POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 37 2010 NR 3 (525-537)

MECHANIZMY HEPATOTOKSYCZNOSCI
a-AMANITYNY ORAZ POROWNANIE SKUTECZNOSCI
ODTRUTEK STOSOWANYCH W TERAPII ZATRUC
MUCHOMOREM SROMOTNIKOWYM -
PRZEGLAD BADAN NA HODOWLACH KOMORKOWYCH

MECHANISMS OF a-AMANITIN HEPATOTOXICITY
AND COMPARATIVE ANTIDOTAL EFFICACY OF SUBSTANCES
USED IN AMANITA PHALLOIDES INTOXICATION —
A REVIEW OF EXPERIMENTS ON PRIMARY HEPATOCYTE CULTURES

Jan MAGDALAN

Katedra i Zaktad Farmakologii Akademii Medycznej im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu

Streszczenie: W badaniach na hodowlach ludzkich i psich komérek watrobowych wykazano, ze uszko-
dzenie hepatocytow indukowane a-amanityng (a-AMA) przebiega w dwdch fazach; pierwsza ma glow-
nie charakter czynnosciowy i cechuje si¢ uposledzeniem zdolnosci hepatocytéw do syntezy biatka oraz
mocznika, za§ w drugiej dochodzi do obumierania tych komorek w drodze nekrozy i/lub apoptozy.
Apoptoza hepatocytéw indukowana a-AMA jest zalezna od kaspazy-3 i biatka p53. Ponadto a-AMA
pobudza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w hepatocytach i jednoczesnie hamuje aktywnosé
katalazy, co sprzyja peroksydacji lipidow i potgeguje uszkodzenie komorek watroby. Stwierdzono takze,
ze silibinina, acetylocysteina, ceftazydym i rifamycyna sa skutecznymi odtrutkami przeciwko a-AMA,
jednakze ich efektywnos¢ nie przewyzsza skutecznosci benzylopenicyliny, ktdra wciaz pozostaje naj-
powszechniej stosowang odtrutka w terapii zatru¢ muchomorem sromotnikowym.

Stowa kluczowe: a-amanityna, apoptoza, hepatocyty, peroksydacja lipidow, odtrutki.

Summary: The course of «-amanitin (¢-AMA) toxicity in cultured canine and human hepatocytes is
divided into 2 phases. The first phase comprises mainly functional cell impairments expressed by inhibi-
tion of protein and urea synthesis. The second stage is lethal and is characterized by ongoing necrosis and/
or apoptosis. a-AMA-induced apoptosis in human heptocyte cultures is p53- and caspase-3-dependent.
Moreover, a-AMA causes increase in SOD activity, reduction of CAT activity and a significant increase
in lipid peroxidation in cells, which may contribute to its severe hepatotoxicity. The findings of the
experiments on human hepatocyte cultures demonstrate also, that antidotal efficacy of silibinin, acetylcy-
steine, ceftazidime or rifamycin was comparable to benzylpenicillin — the most often currently used
antidote in Amanita phalloides intoxications.
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WSTEP

Ocenia sig, ze az 95% wszystkich $miertelnych przypadkow zatrué grzybami na
Swiecie jest skutkiem spozycia muchomora sromotnikowego (Admanita phalloides)
lub jego podgatunkow; muchomora jadowitego (Amanita virosa) i muchomora
wiosennego (Amanita verna) [29, 31]. Muchomor sromotnikowy zawiera dwie
glowne grupy toksyn o budowie wielopierscieniowych peptydow okreslanych jako
fallotoksyny oraz amatoksyny [4, 7, 31]. Fallotoksyny uszkadzaja btony komodrkowe,
jednakze nie wchlaniaja si¢ z przewodu pokarmowego czlowieka i dlatego
odpowiadaja jedynie za objawy niezytu zoladkowo-jelitowego w przebiegu zatrucia
[4, 31]. Natomiast za uszkodzenie narzadow wewnetrznych, a zwlaszcza watroby,
odpowiedzialne sa amatoksyny ( a-, B-, J-, &-, y-amanityna, amanina,
amaninamid, amanulina, kwas amanulinowy i proamanulina). Jeden $redniej wielkosci
owocnik muchomora sromotnikowego zawiera 5—-8 mg amatoksyn, podczas gdy juz
dawka 0,1 mg/kg masy ciala wystarcza do u$miercenia dorostej osoby [4].

