
edilmistir®.

Amatoksin kaynakli mantar zehirlenmesinde kullanilan bir diger ila¢ olan simetidin

karacigere gelen kan akim hizin1 azaltan bir maddedir®.

Son zamanlarda yapilan bazi arastirmalarda a-amanitinin silibinin ve NAC gibi bazi
anti-oksidan maddelerle beraber kullamildiginda kanser tedavilerinde yararl etkileri

olabilecegi vurgulanmistir® ™.

Transfiizyon (kan degisimi) 57 yiiksek dozda kortikosteroid ilac;laur88 gibi bir¢cok tedavi
uygulanmasina ragmen, bu tedavilerin hicbirisi destekleyici tedaviler kadar etkili

olamamuglardir.

Yiiksek konsantrasyonlarda alinan a-amanitin karaciger hiicrelerinde apoptozize neden
olur ve bunun sonucunda sistemik plazma sivisindaki AST enzim seviyesi diiser®. A.
phalloides zehirlenmelerinde AST ve ALT gibi enzimlerin seviyelerine bakarak

karaciger harabiyetinin derecesi anlagilabilir’®".

Klinik analizlere bakildiginda
amanitin kaynakli zehirlenme vakalarinin % 20’sinde kronik aktif hepatit meydana
gelmektedir. Bu hastalarin karacier fonksiyon testleri normale dénene kadar doktor
gozetiminde bulunmasi gerekjrm. Ayrica yaygin karaciger hasari sirasinda beyin
O0demini engellemek amaciyla hemoperfiizyon uygulanmasi tedavinin seyrini

de gistirmemektedirgz.

A. phalloides kaynakli yaygin karaciger yetmezliginde, protrombin zamaninin 2 kattan
uzun olmasi, ensefalopati ve faktor V diizeyinin % 20-30’un altina diismesi durumunda
mortalite yiikselir’’ ve karaciger nakli kacinilmaz olur®?3%, Yapilan klinik
calismalarda nakledilen karacigerlerde zehirlenme riskinin olmadigi ve bu hastalarin
sagligina kavustuklart gézlenmistir19’97. Amatoksin zehirlenmesinden kaynakli karaciger

yetmezligi sebebiyle ilk karaciger nakli 1985 yilinda yapilmis ve bu tedavi yontemi
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giiniimiize kadar basaril1 bir sekilde uygulanmaktadlrgg. Eger karaciger hasari sinirlt ve

geri doniisiimlii ise hasta kurtarilabilir”.

1.6. Farmakokinetik ve Toksikokinetik

1.6.1. Farmakokinetik ve toksikokinetik tanimlar

Farmakokinetik ve toksikokinetik, ilag, zehir ve kimyasal maddelerin viicut i¢indeki
davraniginin belirlenmesi, miktarinin hesaplanmasi ve viicuda verilen sistemik dozdaki
maddenin viicut kompartmanlarindaki konsantrasyonlari ile arasindaki iliskiyi inceleyen
bilim dalidir. Bu iliski ilaclarin ¢ogu i¢in belirlenmistir. Ksenobiyotiklerin viicutta
dagilim zamani, absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve itrahindaki miktarinin matematik
modelleme ile hesaplanmasi farmakokinetik ve toksikokinetigin temel konularindan
biridir. Bircok ila¢ i¢in farmakolojik etki ve plazmadaki konsantrasyon arasinda basitge
aciklanabilir bir iliski bulunamamigstir. Bu yiizden ilaglarin veya diger ksenobiyotiklerin
farmakokinetik hesaplamalar1 gittikge onem kazanmaktadir.

llaclarin viicut igindeki davramislarim kontrol eden en onemli parametreler klirens,

. . e 160-161
dagilim hacmi, yarilanma 6mrii, biyoyararlanimdir. .

1.6.1.1. Klirens

Klirens (CL) genel olarak bir ajandan birim zamanda temizlenen (aritilan) plazma
hacminin gostergesidir. Klirens hesaplamasi sirasinda ilacin uygulanmasindan sonra
olusan grafikteki zamana bagli olan paraboliin altindaki alanin (egri alt1 alan) bilinmesi
gerekir. Egri altindaki alan (EAA) kisaca ilacin viicutta kaldig: siire igerisinde Olciilen
konsantrasyonlarinin toplami olarak diistiniilebilir. EAA absorbsiyon hizina bagl

degildir'®.

Klirens su sekilde hesaplanir:

EAA=F. Doz (biyoyararalanim)/CL

(F: biyoyararlanim faktorii)
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Bu denklemden yararlanilarak bir toksinin sistemik klirensini bulabiliriz;

[V veriliste; CL= Doz ; ,./EAA

Oral veriliste; CL=F. Doz ,../EAA

Benzer sekilde toksinin eliminasyon hiz1 ve konsantrasyonu da bize klirensi verir;

CL= eliminasyon h1z1/C

(C: konsantrasyon)

Toksinlerin eliminasyonu mide-incebagirsak, bobrek, karaciger ve diger organlarda
goriilebildigi icin klirens hesaplamalar1 yapilirken her bir orgamin klirensinin toplami

bize toplam klirensi verir;

CL= CLb(jbrek + CLkaIaciger + CLdiger 190

1.6.1.2. Dagilim hacmi

Dagilim hacmi (Vd) toksinin viicutta homojen bir sekilde dagildigi sivimin hacmi
demektir. Viicuttaki toksin miktar ile kan, plazma ya da serum igerisinde bulunan

toksin konsantrasyonunun orantilanmasidir;

Vd =T/C

(T: total ila¢ miktar1)

Bir toksinin dagilim hacmi o toksinin teorik olarak viicutta dagildigi alam1 gosteren

hacmine denir. Fakat bu deger olasi bir kavramdir. Ciinkii bu hacim saptanabilir
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fizyolojik bir hacimden ¢ok, viicuttaki tiim toksini i¢ine almak icin gerekli olan sivi

hacmini belirtir;

VSS = VC +VT

160, 162
(Vss: kararli durum hacmi)

1.6.1.3. Yarilanma omrii

Yarilanma Omrii  (t;2), bir toksinin plazmada yada viicutta maksimum
konsantrasyonunun yariya inmesi i¢in gegen siireye denir. Yarilanma omrii toksin ve
toksinin verildigi organizmanin 6zelliklerini gosteren bir parametredir. Yas, dagilim
hacmi, toksinin proteinlere baglanmasi gibi faktorler yarilanma Omriinii etkileyen

faktorlerdir. Yarilanma omrii doza bagh bir parametre degildir:

tip= 0.693 x V,/CL 162

1.6.1.4. Biyoyararlanim

Biyoyararlanim toksinlerin etki etmesi istenilen bolgedeki miktarinin, verilen doza
yiizde olarak oramidir. Biyoyararlamim, toksinin hangi yoldan verilirse verilsin
emiliminden etki yerine varincaya dek olan konsantrasyonlar1 goz oniine alan kinetik bir

162
kavramdir 7.

