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Proje Adi: Alfa amanitin ile olusturulmus karaciger toksisitesi lizerine nigella sativa ve
punica granatum yaginin koruyucu etkilerinin arastirilmasi

Proje Ozeti: Mantar zchirlenmeleri iilkemizde 6zellikle ilkbahar ve sonbahar aylarinda
siklikla karsilagilan; Olimlere ve organ hasarlarina yol acabilen 6nemli halk saglig
sorunlarinda biridir.  Ulkemizde mantar zehirlenmelerinin biiyiikk kismindan Amanita
Falloides tiirii mantarlar sorumludur. Toksisiteden amatoksinler sorumludur ve en énemlisi
alfa amanitindir.

Nigella sativa(gorek otu) diinya genelinde ve ililkemizde siklikla kullanilan antiinflamatuar,
antioksidan, immiin stimulan bir bitkidir. Punica granatum (nar) Akdeniz ikliminin hakim
oldugu tilkelerde ve iilkemizde siklikla yetistirilen antiinflamatuar, antioksidan bir meyvedir.
Yapilmast planlanan ¢alismada mantar zehirlenmelerinde nigella sativa ve punica
granatumun karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisinin incelenmesi amaglandi.

Calismamizda 36 adet sprague dawley sican kullanildi. Her grup 6 hayvandan olusmaktaydi.
Birinci gruba tek doz ip serum fizyolojik (0.1 ml), diger 2 gruba ise 7 giin siireyle gavaj ile
yaglar (2 ml / kg / giin) verildi. Diger 3 gruba tek doz ip alfa amanitin (0.3 mg / kg), 2 gruba
ise 7 giin slireyle gavajla yaglar(2 ml / kg / giin) verildi. Alfa amanitin verilen her grupta
birer hayvan 6ldii.

Cleaved kaspaz 3 aktivitesi punica granatum(nar) ¢ekirdegi yagi verilen grupta alfa amanitin
grubuna gore daha diisiik bulundu. Alfa amanitin grubu ile nigella sativa yagi ve alfa
amanitin verilen grup arasinda anlamli bir fark yoktu. Bu sonuclar, nar ¢ekirdegi yaginin
mantar zehirlenmesinde faydali olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa Amanitin, Karaciger Toksisitesi, Nigella Sativa, Punica Granatum
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Title: Investigation of the protective effects of nigella sativa and pnica granatum oil on liver
toxicity generated by alpha amanitin

Abstract: Mushroom poisoning is frequently encountered in Turkey, especially in spring and
autumn that is one of the major public health problems that leads to deaths and organ
damage. Amanita Falloides is responsible for most of the mushroom poisonings. Amatoxines
are responsible for toxicity and the most important is alpha amanitin.

Nigella sativa is an antiinflammatory, antioxidant and immunostimulant plant that is widely
used in the world. Punica granatum (pomegranate) is an antiinflammatory, antioxidant
substance that is commonly grown in the countries where Mediterranean climate is dominant.
In the planned study, it was aimed to examine the protective effect of nigella sativa and
punica granatum against liver damage in mushroom poisoning

36 sprague dawley rats were used in our study. Each group consisted of 6 animals. A single
dose of ip saline (0.1 ml) was given to the first group and oils (2 ml / kg / day) were given to
the other 2 groups by gavage for 7 days. One dose of ip alpha amanitin (0.3 mg / kg) was
given to the other 3 groups and oils(2 ml / kg /day) were given to 2 groups by gavage for 7
days. One animal died in each group given alpha amanitin.

Cleaved caspase 3 activity was found to be lower in the group given pomegranate seed oil
than the alpha amanitin group. There was no significant difference between the alpha
amanitin group and the group given nigella sativa oil and alpha amanitin These results
showed that pomegranate seed oil may be beneficial in mushroom poisoning.