Sposrod wszystkich amatoksyn kluczowa role w patogenezie uszkodzen narzadow
wewnetrznych przypisuje si¢ «-amanitynie (a-AMA) [10, 26, 31]. a-AMA
(ryc. 1) zawarta w grzybach nie ulega inaktywacji przez zadna z form obrobki
kulinarnej. Nie niszczy jej zamrazanie, suszenie, solenie, gotowanie ani smazenie,
poniewaz jej temperatura rozktadu wynosi 254-255°C. Nie znane sa takze zadne
enzymy degradujace te toksyne [3, 26, 31]. U ludzi a-AMA szybko wchilania si¢
z przewodu pokarmowego, a w surowicy mozna ja wykry¢ juz po 30 min od
zjedzenia grzybow. Z kolei wydalanie z moczem trwa do 72 godzin [11]. Watroba
wychwytuje az 57% krazacych we krwi amanityn i jest gtdbwnym narzadem
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RYCINA 1. Wzo6r strukturalny a-amanityny (na podstawie [15], zmodyfikowane)
FIGURE 1. Structural formula of @-amanitin (based on [15], modified)
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krytycznym w przypadku zatrucia muchomorem sromotnikowym [4, 14, 26, 28, 31].
a-AMA przenika do komorek watroby przy udziale polipeptydu transportujacego
aniony organiczne 1B3 (OATP1B3), ktory jest zlokalizowany w btonie komorkowej
hepatocytow [15]. Nastepnie nieodwracalnie laczy si¢ z najwieksza podjednostka
polimerazy Il RNA (RPB1) hamujac transkrypcje, a w konsekwencji syntezg bialek,
w tym synteze enzymdéw. To z kolei prowadzi do $mierci komoérek [4, 26, 31].

Od dawna wiadomo, ze skutkiem zatrucia amanitynami jest rozlegla martwica
watroby. Niestety prawie wszystkie dane na temat zmian morfologicznych watroby
w przebiegu zatrucia muchomorem sromotnikowym pochodza z badan po$miertnych,
a wigc przeprowadzonych dopiero po kilku dniach trwania choroby. U zatrutych
muchomorem sromotnikowym nie wykonuje si¢ biopsji watroby, co uniemozliwia
przyzyciowe pobranie materiatu do badan. I dlatego wciaz tak niewiele wiadomo o
zaburzeniach funkcji i struktury komoérek watrobowych pojawiajacych si¢ w
poczatkowym okresie zatrucia. Cenng mozliwos¢ uzupelnienia naszej wiedzy
stwarzaja eksperymenty z wykorzystaniem hodowli hepatocytow. Doswiadczenia
takie umozliwiaja symulacj¢ rzeczywistych warunkdw, nie budzac przy tym
sprzeciwdw etycznych. Ponadto umozliwiajg obiektywna oceng skutecznosci dzialania
odtrutek. W praktyce klinicznej obiektywna ocena efektywnosci zastosowanych
odtrutek stwarza ogromne problemy, poniewaz wykonanie jakichkolwiek badan z
uzyciem odtrutek i placebo jest niemozliwe z przyczyn etycznych. Z kolei wiary-
godnos$¢ metaanaliz obserwacji klinicznych jest niewielka z uwagi na duza niejed-
norodno$¢ analizowanego materiatu, a przede wszystkim z powodu czestego
stosowania u jednego pacjenta kilku odtrutek jednoczesnie.