Maksimum biyoyaralanim ancak 1.V. yolla enjekte edildiginde meydana gelir. Ciinkii
toksin 1.V. yolla verildiginde verilen dozun %100 emilir. Benzer sekilde biyoyararlanim
toksinin oral yoldan verildiginde kana ge¢cme derecesidir. Biyoyararlanimda 6nemli
parametreler sunlardir: egri altindaki alan (EAA), doruk konsantrasyon (Cgoruk), Cdoruk’ @
ulagmak i¢in gerekli olan zaman (taoru) . llaclarin 1.V. disindaki diger yollarla viicuda
verildiginde, toksinin emilen fraksiyonu (F) verilen dozdan az veya esit oldugundan,

biyoyararlanim s6z konusu olur ve asagidaki formiille hesaplanir:

F = EAAoraI/EAAiV
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1.6.2. Absorbsiyon Kinetigi
1.6.2.1. Birinci derece kinetigi

Toksinin viicuda alindiktan sonra kompartmanlar arasindaki transferi sirasinda toksinin
transfer hizinin kompartman disinda kalan toksin konsantrasyonu ile orantili olmasi

durumuna birinci derece kinetigi denir:
. 1
Absorbsiyon hiz1 =k, x C

(ka: absorbsiyon hiz sabiti, C: toksin uygulama yerindeki konsantrasyon)

Uygulama yerindeki toksin miktarinin zamana gore azalmasi eksponensiyel seklinde
olur. Baslangigta (tp) toksinin uygulama konsantrasyonu Cy ise difiizyon bagladiktan t

stire sonraki konsantrasyon su sekilde hesaplanir:

-ka.t
C=COXC 4

Absorbsiyonun yarilanma omrii:

t1/2 = O693/ka

1.6.2.2. Sifirinci derece Kinetigi

Farmakokinetik ve toksikokinetik bir olay eger konsantrasyondan bagimsiz olarak, sabit
bir hiz (k) ile meydana geliyor ise bu sifirinci derece kinetigine uygun bir absorbsiyon

durumudur (hiz = k).

Hiz =k x C°

=1
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Esas olarak ilacin absorbsiyonu sirasinda difiizyon veya aktif tasimada doygunluk

oldugunda, ya da sabit hizla saliverilen bir farmasotik sekilde iiretilen ilaclarin

absorbsiyonu gibi durumlarda sifirinct derece kinetiginden soz edilebilir'®*.

1.6.3. Farmakokinetik ve toksikokinetik modeller

1.6.3.1. Tek-kompartman modeli

Tek kompartmanli modellerde viicuda verilen toksinin viicutta sabit bir hacimde
homojen olarak dagildigi farz edilir. Toksin intravendz verildikten sonra viicutta bir
anda dagilima ugradig: diistiniiliir. Bu model pratik uygulamada nadir goriiliir. Toksinin
viicutta eliminasyonu 1. Derece kinetigine goredir. Yani birim zamanda toksinin sabit
bir fraksiyonu elimine olur. Toksinin viicuda verilmesiyle olusan grafigin egimi
eliminasyon hiz sabitesi (-k) diye adlandirilir. Toksinin viicuda uygulanmasindan

sonraki herhangi bir t zamanindaki plazma-toksin konsantrasyonunun denklemi:

11'1C2 = lncl—kt

Herhangi iki zamanda plazma konsantrasyonlar arasindaki iligki:

InC 1 =lnC0—k(t2—t1)

Eliminasyon hiz sabiti (k), Vd ve CL arasindaki iliski:

CL=k x Vd'®'
1.6.3.2. iki-kompartmanh model

Bu modelde viicut iki kompartmandan (dagilim hacminden) olustugu varsayilir: Ufak

sanal hacimli santral kompartman ve daha biiyiik hacimli periferik kompartman. Santral
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kompartman, viicutta dolasan kan hacmi ve fazla kanlanan organlarin intertisyel sivi
hacminden ibarettir. Periferik kompartman ise genellikle az kanlanan organlarin
interstisyel s1vi hacminden ibarettir. Daha yaygin ve birinci derece kinetigine uygun bir
modeldir. Baglangicta toksinin periferik dokulara gegme hizi santral kompartmandan
elimine olmasindan daha hizhidir. Santral kompartmandaki toksin miktar1 periferik
kompartmandaki toksin miktarina esitlendikten sonra sistem tek kompartmanli model
gibi sabit bir eliminasyon ile devam eder. Bu modelde toksinlerin yarilanma omrii su

sekilde hesaplanir:

t1/2 = 0693/ke

(ke: eliminasyon katsayls1)162’164’165

1.7. a-amanitin Molekiiliiniin Analiz Yontemleri

o-amanitin molekiiliiniin analizi, miktar tayini ve saflagtirma islemleri; mantarlardan,
mantar zehirlenmelerine maruz kalan hastalarin plazma, serum, idrar ve bazi
organlarindan elde edilen Orneklerden yapilabilmektedir. o-amanitin molekiiliiniin
analizi 25 yili askin siiredir radioimmunoassay (RIA) ve kromatografik yontemler ve
son zamanlarda kullamilan ELISA yontemi ile yap11maktad1r166. Kanda o-amanitin
teshisi icin bircok yontem olmasina ragmen, klinikte uygulanilabilen ve basit olan bir
teknik bulunamamlstlrm_ Onceleri amanitinlerin  teshisi RIA metodu ile
yapilabilmekteydi. Bu yontemde radyoaktif I'* atomu ile isaretlenmis izotop atomlar
kullanilmaktadir. Fakat bu yontem zehirlenme vakalarinda amanitin teshisinden ziyade,
daha ¢ok kinetik c¢alismalarda  amanitinlerin  Onceden  isaretlenmesiyle
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bulunabiliyordu ™. Daha sonralar1 ince tabaka kromatografisi (TLC) kullanilmaya

baslandi. Bu yontem hassas olmamakla beraber RIA ile dogrulanmasi gerektiginden ¢ok