Keywords: Alpha Amanitin, Liver Toxicity, Nigella Sativa, Punica Granatum

1. Projenin Amaci ve Kapsami

Dogada bilinen 5000 tiir mantardan 100 kadari insanlar i¢in toksiktir ve Amanita tiirleri
insanlardaki mantar zehirlenmeleri vakalarmin biiylik kismindan sorumludur.(1) Mantar
zehirlenmeleri mantar toplamanin yaygmn oldugu Tirkiye gibi {ilkelerde bitki kaynakl
zehirlenmelerin en sik sebebidir.(2)

Mantar zehirlenmeleri mantarlarin tiirtine bagli olarak hafif gastrointestinal semptomlardan
olim ve organ yetmezligine neden olan ciddi sonuglara kadar uzanabilir.(3) Tirkiye’de
literatiirde yayimlanan ilk mantar zehirlenmesi vakasi 1973 yilindadir.(4)

Amanita phalloides diinya genelinde mantar yenilmesini takiben gergeklesen Sliimlerin biiyiik
kismindan sorumludur. (5) Amanita phalloides zehirlenmelerinden amatoksinler sorumludur.(6)



Nigella sativa(Corek otu) bitkisi Ranunculaceae (Diiglin ¢icegigiller) ailesinde yer alan;
Hindistan Yarimadasi’nda, Arap Ulkeleri ve Avrupa’da yetisen; mutfaklarda baharat olarak ve
geleneksel tibbi amagli kullanilan yillik bir bitkidir. (7) Nigella sativa bitkisi antiinflamatuar,
antioksidan, immiin stimulan, hepatoprotektif 6zellikler gostermektedir.(8)

Punica Granatum(nar) Orta Dogu, Akdeniz iklimine sahip iilkeler, Anadolu cografyasi,
Giliney Asya, Orta Asya ve Kuzey Amerika’da iiretilen; punica ailesi igerisinde yer alan; ¢ok eski
zamanlardan beri yetistirilen yerel meyveli bitkilerden biridir.(9)

Nar bitkisinin meyvesi, yapraklari, kabugu, suyu ve c¢ekirdeginin yagi analjezik,
antiinflamatuar, antioksidan, antikanser, ateroskleroz azaltici, antihipertansif, antidiyabetik,
antilipidemik, antiviral, immiinstimulan, hepatoprotektif, etkiler gostermektedir.(10)

Yapilmasi planlanan ¢alismada iilkemizde siklikla goriilen mantar zehirlenmelerinde nigella
sativa ve punica granatumun karaciger hasarina karst koruyucu etkisinin incelenmesi
amaclanmustr.

2. Projenin Materyal ve Yontemi

Calisma 8 haftalik 36 adet Sprague Dawley cinsi erkek siganlar (150-200 gr) iizerinde
gerceklestirilmistir. Deney esnasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k, 12 saat karanlik periyodunda ve
20-24 derece sicakliktaki odalarda barindirilmistir. Deney hayvanlari rastgele secilerek her biri 6
hayvandan olusan 6 gruba ayrilmistir.

1. gruba ilk giin kontrol amagli intraperitoneal serum fizyolojik(0,1 ml) verilmistir.

2. gruba kontrol amagli 7 giin boyunca gavajla punica granatum yagi 2ml/kg/giin verilmistir.

3. gruba kontrol amagcli 7 gilin boyunca gavajla nigella sativa yagi 2ml/kg/giin verilmistir.

4. gruba alfa amanitine ilave olarak 7 gilin boyunca gavajla nigella sativa yagi 2 ml/kg/giin
verilmistir.

5. gruba alfa amanitine ilave olarak 7 giin boyunca gavajla punica granatum yagi 2
ml/kg/giin,

6. gruba toksisite olusturmak amaciyla ilk giin tek doz alfa amanitin 3 mg/kg intraperitoneal
olarak uygulanmstir.

Hayvanlarin agirliklar1 uygulamalar 6ncesinde tartilmistir.

8. giin tiim hayvanlar ketamin ve ksilazin(70 mg/kg ip ve 10 mg/kg ip) anestezisi altinda kalp
kani alinarak sakrifiye edilmistir. Hayvanlardan kan ve karaciger dokusu ornekleri alinmustir.
Kan o6rnekleri santrifiij edilerek serum elde edilmis ve elde edilen serum ependorflara alinarak -
80 derecede incelemeler yapilana kadar saklanmustir.