WCZESNE ZMIANY MORFOLOGICZNO-CZYNNOSCIOWE
HEPATOCYTOW EKSPONOWANYCH NA a-AMANITYNE

Za pomoca doswiadczen z wykorzystaniem hodowli psich komoérek watrobowych
wykazano, Zze zaburzenia hepatocytdéw eksponowanych na toksyczne stezenia
a-AMA przebiegaja w dwoch fazach. Pierwsza faza ma glownie charakter czynnos-
ciowy, zas faza druga cechuje si¢ obumieraniem hepatocytéw w wyniku martwicy
i/lub apoptozy. Czas trwania poszczegdlnych faz zalezy od stezenia a-AMA
oddziatujacej na hepatocyty [21]. Faza zaburzen czynnosciowych trwa ok. 6 godzin,
gdy stezenie a-AMA w medium komdrkowym pozostaje w granicach 1-5 uM,
co odpowiada stezeniu tej toksyny we krwi 0séb zatrutych muchomorem sromot-
nikowym. W okresie tym wiekszos¢ hepatocytéw nie wykazuje nieprawidtowosci
morfologicznych. W pojedynczych komoérkach za pomoca mikroskopu elektronowego
mozna dostrzec dyskretne zmiany ultrastruktury pod postacig kondensacji i margi-
nalizacji chromatyny jadrowej, a w cytoplazmie jasne, piankowate przejasnienia
tworzace tzw. objaw pustej cytoplazmy (ryc. 2) [21]. Wedlug Letschert i wsp. [15]
do wezesnych zmian ultrastrukturalnych hepatocytow eksponowanych na a-AMA
nalezy tez fragmentacja jaderek, ktora jest najprawdopodobniej ultrastrukturalnym



528 J. MAGDALAN

RYCINA 2. Zmiany morfologiczne hepatocytéw eksponowanych na a-amanityng w stezeniu 5 uM.
Kondensacja i marginalizacja chromatyny jadrowej. Jasne, piankowate przestrzenie w cytoplazmie, tzw.
objaw pustej cytoplazmy (oryginalnie opublikowane w [21])

FIGURE 2. Morphological alterations of hepatocytes after incubation with a-amanitin at concentration
5 uM. Nuclear chromatin condensation and marginalization; pale, foamlike cytoplasm ,.empty cyto-
plasm” (originally published in [21])
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RYCINA 3. Martwe hepatocyty po ekspozycji na a-amanityng w stezeniu 10 4M. Komérka po stronie
prawej wykazuje cechy zaawansowanej apoptozy; widoczny jest rozpad komorki na liczne czgsci
zawierajace pofragmentowane jadro oraz dobrze zachowane organella komérkowe (tzw. ciatka
apoptotyczne). Komorka po stronie lewej wykazuje cechy martwicy; widoczne sa obrzeknigte i
uszkodzone organella komorkowe oraz wpuklenia btony komorkowej (oryginalnie opublikowane w [21])
FIGURE 3. Dead hepatocytes after incubation with «-amanitin at concentration 10 #M. The cell on
the right is highly apoptotic, condensed, with parts of cytoplasm separated and fragmented in
numerous bodies containing fragmented nucleus and organelles with well preserved ultrastructure
(apoptotic bodies). The cell on the left is necrotic as demonstrated by swollen and ruptured intra-
cellular organelles, and cytoplasm blebs (originally published in [21])
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RYCINA 4. Martwiczy hepatocyt po ekspozycji na «-amanityng w stezeniu 20 uM. Umiarkowanie
oraz znacznie obrzgknigte mitochondria, zanik grzebieni mitochondrialnych, bezpostaciowy materiat w
macierzy mitochondrium, wakuolizacja komdrki, rozszerzenie i pofragmentowanie siateczki srodplaz-
matycznej, uszkodzenia blony komdrkowej (oryginalnie opublikowane w [21])

FIGURE 4. Necrotic hepatocyte after incubation with a-amanitin at concentration 20 #M. Mild to severe
swelling of mitochondria, disappearance of cristae, amorphous material in matrix, vacuolization, dilatation
and defragmentation of endoplasmic reticulum, damages of cell membrane (originally published in [21])

wykladnikiem gléwnego mechanizmu dziatania a-AMA, czyli blokowania polimerazy 11
RNA. W pierwszej fazie zaburzen hepatocytow nie dochodzi do obnizenia zywotnosci
komorek ani do wzrostu aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w medium
hodowlanym, co $wiadczy o zachowanej integralnosci blon komérkowych. Uposledzeniu
ulega natomiast zdolno$¢ komorek watrobowych do syntezy bialek i mocznika [21].