kullanllmamlstlrlﬁg,

Ayn1 zamanda o-amanitin teshisi ELISA yoOntemi ile de
yapilabilmektedir. ELISA yontemi RIA ile kiyaslandiginda kolay uygulanabilir bir
yontemdir ve radyasyona maruz kalinmadigi igin avantajlidir. Kromatografik
yontemlere nazaran tedavi Oncesi Ornek almimina gereksinim duymaz. Ekonomik
olarak daha uygun bir yontemdir, fakat f-amanitin gibi diger toksinlerin analizi bu
yontem ile yapilamamaktadir. Ayn1 zamanda a-amanitin kitinin elde edilme imkani

kisithdir'®.  a-amanitn analizlerinde kullanilan baska bir yontem ise yiiksek
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performansli sivi kromatografisidir (YPSK-HPLC). Bu yontem ile sindirim sistemi
stvisinda, feces ve dokularda analiz yapllabilmektedirlg. Sivi kromatografisi-kiitle
spektrometrede (LC-MS) yeni yontemler gelistirilmistir. Karaciger dokularinda, idrar

70 LC-MS sistemi bir¢ok laboratuvarda

ve serumda o-amanitin tayini yapilabilmektedir
bulunmamakta, hassasiyetinin ve diger parametrelerinin uygun hale getirilmesinde
zorluklar ~ yasanmaktadir. Ayrica yontem olarak uzun deney prosediirii
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kullanilmaktadir *". Analitik toksikolojide en 6nemli analiz yontemi olarak goriilen gaz

kromatografisi-kiitle spektrometrede (GS-MS) ise biyolojik sivilarda amatoksin analizi

yapilamamaktadir' %,

1.7.1. Ters faz yiiksek performansh s1ivi kromatografisi (RP-HPLC)

A. phalloides’in barindirdig1 toksinlerin fiziko-kimyasal oOzelliklerini arastirmada ve
tayininde kullanilan en etkili yontem ters faz yiiksek performansl sivi kromatografisidir
(RP-HPLC). Bu yontemde serum, idrar ve mantar drneklerinde ayni anda amatoksin ve
fallotoksin analizleri yap11abi1mektedir167. Enjalbert ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada
RP-HPLC metodu kullanilarak yapilan deneyde biitiin amatoksinlerin ve

fallotoksinlerin analizi ve miktar tayini yapllmls‘ur173 ,

RP-HPLC yontemi biitiin kromatografik yontemler arasinda en etkili olamidir. Diger
kromatografik yontemlerde ayristirilamayan maddeleri kolaylikla saflastirip analiz etme
imkan1 sunmaktadir. RP-HPLC yontemi analitik kimya basta olmak iizere bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Bu yontem makromolekiiller, inorganik molekiiller, dogal iiriinler,
farmasotik bilesikler ve biyokimyasal maddelerin tanimlanmasi ve saflastirilmasinda

kullanilan 6nemli bir yontemdir.

HPLC yontemi yeni saflastirma yontemleri gelistirme siirecinde sivi kromatografisinin
gelistirilmesi ile elde edilmistir. Klasik s1vi kromatografilerinde (LC) saflastirma siireci
uzun ve saflastirma derecesi diigiiktiir. Yontem olarak bir cam kolonun i¢ine madde
ayirimin saglayacak aliminyum, silika gibi madde (sabit faz, adsorband) koyulur ve
saflastirilacak madde kolonun iist tarafina konularak kolona sivi akimi (mobil faz)
verilir. Madde, bu sivi akimi kolondan gectigi siire icinde kolonda hareket ederek

birbirinden ayrilir.

Sivi kromatografiler adsorbandin degistirilmesi ile farkli yontemlerde saflagtirma

yapabilir. Mesela adsorband kati (LSC) veya sivi (LLC) olabilir. Kromatografik
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yontemlerin gelistirilmesi i¢cin maddeleri birbirinden ayiran sabit faz daha kiigiik hale
getirmek amaciyla caligmalar yapilmis ve mikro diizeyde pargaciklardan olusan
kolonlar gelistirilmistir. HPLC yonteminde kullanilan bu kolonlar i¢inde 10, 5, 3 um
yarigapinda silika parcaciklari bulundururlar. Genellikle 10-25 cm uzunlugunda 4-5 mm
yar1 ¢apinda olan bu kolonlardaki sivi akisi yiiksek basing altinda uygulanmaktadir.
Analitik HPLC yonteminde mobil faz kompozisyonu sabit ise izokratik, mobil faz

kompozisyonu degisken ise gradient eliisyon denir'’*.

Mantar zehirlenmeleri diinyanin bircok iilkesinde nadir olarak goriilmesine ragmen,
karsilasildiginda bazen o6liimle sonuglanabilmektedir. Oliimle sonuglanan vakalardaki
toksinlerin spesifik antidotunun olmayisi nedeniyle halen dliimler goriilmekte ve bu da
mantar zehirlenmesini ve tedavisini Onemli bir arastirma konusu olarak giindemde

tutmaktadir.

A. phalloides mantarinin i¢inde bulunan ve canlilarda en etkili toksisiteye neden olan a-
amanitin toksini hakkinda simirli sayida toksikokinetik calisma bulunmaktadir. Bu
caligmada, mantar ekstraktindan HPLC sistemi ile saflastirdi§imiz o-amanitinin
sicanlara oral ve intravendz yolla verilmesinden sonra, belirli zaman dilimlerinde
anestezi altindaki hayvanlardan alinan kan Orneklerindeki o-amanitin-serum
konsantrasyonunun HPLC yontemi ile elde edilmesi, ulagsmis oldugumuz verilerden

yola ¢ikarak toksikokinetik hesaplamalar yapilmasi amaglanmistir.

Bu calismamizda temel olarak 6liimciil mantar zehirlenmelerinde baglica sorumlu olan
o-amanitin toksininin sicanlarda bugiine kadar yapilmamis olan toksikokinetik
profilinin arastirllmasi ve bu konu hakkinda bilimsel birikime katkida bulunulmasi
amaclanmaktadir. Ote yandan, klinik zehirlenme vakalarinda hastadaki toksin
konsantrasyonunun zamana gore degisimini yorumlamak icin literatiire katki saglamasi

arzu edilmektedir.

29



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg

2.1.1. Etik kurul izin belgesi

Calismamuz icin Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (DU-

HADYEK) 2012/05 nolu etik kurul izni alinmustir.

2.1.2. Standart ve Kitler

o-amanitin standardi Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edildi.