Karaciger hasar1 igin ratlardan alinan kandan elde edilen serumda ticari Elisa Kitleri
kullanilarak ALT, AST degerleri olgiilmiistiir. Oksidatif stresi degerlendirmek igin serumdaki
TNFa ve IL-6 degerleri ticari Elisa Kitleri kullanilarak degerlendirilmistir. Elisa 6l¢timleri igin
serumdaki protein standardizasyonu yapilmistir.

Aliman serum oOrneklerinden otoanalizor yardimiyla ALT, AST, ALP ve total protein
seviyelerine de bakilmistir.



Karaciger sag iist lobdan aliman dokunun kiiciik bir kismi serum fizyolojik ile yikandiktan
sonra western blot islemi yapilmak tizere ependorf tiiplerine alinmis ve inceleme yapilmak {izere
-80 derecede saklanmistir. Deneyin yapildigi giin 100 mg karaciger dokusu alinarak, buz
iizerinde bistiiri yardimiyla kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra 1000 ul RIPA (pargalama) ¢ozeltisi
ile 10 pl proteinaz inhibitdr kokteyli eklenerek homojenizator yardimiyla 10 sn boyunca buz
iizerinde parcalandiktan sonra, 6rnekler +4 °C’de, 20 dakika 12.000 rpm’ de santrifiij edilecek ve
iist kisim bir baska mikrosantrifiij tiipline aktarilarak doku 6rneklerinden protein izole edilmistir.
Elde edilen protein lizatlarindan, total protein miktar1 BCA Protein Assay kiti kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Cleaved Caspase 3 protein diizeyleri Western Blot (WB) yontemiyle belirlenmis ve
housekeeping protein olarak GAPDH proteini kullanilmistir. Karaciger dokusundaki hiicre hasari
ve apoptotik siirecleri degerlendirmek icin Western Blot yontemiyle cleaved caspase 3
degerlerine bakilmistir.

Karaciger dokusu sag iist loblardan alinarak bir kism1 histopatolojik incelemeler icin ayrilmis;
%10 formaldehit icerek sollisyona konularak fiske edilmis ve Patoloji Anabilim Dali’na
gonderilmistir. Dokular hematoksilen eozin ile 151k mikroskopunda hiicre hasar1 agisindan
incelenecektir. Karacigerde dejenerasyon, steatoz, apoptoz, nekroz olusumu skorlanarak
degerlendirilecektir. Histopatolojik incelemelere baslanilmis ve sonuglar tamamlanmak tizeredir.

3. Projenin Bulgulari

a. Elisa Sonuclar

Serum o6rneklerinde yapilan ELISA incelemesinde alfa amanitin verilen gruptaki TNF alfa
diizeylerinin serum fizyolojik verilen gruptan anlamli olarak diisiik oldugu goriilmiistiir.(p degeri
0.01)

TNF Alfa seviyeleri(pg/mL)

TNF-a
1. GRUP(SF) 199,18
2. GRUP(NCY) 372,41
3. GRUP(COY) 272,57

4. GRUP(a-A+COY) [173,80
5. GRUP(a-A+NCY) |184,23
6. GRUP(0-A) 64,84

Serum orneklerinde yapilan ELISA incelemesinde alfa amanitin verilen gruptaki IL-6
diizeyleri serum fizyolojik verilen gruptan yiliksek ¢ikmistir; ancak anlamli fark olmadigi
goriilmiistiir.(p degeri 0.07)

Corek otu yag1 ve nar ¢ekirdegi yagi verilen gruplarda IL-6 seviyelerinin verilmeyen gruplara
gore yuksek oldugu; alfa amanitin verilmeyen gruplarda bu yiiksekligin anlamli oldugu(p<0.05),
alfa amanitin verilen gruplarda ise bu yiiksekligin anlamli olmadig1 goriilmiistiir.(p>0.05)



IL-6 Seviyeleri(pg/mL)

IL-6
1. GRUP(SF) 1295,07
2. GRUP(NCY) 2375,24
3. GRUP(COY) 2872,87
4. GRUP(a-A+COY) |2675,82
5. GRUP(a-A+NCY) |3726,31
6. GRUP(a-A) 1451,20