Drugi okres oddzialywania a-AMA na hepatocyty charakteryzuje si¢ masowym
obumieraniem tych komorek w drodze nekrozy i/lub apoptozy. Co ciekawe, morfo-
logiczne wyktadniki obu typow $mierci komoérkowej wystepuja jednoczesnie (ryc.
3). Obumieraniu hepatocytow towarzyszy gwaltowny wzrost aktywnosci LDH w
medium komérkowym, co zwiazane jest z utrata ciaglosci blon cytoplazmatycznych
hepatocytow ulegajacych martwicy (ryc. 4). LDH jest enzymem wewnatrzkomor-
kowym i w przypadku uszkodzenia bton cytoplazmatycznych wydostaje si¢ do
medium hodowlanego [21].

APOPTOZA HEPATOCYTOW INDUKOWANA a-AMANITYNA

Wiasciwosci a-AMA jako silnego induktora apoptozy znane sg od lat [1, 2, 8].
Jednakze rola programowanej $mierci hepatocytdow w patogenezie uszkodzenia
watroby w przebiegu zatrucia muchomorem sromotnikowym pozostaje niewyjasniona.
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RYCINA 5. Odsetek komorek apoptotycznych w grupie kontrolnej i w grupach eksperymentalnych po
12 godzinach ekspozycji na a-amanityn¢ w stezeniach 1, 5, 10 i 20 uM. Kazda wartos¢ odpowiada
$redniej = SD, n=16; *p <0,05 kontrola w poréwnaniu do wszystkich grup; **p < 0,05 w pordwnaniu
do wszystkich grup (oryginalnie opublikowane w [19])

FIGURE 5. Percentage of apoptotic cells in control and experimental groups after 12 h exposure to
a-AMA at concentration 1, 5, 10 and 20 M. Each value represents the mean + SD, n = 16; *p <0.05
comparison to all groups; **p < 0.05 comparison to all groups (originally published in [19])

W badaniach posmiertnych osob zmarlych na skutek zatrucia muchomorem sromotnikowym
stwierdza sie rozlegla martwicg czgsci Srodkowej zrazikéw watrobowych [26, 31]. Nalezy
jednak pamietaé, ze badania posmiertne sa zazwyczaj wykonywane dopiero w 4-5 dobie
zatrucia, a obserwowana wowczas martwica hepatocytow jest koncowym etapem réznych
zaburzen zachodzacych w komérkach pod wplywem amanityn. Wyniki badan z wykorzystaniem
hodowli psich i ludzkich hepatocytéw sugeruja, ze apoptoza moze odgrywaé bardzo wazng
role w patogenezie uszkodzenia watroby, zwlaszcza w poczatkowej fazie zatrucia muchomorem
sromotnikowym. Istotne zwigkszenie odsetka komorek apoptotycznych obserwowano bowiem
juz po 612 godzinach ekspozycji hodowli hepatocytéw na a-AMA (ryc. 5), czemu
towarzyszyla typowa dla apoptozy regularna fragmentacja fancuchow DNA (ryc. 6) [19].
a-AMA jest toksyng hamujaca catkowita transkrypcje w komdrce, w tym takze
transkrypcje genow proapoptotycznych, jednak pomimo tego jest silnym induktorem
apoptozy [1, 2, 8]. W badaniach na hodowlach komoérkowych wykazano, ze
apoptoza ludzkich hepatocytéw zachodzaca pod wplywem a-AMA jest zalezna
od biatka p53 i kaspazy-3 — gtdéwnego enzymu wykonawczej fazy apoptozy [23].
Wedlug Arima i wsp. [2] zablokowanie przez a-AMA transkrypcji powoduje
aktywacje tzw. kinaz stresowych, ktore fosforyluja reszty serynowe (Serl5 i Ser46)
w czasteczce bialka p53, co chroni je przed proteoliza. Nagromadzone, ufosforylo-
wane biatko p53 przemieszczane jest do mitochondriéw. To z kolei powoduje
zwigkszenie przepuszczalnosei blony mitochondrialnej, a w konsekwencji uwolnienie
cytochromu ¢ i indukcj¢ programowanej Smierci komoérki, pomimo hamujacego
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RYCINA 6. Analiza pofragmentowanego DNA hepatocytow za pomoca elektroforezy w 1,5% zelu
agarozowym po 6 godzinach ($ciezki 1-6) i po 12 godzinach ($ciezki 7—12) ekspozycji na a-amanityng.
Marker 500 kbp (sciezki 1 oraz 12); kontrola ($ciezki 2 oraz 7); a-AMA w stezeniu 1 uM (Sciezki 3 oraz
8); a-AMA w stezeniu 5 uM (Sciezki 4 oraz 9); a-AMA w stezeniu 10 uM (Sciezki 5 oraz 10); a-AMA
w stezeniu 20 M (Sciezki 6 oraz 11) (oryginalnie opublikowane w [19])