2.1.3. A. phalloides mantarlarimin toplanmasi

A. Phalloides mantarlart Ekim-Kasim 2010 aylarinda Diizce/Giimiisova/Yesilyayla
Kasabas1 ormanlik alanindan toplanmistir. Toplanan mantarlar toplama sirasinda Diizce
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii tarafindan sistematik olarak
tanimlanmistir. Tamimlamada makroskopik ve mikroskopik oOzellikleri incelenmistir.
Makroskopik olarak sapka sekli, rengi, capi, lamel sekli, sap lamel birlesmesi, sap boyu,
yiiksiik ve kapcik sekilleri bakilmigtir. Mikroskopik olarak ise binokiiler mikroskopta,
x100 biiyiitmede lamellerden % 20 KOH ile hazirlanmis preparatlarda basidiospor,

basidium ve hiflerin sekil ve boyutlar incelenerek tani konulmustur (Resim 2).

2.1.4. Hayvan materyali

Deneyde 18 adet Wistar (300 + 30g) erkek sican kullanilmistir. Hayvanlar kontrol, oral
toksin ve intravenoz toksin olmak {izere rastgele 3 gruba ayrilmistir. Sicanlar her kafeste
6 adet olacak sekilde yerlestirildi. Deney hayvanlarinin tamami ¢alisma boyunca 22 + 5

°C oda 1s1sinda, 12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisti bulunan bir ortamda takip edildi.
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Resim 2: Amanita phalloides’in makroskopik ve mikroskopik resimleri

2.1.5. Laboratuvar kosullar:

Calismalarin tamami Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda gercgeklestirildi. Calismamizda Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

laboratuvarinda bulunan cihaz, teknik malzeme ve sarf malzemeleri kullanilda.

2.1.5.1. Cihazlar ve teknik malzemeler
Yiiksek basing¢h sivi kromatografisi (HPLC, Shimadzu)
Sokslet sistemi
Cok bolmeli hava akimli kurutucu
Santrifiij (Niive)
Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge-5415 R)
Ogiitiicii (Premium)
Vortex (Velp)
Manyetik karistirict ( Lab Companion)
Hassas terazi (Precisa)
pH ol¢iim cihazi (Hana)
Distile su cihaz1 (TKA-pacific)
Otomatik mikropipetler (Nichiryo)
Buzdolab: (Profilo)
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Mikro enjektor (Hamilton)
Cerrabhi aletleri

Mikro filtre

Ependorf

2.1.5.2. Kimyasallar
a-amanitin (Sigma-Aldrich)
Amonyum asetat (Merck)
Asetonitril (Sigma-Aldrich)
Metanol (Merck)

2.2. Yontem

2.2.1. a-amanitin elde edilmesi

a-amanitin deneyde bol miktarda gerektiginden daha 6nceden tanimladigimiz yontemle

saflastirildi’”. Bu yontem asagidaki sekilde uygulandi:

HPLC analizlerindeki tiim ¢oziiciiler analitik kalitede kullanildi. Mantarlar sokslet
aparatinda %50 metanolde ekstrakte edildi, 2 defa preparatif HPLC saflastirma islemi
uygulandi. Her bir asamadan sonra saflik oranlar1 ol¢iildii. Toksinin dogrulamasi
analitik HPLC’deki tutulma zamani ve UV spektrumu karsilastirilmasi yontemleriyle

yapildi. Sonuglar ortalama + SH olarak verildi.

2.2.1.1. Mantar ekstraksiyonu

Mantarlar 50-60°C hava akimi altinda 12 saatte kurutuldu, oOgiitiilerek toz haline
getirildi. 10 gramlik 6 ayr sokslet filtresi i¢ine alindi, 6 farkli kanalda 150 mL %50
metanolde 4 saat sokslet aparatinda ekstraksiyonu yapildi (Resim 3). Elde edilen
eksraktlar vakum evaporatérde tam kuru olusuna kadar 50°C’de buharlastirildi. Kalan
materyal iizerine 1. mobil fazdan 10 mL eklenerek iyice coziildii, 10 dakika 4000
rpm’de santrifiij edildi, tistteki sivi kisim alindi, 45 pm filtreden gegirilerek preparatif

HPLC sistemine 1 mL enjekte edildi.
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Resim 3: Sokslet ekstraksiyon aparati

2.2.1.2. Preparatif HPLC Sistemi

Degazer, pompa ve dedektor 2 farkli paralel hatta baglanarak bir vana yoluyla hem
preparatif hem analitik HPLC sistemleri olusturuldu. Preparatif sistemde degazer
(Shimadzu DGU-20A3) 0.05 mL/dakika hassasiyetli pompa (Shimadzu LC-6AD), bilgi
islem iinitesi (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 dedektér (Shimadzu SPD-M20A), fraksiyon toplayici
(Shimadzu FRC-10A) sistemi kullanildi (Resim 4). Mobil faz akis hiz1 16 mL/dakika
izokratik olarak kullanildi. Birinci mobil faz olarak amonyum asetat (50 mM, pH 5.5
asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10 (v/v/v) kullanildi. Oncelikle o-amanitin
standard1 100pug/mL bu sisteme uygulandi ve tutulma zamani ile toksin UV spektrumu
kaydedildi. Hazirlanmis olan A. phalloides ekstresi bu sisteme 1 mL uygulandi. o-
amanitin standard1 ile ayni1 tutulma zamaninda gelen pik baglangicindan sonuna kadar
fraksiyon toplayici ile toplandi (Sekil 7). Elde edilen fraksiyon vakum evaporatorde
50°C’de kurutuldu, 1 mL olan fraksiyon %40 metanol igerisinde ¢oziildii ve ikinci

saflagtirma i¢in yeniden preparatif HPLC sistemine uygulandi.
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Sekil 7: Birinci preparatif saflastirma islemi kromatogram: kesikli oklar
fraksiyonlama baslangic ve bitisini gostermektedir.
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Ikinci preparatif HPLC islemi, saflik oranim artirmak ve toksini amonyum asetat
tuzundan arindirmak amaciyla uygulandi. Bu asamada ikinci mobil faz olarak %40
metanol kullanildi. Diger tiim parametreler ayni1 yontemle uygulandi. Bu sistemde de
Once o-amanitin standardi uygulandi, tutulma zamam kaydedildi. Fraksiyonun sisteme
verilmesinden sonra standart ile ayn1 zamanda gelen pik baslangicindan sonuna kadar
fraksiyon toplayici ile alindi (Sekil 8). Elde edilen fraksiyonun hacmi ol¢iildii. Bu
fraksiyondaki saflik oranini ve toksin miktarin1 6lgmek igin 20 pL analitik HPLC

sistemine uygulandi.
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Sekil 8: ikinci preparatif saflastirma islemi kromatogram: kesikli oklar
fraksiyonlama baslangic ve bitisini gostermektedir.
2.2.1.3. Analitik HPLC sistemi

Yukaridaki preparatif sisteme paralel olarak ayirici vana sonrasinda analitik kolon

kullanildi.
2.2.1.3.A. HPLC kosullan
Kolon: Calismamizda 5 um partikiillii, 4,6 x 250 mm C18 ODS kolon kullanildi.