Serum oOrneklerinde yapilan ELISA incelemesinde alfa amanitin verilen gruptaki ALT
diizeylerinin serum fizyolojik verilen gruptan anlamli olarak diisiik oldugu goriilmiistiir.(p degeri

0.017)

ALT Seviyeleri(nmol/min/ml = mU/ml)

ALT(30-60 dakika) | ALT(0-60 dakika) | Ortalama
1. GRUP(SF) 11,12 8,14 9,63
2. GRUP(NCY) 12,20 9,89 11,05
3. GRUP(COY) 11,14 9,71 10,42
4. GRUP(s-A+COY) | 10,33 7,98 9,15
5. GRUP(a-A+NCY) | 12,23 10,05 11,14
6. GRUP(a-A) 8,67 6,32 7,50

Serum orneklerinde yapilan ELISA incelemesinde alfa amanitin verilen gruptaki AST
diizeylerinin serum fizyolojik verilen gruptan diisiik oldugu ancak bu diisiikliigiin anlamli

olmadig1 gortilmistiir.(p degeri 0.12)

AST Seviyeleri(nmol/min/ml = mU/ml)

AST(30-60 dakika) | AST(0-60 dakika) | Ortalama
1. GRUP(SF) 4,14 4,74 4,44
2. GRUP(NCY) 4,33 4,96 4,64
3. GRUP(COY) 4,30 5,29 4,79
4. GRUP(a-A+COY) | 4,46 4,79 4,62
5. GRUP(a-A+NCY) | 4,60 5,11 4,86
6. GRUP(a-A) 3,83 4,40 411




ALT ve AST diizeylerinin alfa amanitin verilen gruplarda kontrol gruplarina(serum
fizyolojik) gore daha diisiik ¢ikmasi {izerine toksisite olusturulup olusturulamadigimn
degerlendirme ve ELISA kitlerinin sonuglarini teyit etmek icin otoanalizdrle serum drneklerinin
yeniden calisilmasina karar verilmistir.

b. Otoanalizér Sonuglar:

Otoanalizor ile ALT, AST, ALP ve total protein seviyeleri incelenmistir. Serum Orneklerinde
hemoliz goriilmesi ve elde edilen sonuglarin gruptaki diger Orneklerden belirgin sapmalar
gostermesi nedeniyle 1. Gruptaki 2 nolu 6rnek ¢calismadan ¢ikarilmastir.

ALT ve AST degerlerinin ELISA sonuglariyla benzer sekilde alfa amanitin gruplarinda serum
fizyolojik gruplarina gore daha diistik oldugu goriilmiistiir.(p degeri ALT ve AST igin 0.25)

Total protein diizeylerinin serum fizyolojik verilen gruba gore sadece alfa amanitin verilen
grupta anlamli olarak diisiik oldugu goriilmistiir.(p degeri 0.01) Bu sonucgla verilen alfa
amanitinin toksik etki gosterdigi kanaatine varilmis ve diger incelemelere gegilmistir. Ciinkii alfa
amanitinin temel etki mekanizmasi enzimatik ve yapisal protein sentezlerini geri doniigsiiz olarak
inhibe etmek oldugunda alfa amanitin toksisitesinin gostergelerinden biri total protein
seviyelerindeki dusiikliiktiir.(11)

Alfa amanitine ilave olarak ¢orek otu yagi ve nar ¢ekirdegi yagi verilen gruplarda total
protein diizeylerinin sadece alfa amanitin verilen gruplara gore anlamli olarak yiiksek oldugu
goriilmiistiir.(p degeri ¢orek otu yagi ve nar ¢ekirdegi yagi gruplari i¢in 0.03)

ALT(U/L) | AST(U/L) | ALP (U/L) | Total Protein(g/dL)
1. GRUP(SF) 52,20 130,00 312,20 6,04
2. GRUP(NCY) 65,00 156,17 485,83 6,17
3. GRUP(COY) 56,50 143,67 411,17 6,22
4. GRUP(a-A+COY) 52,40 127,60 394,20 6,26
5. GRUP(a-A+NCY) 69,80 179,00 426,80 6,09
6. GRUP(a-A) 47,20 106,20 347,00 5,50