FIGURE 6. Analysis of fragmented DNA of hepatocytes by electrophoresis on 1,5% agarose gel after
6 h exposure to a-AMA (lanes 1-6) and after 12 h exposure to a-AMA (lanes 7-12). Marker 500 kbp
(lanes 1 and 12); control (lanes 2 and 7); 1 uM of a-AMA (lanes 3 and 8); 5 uM of a-AMA (lanes 4 and
9); 10 uM of a-AMA (lanes 5 and 10); 20 uM of a-AMA (lanes 6 and 11) (originally published in [19])

apoptozg dziatania biatka Bcl-2 [2]. Ponadto w badaniach na hodowlach ludzkich
hepatocytow stwierdzono, ze ekspozycja na a-AMA obniza w komoérkach stezenie
bialka Bcl-2 uwazanego za wazny czynnik antyapoptotyczny [23].

ZABURZENIA OBRONY ANTYOKSYDACYJNEJ
HEPATOCYTOW INDUKOWANE a-AMANITYNA

Przyjmuje si¢, ze gtdéwnym mechanizmem toksycznego dziatania a-AMA jest
blokowanie transkrypcji i syntezy biatek, co z kolei prowadzi do martwicy komorek,
a takze indukuje apoptoze [1, 2, 8, 19, 21]. W ostatnich latach pojawily si¢ jednak
doniesienia sugerujace, ze toksycznos¢ a-AMA moze by¢ dodatkowo potegowana
przez jej bezposrednie i posrednie wlasciwosci prooksydacyjne [33, 34]. Zhel-
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eva i wsp. [35] na podstawie badan na myszach wysungli hipoteze, ze a-AMA moze
zaburza¢ aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych komoérek watrobowych. Przypusz-
czenia te znalazly potwierdzenie w doswiadczeniach wykonanych na hodowlach
ludzkich hepatocytow. Wykazano bowiem, ze 48-godzinna ekspozycja hepatocytow na
a-AMA w stezeniu 2 uM powoduje istotne nasilenie peroksydacji lipidow [24].
Ponadto stwierdzono, ze wzmozona peroksydacja lipidow pod wpltywem tej toksyny
jest przede wszystkim skutkiem zaburzen aktywnosci katalazy (CAT) i dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) — enzymdw odgrywajacych kluczowa role w obronie komodrek
przed oddzialywaniem reaktywnych form tlenu [24]. Jak wiadomo, SOD jest
metaloenzymem Katalizujacym przeksztalcenie anionu nadtlenkowego (*O,") do tlenu
czasteczkowego i nadtlenku wodoru [25]. Natomiast CAT jest niezbedna do dalszego
unieczynnienia szkodliwego nadtlenku wodoru, przeksztalcajac dwie czasteczki tego
zwigzku do tlenu czasteczkowego i dwdch czasteczek wody [5].

W hepatocytach cztowieka eksponowanych na a-AMA dochodzi do podwyz-
szenia aktywnosci SOD i jednoczesnie znacznego obnizenia aktywnosci CAT [24].
Najprawdopodobniej wzmozona aktywno$¢ SOD zalezy od nadmiaru "O,
powstalego przy udziale a-AMA przeksztalconej do fenoksylowych i sulfinylowych
rodnikow [35]. Natomiast zmniejszenie aktywnosci CAT spowodowane jest bezpo-
$rednim oddzialywaniem toksyny na enzym. a-AMA laczy si¢ wiazaniami wodoro-
wymi z czasteczka CAT blokujac dostep substratu do centrum katalitycznego enzymu
[33, 35]. Niekorzystna konfiguracja enzymatyczna wywotana w hepatocytach pod
wplywem a-AMA moze prowadzi¢ do zwigkszonej produkeji nadtlenku wodoru, co
sprzyja peroksydacji lipidow i poteguje uszkodzenie komorek [33, 35].