Mobil faz: Amonyum asetat (50 mM, pH 5.5 asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10
(v/v/v) kullanild1.

Mobil faz akis hizi: Izokratik olarak 1 mL/dak olarak ayarlandl133 .
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2.2.1.4. Saflik analizi

Analitik HPLC sisteminde elde edilen kromatogramdaki toksin pikinin tim piklere
orani saflik orani olarak kullanildi. Ayrica toksin pikinin kendi i¢indeki saflik oram1 UV
tarama ile yapildi. Elde edilen a-amanitinin saflik oran1 % 99.8 (Sekil 9), pik saflik
orani 0.99995 olarak bulundu (Sekil 10).

mAU

mAU
1Purity Curve Peakf
0.75{Zero Line ;715‘0
i F125
050 F10.0
1 E75
0.25 F50
] ks
0.00 ——— F
— — T T T T T T T T T T T 1700
14.50 14.75 15.00 15.25 15.50 15.75 16.00 min

Sekil 10: a-amanitin pikinin saflik analizi

2.2.1.5. Toksinin dogrulamasi

Elde edilen o-amanitin toksininin dogrulanmasi igin 2 yontem kullamldi. Ik olarak
preparatif HPLC sisteminde tutulma zamani, ikinci olarak UV spektrumda minimum ve

maksimum absorband degerlerin karsilastirmasi yapildi (Sekil 11).
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Sekil 11: a-amanitin standart (a) ve fraksiyon (b) ultraviyole spektrumu

2.2.1.6. Miktar analizi

Analitik HPLC sisteminde a-amanitin standardi i¢in 6 noktali (her biri 3 defa tekrarli)
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kalibrasyon egrisinin denklemine, analizlerde elde
edilen pik alanlar1 uygulanarak madde miktar1 Olciimii yapildi. Elde edilen saf a-
amanitin ¢oziiclisii ugurulduktan sonra 1 mL distile suda ¢oziilerek miktar analizi
yapildi. Elde edilen miktar analizi sonucunda sicanlara 1 mg/kg olacak sekilde distile

suda ¢oziinmiis saf a-amanitin uygulandi.

2.2.2. Deney protokolii

Calismalarin tamami Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirildi.
Deney i¢in sicanlara su kisitlamasi yapilmadi ve deney Oncesi bir gece sicanlar ag
birakildi. Sicanlar rastgele olarak 2 gruba ayrildi. Siganlara 100 mg/kg ketamin ve 10
mg/kg ksilazin ile anestezi yapildi. Anestezi gerektiginde ek doz uygulanarak 24 saate
kadar uzatildi (Resim 5). Anestezi altindaki siganlardan bir gruba a-amanitin 1 mg/kg
dozunda gavaj yontemi ile oral olarak, diger gruba juguler venden intravendz olarak 1
mg/kg dozunda uygulandi. Uygulama sonrasinda 2.-5.-10.-15.-20.-45.-60.-90.
dakikalarda ve 2.-3.-4.5.-6.-9.-12.-24. saatlerde her bir sicandan juguler venden 100 uL
kan alindi. Almman kanlar 20 dakika bekletildi, sonra 5 dakika 10000 rpm altinda

santrifiij yapildi. Elde edilen serumdan 30 uL alinarak iizerine 30 pL metanol eklendi ve
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2 dakika vorteksle karistirildi. Tekrar 5 dakika 10000 rpm de santrifiij yapildi. Ustte
kalan s1v1 boliimden 20 pL alinarak analitik HPLC cihazina enjekte edildi.

Resim 5: Deney masasi genel goriiniimii

2.2.3. Serumda a-amanitin analizi

o-amanitin analizi i¢in daha 6nce tammlanms yontem modifiye edilerek kullanildi'*’.

Bu amagla oncelikle kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kontrol grubu sicanlardan alinan 21
serum Ornegi {izerine a-amanitin standardi 0.2-0.5-1-2-5-10 pg eklendi. 3 o6rnek de bos
birakildi. 2 dakika karistirildi, 30 uL serum tizerine 30 uL metanol eklendi ve 2 dakika
vorteksle karistirildi. Tekrar 5 dakika 10000 rpm de santrifiij yapildi. Ustte kalan sivi
boliimden 20 uL alinarak analitik HPLC cihazina enjekte edildi. Elde edilen sonuglar X-
Y dagilim grafigine uygulanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu. HPLC analizi
sonucunda elde edilen pik alanlar1 bu denkleme uygulanarak o-amanitin miktari

hesaplandi.

HPLC sisteminde 5 um partikiillii, 4.6 x 250 mm C18 ODS kolon kullanildi. Mobil faz
olarak amonyum asetat (50 mM, pH 5.5 asetik asit), asetonitril, metanol 80+10+10
(v/v/v) kullanildi. Mobil faz akis hizi izokratik olarak 1 mL/dak olarak ayarlandi. HPLC
sistemi olarak yukarida tamimlanan analitik sistem kullanildi. Sisteme Once bos
numuneler enjekte edildi, a-amanitin eklenmis numunelerdeki a-amanitin pikinin

tutulma zamaninda baska pik gelmedigi goriildii (Sekil 12).