C. Western Blot Sonuclari

Yapilan western blot iglemi sonucunda cleaved caspase 3 aktivitesinin alfa amanitin
verilmeyen gruplar arasinda anlamli farklilik olusturmadigr goriilmiistiir.(p degeri nar ¢ekirdegi
yagi i¢in 0.68; ¢orek otu yagi icin 0.20)

Alfa amanitin verilen gruptaki cleaved caspase 3 aktivitesi serum fizyolojik verilen kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (p degeri 0.01) Bu durum verilen alfa amanitin ile toksisite
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olusturulduguna isaret etmektedir otoanalizérdeki total protein Ol¢lim sonuglarini destekler
niteliktedir.

Alfa amanitin verilen gruplarda ise alfa amanitin ile alfa amanitin ve ¢orek otu yag1 verilen
grup arasinda fark olmadigi(p degeri 0.98); alfa amanitin ile alfa amanitin ve nar ¢ekirdegi yagi
verilen grup arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir.(p degeri 0.03)

Tukey's Multiple Comparisons Test | Anlamli Fark |P degeri
SF vs. NCY YOK 0,6855
SF vs. COY YOK 0,2063
SF vs. a-A VAR 0,0015
SF vs. a-A+ NCY VAR 0,0336
SF vs. a-A+COY VAR 0,0023
NCY vs. COY YOK 0,8186
NCY vs. a-A VAR 0,0046
NCY vs. 0-A+ NCY YOK 0,1682
NCY vs. a-A+COY VAR 0,0074
COY vs. a-A VAR 0,0129
COY vs. a-A+ NCY YOK 0,5923
COY vs. a-A+COY VAR 0,0222
a-A vs. a-A+ NCY VAR 0,0381
a-A vs. 0-A+COY YOK 0,9889
0-A+ NCY vs. a-A+COY YOK 0,1292
2 g =
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Protein Diizeyleri

**p<0.01; SF grubuna gore

#p<0.05; a-A grubuna gore

Tek yonlii ANOVA post hoc Tukey Testi
GraphPad Prism Version 8.0.2

d. Histopatolojik incelemeler

Karaciger dokularinin Patoloji Anabilim Dali’nda incelenmesine baslanilmis ve sonuglar
tamamlanmak tizeredir.

4. Projenin Sonucu ve Oneriler

Proje igin 04.05.2018 tarihinde Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri basvurusu
yapilmistir. Onay alindiktan sonra ilk talep formlar1 27.07.2018 tarihinde verilmistir. Talep edilen
malzemelerin temini 17.12.2018 tarihinde tamamlanabilmistir. Aralik ayinda deney gruplaria
baslanmig, 6 gruptan olusan 36 hayvan lizerinde yapilan caligmalar 2019 yilimin Mayis ay1
basinda tamamlanabilmistir.

Elde edilen kan ve doku orneklerinin ¢alisilmasi, patoloji Orneklerinin hazirlanarak
okunabilmesi ve verilerin analizi i¢in 6 ay ek siire talebinde bulunulmus ve bu talep kabul
edilmistir.

Serum Orneklerinde yapilan incelemelerde, Aralik 2018 tarihinde serum fizyolojik
uygulamasi yapilan 1 numarali negatif kontrol grubunun karaciger hasar1 gostergelerinin (ALT,
AST diizeyleri), Mayis 2019 tarihinde alfa amanitin uygulanan 6 numarali pozitif kontrol
grubunun ALT, AST diizeylerinden diisiik oldugu goriilmiistiir.

Alfa amanitin uygulanan 6 numarali hayvan grubunun karaciger enzimlerinin serum

fizyolojik uygulanan 1 numarali hayvan grubunun karaciger enzimlerinden daha diisiik olmasi
deney hayvanlar1 arasinda standardizasyon sorunlari oldugunu diisiindiirmiistiir. Elisa sonuglar1
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elde edildikten sonra negatif ve pozitif kontrol gruplari arasinda beklenilen sonuglar eclde
edilemediginden sarf malzemeleri BAP araciligi ile temin edilen Western Blot islemlerine
baslanilmamustir.