38



mAU

|

« AV

,W

.I.I.I.I.I* M

|

|

SYLVLOBLO__ A

S08E/9L1'9_ ,

LOZIGHELT —

e e T S N NP

mAU

amanitin

o

Svovouees
£9108/018'9__ —

LLisesoy |

88¢ FN\MNo.mR

vLOGHPEE ————" |

69/12/S63° €|
EEEEEEEEEE

HLey1/608YE

= N

'

N S

SE06/€106_—

hmwN_.\wov.mﬁ - M

\

0622/81G 5|
,

I
N - o

bos

len kromatogramlar (A:

i

dan eklenm

HPLC’de analizinden elde ed

inin

a-amanit
serum, B

Sekil 12

-amanitin)

is

serum iistiine sonra

39



2.2.4. istatistiksel analiz bilgileri

Elde edilen verilerin ortalamasi alindi ve standart hata hesaplandi. Oral ve intraventz
uygulama icin zaman-konsantrasyon egrisi olusturuldu. Egri alti alan her iki uygulama
icin hesaplandi, oral olan degerler intraventz degerlere boliinerek biyoyararlanim
hesaplandi. Elde edilen veriler WinNonLin® (Scientific Consulting Inc.) programina
girildi. ilk konsantrasyon, yari omiir, dagilim hacmi, klirens degerleri program ile

hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1. Kromatogram Pik alam

Analizler sonucunda serum igine eklenen o-amanitin icin elde edilen kalibrasyon
konsantrasyonlart ve pik alanlar1 Tablo 4’te gosterilmistir. a-amanitinin bos serum ve
serum iistiine sonradan eklenmis a-amanitin kromatogramlar Sekil 12’te gosterilmistir.
a-amanitinin pik ¢ikis siiresi 13.89 dakika olarak tespit edilmistir.

Tablo 4: a-amanitinin serumdaki ters faz HPLC yontemi ile analizlerini takiben
elde edilen kromatogram pik alanlari.

Serumdaki konsantrasyon Elde edilen pik alam
(ng/ml)
200 3415+ 11
500 7145 +4
a-amanitin 1000 12681 £9
2000 29628 £ 11
5000 75014 £ 180
10000 145231 + 26

3.2. Kalibrasyon Egrisi

Seruma o-amanitin eklenmesi ile elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 13’te
gosterilmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi y = 14.614x — 29.466 olarak bulunmustur.
Denklemin R* degeri 0.9994 olarak bulunmustur. Serumda a-amanitin analizi i¢in
sinyal/giiriiltii oram1 3 olarak alindiginda tayin limiti (limit of detection, LOD) 0.12
pg/mL, sinyal/giiriiltii oran1 10 olarak alindiginda 6l¢iim limiti (limit of quantification,

LOQ) 0.40 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 13: Serumda a-amanitin analizi kalibrasyon grafigi

3.3. Toksikokinetik Bulgular

o-amanitinin intravendz uygulamasimi takiben 2. dakika ile 24. saat arasinda tespit

edilebiliyorken, oral uygulamasinda 30. dakika ile 24. saat arasinda tespit edilebilmistir.

Calismamizda o-amanitinin “iki kompartmanli disariya acik model”’e uygunluk

gosterdigi ve “birinci derece kinetigi”’ne uydugu belirlendikten sonra; dagilim yarilanma

Omiirleri (tj/q.), €liminasyon yarilanma omiirleri (tipera) ve klirens (CL), WinNonLin®

bilgisayar programi ile hesaplandi. Pik konsantrasyon (Cgorux) Ve bu konsantrasyonlara

ulagsma zamanlar (t4oruk) izilen zaman-konsantrasyon grafiklerine bakilarak belirlendi.

Her iki uygulama i¢in egri altindaki alan (EAAyp.m) degerleri grafikten alan

hesaplamasi yontemiyle bulundu (Tablo 5).

Tablo 5: a-amanitinin sicanlara oral ve intravenéz yollarla 1 mg/kg dozunda
uygulanmalarim takiben ortalama (£SS) toksikokinetik parametreleri.

Kinetik parametreler

a-amanitin Oral

a-amanitin intravenoz

Tdoruk (Saat)

2-3 saat (2.64)

Caoruk (ng/ml) 2.86 +£0.08 12.01 £ 0.07
Egri altindaki alan(EAA)
(ng.saat/ml) 1443590.40 1541050.00
t124-(Saat) - 0.13+0.01
ti/2beta (SaaL) 110.4 +£0.30 1.84 +0.30
Klirens (CL) (ml/st/kg) 7591 £9.11 75.91 £9.11
Vd (ml/kg) 191.25 £12.85 191.25 £ 12.85
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o-amanitinin oral uygulamada serumdaki pik konsantrasyonuna 2.64 saatte ulastig
gozlemlenmistir. Toksin verildikten 1.30-2.00 saat aralig1 sonrasinda intravenoz ve oral
gruplarda serum toksin konsantrasyonlari birbirine yakin ¢ikmaktadir. Her iki verilisteki
toksin konsantrasyonlar1 6. saatten sonra gittikce birbirine yakinlasan degerlerde
seyretmekte ve 24. saat diliminde a-amanitinin her iki uygulamada viicuttan tamamen
uzaklagmadigi (oral: 0.65 + 0.007 ng/mL, intravenéz: 0.66 + 0.02 ng/mL) ve eliminasyon
hizinin gittikge azaldigr goriilmektedir. Sicanlarda toksisite nedeniyle 2. giin 6liim
goriildiigiinden ve kinetik hesaplamalar 24 saatlik analiz sonucunda yapilabildiginden
daha uzun siire toksin analizi yapilmamistir. a-amanitin toksikokinetik profilinin grafigi

Sekil 14’°te verilmistir.
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Tablo 6: o-amanitinin sicanlara oral ve intravenoz yollarla 1mg/kg dozunda
uygulanmalarim takiben serumda ortalama o-amanitin miktarlari.

Zaman (saat) Oral degerler (ng/mL) intravenoz degerler

2 dak. Limit altinda 12.01 £ 0.07

5 dak. Limit altinda 7.06 £0.06

10 dak. Limit altinda 4.86 £0.07

15 dak. Limit altinda 4.63 £0.03

20 dak. Limit altinda 4.8 £0.04

30 dak. 0.55 £ 0.005 4.00 +£0.07

45 dak. 0.89 £ 0.004 3.67 £0.06

1 st. 1.15+£0.01 2.92+£0.03

1.5 st. 1.88 +0.006 2.27+0.01

2 st. 2.86 + 0.008 1.74 £ 0.01
3 st. 2.05 +0.01 1.37 £ 0.004

4.5 st. 1.62 +0.01 1.13 £ 0.008

6 st. 1.28 +0.005 1.02 + 0.008

9 st. 0.88 £ 0.007 0.84 +0.01

12 st. 0.75 £ 0.008 0.74 = 0.007

24. st. 0.65 £ 0.007 0.66 + 0.02

Oral o-amanitin serum Kkonsantrasyonunun 2-6. saatleri arasinda, intravenoz

uygulamaya gore daha yiiksek seviyede oldugu anlasilmaktadir (Tablo 6).

o-amanitine bagli mantar zehirlenmelerinin klinik seyrinde toksin biyoyararlaniminin
bilinmesi ¢ok Onemlidir. Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ve analizler ile sicanlardaki

oral biyoyararlanim 0.936 olarak hesaplanmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Biyoyararlamim.

F
Toksin Parametre Oral Intravensz (Biyoyararlamim)
o-amanitin EAAoplam 1443590.40 1541050.00 0.936758
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TARTISMA

Calismamizda siganlarda o-amanitinin toksikokinetik profilinin agiga cikartilmasi
amaglanmistir. Deney prosediiriine uygun sekilde hareket ettigimiz calismamizda
uyguladigimiz yontemle sicanlarda o-amanitin toksikokinetik analizleri basariyla
sonuclanmistir. Toksini intravendz ve oral yoldan verdikten sonraki dilimde serum
konsantrasyon-zaman egrisine gore yapmis oldugumuz calisma ¢ift kompartmanl agik
modele uygunluk gostermistir. Serum konsantrasyon-zaman egrisi sekil 14’te
gosterilmistir. Ulasmis oldugumuz toksikokinetik parametreler tablo 5 ve 7’de
gosterilmistir. Her iki veriliste cikan toksikokinetik sonuglara baktigimizda EAA
parametrelerinin birbirine yakin oldugunu (oral: 1443590.40 ng.saat/ml, intravendz:
1541050.00 ng.saat/ml) gormekteyiz. Oral veriliste o-amanitinin hizli bir sekilde
emilime ugradigim gozlemledik (2 + 0.05st.). Toksinin oral biyoyararlanimi
F=0.936’dir. Bu degerler bize toksinin sistemik dolasima gecme oranimin ve hizinin

yiiksek oldugunu gostermektedir.

A. phalloides zehirlenmesi birbirinden bagimsiz olan baslangig, latent ve letal fazlar ile
seyreder. a-amanitin baslangi¢ fazinda hizla emilir, viicutta dagilima ugrar ve karaciger
hiicrelerine girer. a-amanitin toksininin viicutta bulunmasi ve dagilimi siiresince etkili,
hizli ve hassas bir sekilde viicuttaki miktarinin hesaplanmasi gerekir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalar i¢inde a-amanitinin viicuttaki seyri, dagilimi ve atilimi konusunda
yapilan calismalar yok denecek kadar azdir. Yapilan bazi ¢aligmalar ise daha ¢ok
periton i¢ine veya intravendz verilerek yapilan letal doz (LDsp) hayvan gahsmalardlrlg’

99176 ye bu caligmalar klinikteki pratige uygun bir karsilastirma imkan1 sunmamaktadir.

Insanda yapilan analizlerde amatoksinlerin emiliminin yaklasik olarak 2 saat oldugu
gérﬁlmﬁstﬁrms. Sicanlarla yapmis oldugumuz caligmada ayn1 sekilde oral olarak alinan
o-amanitinin yaklasik olarak 2. saatte doruk konsantrasyonuna ulastigi; sican ve

insanlardaki a-amanitin emilim hizinin birbirine benzedigi goriilmektedir.

Su ana kadar yapilan ¢alismalar ve analizler sonucunda a-amanitinin insan viicudundaki
dagilim hacmi ortaya ¢ikarilamamistir. Hayvanlarda ise kopeklerde yapilan ¢alismaya
gore intravenoz yolla verilen a-amanitinin dagilim hacmi ekstraseliiler boslukta tayin

edilebilmistir (160-290 ml/kg). Faulstich ve ark. '’ isaretli amatoksinleri (14 C-metil-y-
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amanitin ve 3 H-O-metil-dehidroksimetil-a-amanitin) intravendz yoldan kopeklere
uygulamig, bu toksinlerin dagilim hacimlerinin ekstraseliiler sivi ile sinirhi ve total
klirenslerinin kreatinin klirensine benzer oldugunu saptamistir. Calismamizda ulagmig
oldugumuz dagilim hacmi sonucuna bakildiginda sicanlarda 191.25 + 12.85 ml/kg
cikmaktadir. Bu sonug ise Faulstich ve ark.’nin 176 kopekler tizerinde ulagmis oldugu
deger araligina denk gelmektedir. Fakat unutulmamas1 gerekir ki deneylerde kullanilan
hayvanlarin ve deney prosediirlerinin farkli olmasi bizi yaniltacak bulgulara gotiirebilir.
Buna ek olarak bu deneyde kullanilan teshis ve analiz yontemlerinin farkli ve eski
yontemler olmast HPLC analizlerine oranla hassasiyetinin az olmasi iki veri arasindaki
paralelligi degistirebilecek etkenlerdir. Bu yiizden kopeklerde ve siganlarda ayni analiz

yontemleri ile yapilacak calismalar bize daha net sonuclar sunabilecektir.

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan analizlerde oral ve parenteral yolla alinan a-
amanitinin yarilanma dmrii tam olarak hesaplanamamistir. Vesconi ve ark.’nmin *° bir
grup hasta tstiinde yaptigi calismada toksin seviyesinin bir hasta disinda hizli bir
sekilde diistiigii ve mantar alindiktan 48 saat sonra biitiin hastalarin kanindaki o-
amanitinin saptama limitinin altinda kaldigi gozlenmistir. Aym sekilde Jeager ve
ark.’nm" tic yil sonra yaptiklart calismada 32 hastanin amatoksin-serum
konsantrasyonunun hizli bir sekilde diistiigii ve 36 saat sonra sadece 2 hastanin kaninda
teshis edilebildigi gozlenmistir. Hayvanlarda ise oral yoldan alinan amatoksinlerin
yaritlanma Omiirlerine dair bugiine kadar yapilmis herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu yilizden yapmis oldugumuz ¢alismada ortaya ¢ikan yarilanma
Oomrii klinikte mantar zehirlenmesi teshisi ile tedavi altina alinmis hastalara uygulanacak
miidahaleler ag¢isindan 6nemli bir parametre olarak kullanilabilecektir. Bunun yam sira
uygulanan madde toksin oldugu i¢in insanlarda parenteral yoldan viicuda a-amanitin
verilmesi miimkiin degildir ve insanlarda bu sekilde toksikokinetik analizler yapilamaz.
Hayvanlarda ise parenteral yoldan verilen a-amanitinin serumdan hizli bir sekilde
atildig1 gozlemlenmistir. Farelerde periton igine verilen o-amanitinin 4 saat sonra
serumda goriilmedigi, kopekte ise periton igine verilen o-amanitinin plazma yar
Omriiniin 26.7-49.6 dakika oldugu bildirilmistir'"®. Bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada
ise intravendz yolla verdigimiz a-amanitinin dagilim yarilanma 6mrii (t2,) 7.8 £ 0.01
dakika, eliminasyon yarilanma omrii (ti»p) 110.4 + 0.30 dakika olarak hesaplanmustir.
Toksikokinetik caligmalarda yarilanma omrii denildiginde eliminasyon yarilanma omrii