Istenilen tiir(Sprague Dawley), cinsiyet(erkek) ve kilodaki(150-200gram) deney
hayvanlarinin ¢ok uzun siirede(5 ay) temin edilebilmesi ve kontrol gruplar1 arasinda beklenilenin
aksi yonde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasi nedeniyle deneyin tekrarlanmasi
planlanmis ve ek biit¢e talep edilmistir. Ancak Bilimsel Arastirma Projeleri(BAP) proje siiresi
bitmis oldugundan ek biit¢ce ve malzeme verilmesinin uygun olmadigina karar vermistir.

Ek biitce talebinin kabul edilmemesi {izerine 6 numarali hayvan grubunda yapilan islemlerin
dis merkezde kendi imkanlarimiz ile yenilenmesi planlanmigtir. 20.12.2019 tarihinde Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 6 adet Sprague Dawley rat talep edilmis ancak
talebimiz reddedilmistir.

Ek biitge talebinin kabul edilmemesi ve hayvan talebimizin reddedilmesi {izerine elde edilen
serum Ornekleri Biyokimya Laboratuarinda otoanalizérde ALT, AST, ALP ve total protein
degerleri calisilmistir. ALT ve AST degerleri daha dnce galisilan ELISA sonuglari ile uyumlu
bulunmustur. Total protein degerleri ise literatiir bulgulari(11) ile uyumlu olarak alfa amanitin
verilen grupta diisiik; serum fizyolojik, nigella sativa yagi ve punica granatum yagi verilen
gruplarda yiiksek bulunmustur.

Bu sonuglarla alfa amanitin verilen gruplarda toksisiteye bagl karaciger hiicrelerinin yikima
ugradigt ve buna bagl olarak 6rnek alinan gilinde karaciger hasar enzimlerinin diisiik ¢iktigi
diisiiniilmiistiir. Alfa amanitine ilave olarak yag verilen gruplarda total protein diizeylerinde
anlamli olarak ytlikselme goriilmiistiir.

Bu sonuglar sonrasinda western blot islemine baglanilmistir. Western blot islemi sonucunda
alfa amanitin verilmeyen gruplar arasinda cleaved caspase 3 aktivitesinin anlamli bir farklilik
tespit edilememistir. Alfa amanitin verilen gruptaki cleaved caspase 3 aktivitesi serum fizyolojik
verilen kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksektir. Bu durum verilen alfa amanitin ile
toksisite olusturulduguna isaret etmektedir.

Alfa amanitin verilen gruplarda ise alfa amanitin ile alfa amanitin ve ¢orek otu yagi verilen
grup arasinda fark olmadigi; alfa amanitin ile alfa amanitin ve nar ¢ekirdegi yag1 verilen grup
arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir.(p degeri 0.03)

5. Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Yapilan calismada cleaved kaspaz 3 aktivitesi punica granatum(nar) c¢ekirdegi yagi
verilen grupta alfa amanitin grubuna gore daha diisiik bulunmus; nigella sativa yagi verilen
grup ile alfa amanitin verilen grup arasinda anlamli bir fark saptanamamustir.

Amanita Phalloides tiirii mantarlarda bulunan alfa amanitinin karacigere alinmasi1 organik
anyon tasiyici polipeptidler(OATP) ile gergeklestirilmektedir.(6) Tedavide kullanilan silibinin

maddesi de OATP inhibisyonu ile toksinin karacigere taginmasini azaltarak etki
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gostermektedir. (12) Narin karacigerde yer alan organik anyon tasiyici polipeptidelerin
taginimini inhibe ettigi tespit edilmistir.(13)

Calismanin sonucunda nar ¢ekirdegi yaginin mantar zehirlenmesinde faydali olabilecegi
gosterilmistir. Narmn igerdigi bazi maddelerin gelecekte Amanita phalloides tiirii mantar
zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir.
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