(tinp) goz Oniine alinir. Calismamizda ulagsmis oldugumuz degerlere bakildiginda a-
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amanitinin yaritlanma Omrii hesaplanmas1 acisindan kiymetli bir ¢alisma olarak

goriinmektedir. Diger gahsmalardalg’ 99, 176

ise dagilim fazinin yarilanma 6mrii ayrica
hesaplanmadigindan, degerlerin daha diisiik ¢ikmasi muhtemeldir. Bizim calismamiz
disinda dagilim fazi yar1 omrii hesaplamasi bulunmamaktadir, konu hakkinda diger

hayvan tiirlerini kapsayan daha fazla ¢aligma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

o-amanitinin insan viicudunda ne sekilde metabolize oldugu ve metabolitlerinin olup
olmadig1 hakkinda daha fazla bilgi bulunmamaktadir. Fakat hayvan deneylerinde
hayvan viicuduna verilen radyoaktif a-amanitinin metabolitlerinin olmadigi
gézlemlenmistir177. Bu konuda yapilacak olan g¢alismalar a-amanitinin insanda ve
hayvanlardaki toksikokinetik profilini aydinlatma adina onemli bilgiler saglayabilir.
Yaptigimiz ¢alismada a-amanitinin metabolize olduguna dair bulguya rastlanmamaistir.
Ancak metabolit c¢alismalarinda kiitle spektrumu (MS) kullanarak yapilmasi

gerektiginden bu konu daha detayli calismay1 gerektirmektedir.

A. phalloides zehirlenmelerinde eliminasyon kinetigi ¢ok onemli bir parametre olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Klinik olgularda toksinlerin viicuttan atilmasi Onem arz
etmektedir. Mantar zehirlenmesi vakalarinda toksinin emilmesini onleyecek bircok
tedavi secenegi uygulanmaktadir. Fakat A. phalloides kaynakli zehirlenme vakalarinda
semptomlarin ge¢ baslamasindan dolayi, hasta acil servislere ulastiginda toksinin biiyiik
bir boliimii sistemik dolasima ge¢mis olmaktadir. Eger a-amanitin klirens degerleri
bilinmis olursa zehirlenmenin seyrini saptamak ve ona gore bir tedavi stratejisi
olusturmak daha etkili olabilir. a-amanitin insan idrarlarinda en erken mantar yendikten
90-120 dakika sonra teshis edilebiliyor iken'®, idrarda en son teshis edilebilen zaman
dilimi 24-66 saatleri arasindadir. Busi ve ark.””® RIA yontemini kullanarak 5 hastanin
mantar alimindan 12-72 saat sonra mide sivisinda o-amanitin belirlediklerini rapor
etmislerdir. Hayvanlarda a-amanitinin oral olarak verildikten sonra idrarda veya bagka
biyolojik sivilarda eliminasyonu ile ilgili bugiine kadar herhangi bir c¢alisma
yapilmamistir. Parenteral verilerek biyolojik sivilarda eliminasyon parametrelerini
gosteren tek bir calisma vardir. Bu calismada kopeklere verilen isaretlenmis o-
amanitinin %83-89’u idrarla, %10’ dan daha az bir kismu ise safra yoluyla atildigi ve
toplam viicut klirensinin 2.7-6.2 ml/dak/kg oldugu rapor edilmistir'®. Bu klirens
degerleri ¢cok genis bir araligl icermektedir. Bizim calismamiz da ulastigimiz klirens
degeri ise 75.91 £ 9.11 (ml/st/kg)’dir. Bu deger diger calismada bildirilenden daha

kiigiikk bir degerdir, ancak diger caligmada araligin ¢ok genis olmasi giivenilirligi
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diisiirmektedir. Ayrica hayvan tiirlerinin ve analiz yontemlerinin de farkli olmasi bu
degisiklige neden olmus olabilir. Konu hakkinda daha fazla ¢alisma yapilmasi klirensin

aydimlatilmasi i¢in kiymetli olacaktir.

Diinyada bugiine kadar yapilmis caligmalarda insan ve hayvanlarda yapilan
toksikokinetik analizler goz Oniine alindiginda o-amanitinin biyoyararlaniminin
(EAA./EAA;,) heniiz belirlenmedigi anlasilmaktadir. Amanita kaynakli mantar
zehirlenmelerinin 6liimciil olmasi ve klinikte radikal bir tedavinin olmamas1 a-amanitin
biyoyararlanim oraninin belirlenme aciliyetini gostermektedir. Biyoyararlanim oranlari
cikarilan amatoksinlerin Sliimciil vakalarda destekleyici tedavilerin etkililigini 6nemli
derecede arttiracaktir. Yapmis oldugumuz toksikokinetik analizler sonucunda a-
amanitin toksininin oral biyoyararlanimi F=0.936 p.saat/ml olarak hesap edilmistir.
Calismamizda oral biyoyararlanim oraninin belirlenmesi ve literatiire kazandirilmasi
onemli bir asamadir. Biyoyararlanimin yiiksek olmasi, oral olarak alinan toksinin
tamamina yakininin sistemik dolasima gectigini gostermektedir. Daha 6nceden yapilmis
mantarda toksin miktarn analizi yayinlart bulunmaktadir. Bu yayinlar da referans
almarak, klinige bagvuran zehirlenme vakalarinda yenilen mantardaki toksinin

tamamina yakininin emilecegi hesap edilebilir.

Sonug olarak; yaptigimiz a-amanitin toksikokinetik c¢alismasi, baz1 degerler agisindan
ilk olma ozelligindedir. Elde edilen verilerin klinige uyarlanmasi sonucunda, kisinin
aldig1 toksin miktar1 ve zehirlenmenin prognozu hakkinda ¢ok kiymetli veriler elde
edilebilir. Bu veriler sonrasinda hastaya uygulanacak tedavilerin yogunlugu konusunda
ongoriide bulunulabilir. Benzer konuda calismalarin ¢ok az sayida olmasi ve insanlar
iizerinde toksikokinetik calisma yapilamamasi nedeniyle, baska hayvan tiirlerinde ve

daha kapsamli ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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