DOSWIADCZALNE POROWNANIE SKUTECZNOSCI
ODTRUTEK PRZECIWKO a-AMANITYNIE,

Smiertelno$¢ w zatruciach muchomorem sromotnikowym nadal jest wysoka i
wynosi wedlug roznych zrédet 20-60% [6, 12, 14, 29]. U wielu zatrutych, pomimo
intensywnego leczenia farmakologicznego, dochodzi do ostrej niewydolnosci watroby.
Woéwczas jedynym ratunkiem dla takich pacjentow jest pilna transplantacja tego
narzadu [6, 12, 14, 28, 29]. W praktyce klinicznej najdtuzej i najpowszechniej
stosowana odtrutka pozostaje benzylopenicylina (BPCN), jednakze w ostatnim czasie
jej skutecznos$¢ bywa kwestionowana [9, 29]. Nieliczne doniesienia kliniczne sugeruja,
ze inne substancje, w tym antybiotyki i antyoksydanty, moga okaza¢ si¢ skutecz-
niejszymi odtrutkami niz BPCN [29]. Niestety brakuje wystarczajacej liczby badan
doswiadczalnych i porownawczych badan klinicznych, aby jednoznacznie ocenié
przydatnos$¢ nowych farmakologicznych metod leczenia.

Coraz czgsciej w leczeniu zatru¢ muchomorem sromotnikowym zaleca si¢ stoso-
wanie silibininy (SIL) i/lub N-acetylo-L-cysteiny (ACC) podkreslajac ich wielokierun-
kowe dziatanie antyoksydacyjne [29]. SIL jest najaktywniejszym sktadnikiem
sylimaryny — kompleksu flawonoliganow uzyskiwanych z ostropestu plamistego
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(Silibum marianum). Wykazuje dziatanie hepatoprotekcyjne i przeciwzapalne, a
takze pobudza regeneracj¢ watroby stymulujac polimeraze I RNA hepatocytow [30].
Poza tym, podobnie jak BPCN, blokuje OATP1B3 zmniejszajac watrobowy wychwyt
a-AMA [15]. Niestety SIL jest lekiem drogim i niedostgpnym w wielu krajach [30].
Natomiast ACC jest tania i szeroko dostgpna. Wykazuje bezposrednie dziatanie
antyoksydacyjne, a ponadto, jest donorem glutationu, co moze mie¢ istotnie znaczenie
w przypadku zatrucia amanitynami. Stwierdzono bowiem, iz wyciag z muchomora
jadowitego powoduje niedobory glutationu w izolowanych hepatocytach szczura [13].
Poza tym wyniki badan z wykorzystaniem pozaustrojowej perfuzji watroby szczura
wskazuja, ze ACC rowniez zmniejsza watrobowy wychwyt a-AMA skutecznie
chronigc CAT hepatocytow przed zablokowaniem [16, 22].

W badaniach z uzyciem hodowli ludzkich hepatocytow wykazano, ze BPCN, ACC
oraz SIL efektywnie zabezpieczaty komoérki watrobowe przed obumieraniem
indukowanym a-AMA [17]. Na uwage zasluguje takze fakt, ze w hodowlach
hepatocytow chronionych BPCN i ACC obserwowano znacznie mniejsze wartosci
laboratoryjnych wyktadnikoéw apoptozy (kaspazy-3 i aneksyny V) niz w hodowlach
poddanych dziataniu samej a-AMA [23]. Wykazano ponadto, ze skutecznos¢ ACC
lub SIL jako odtrutek nie przewyzszata skutecznosci BPCN, pomimo ze ACC i SIL
efektywniej niz BPCN chronily hepatocyty przed peroksydacja lipidow [17, 24]. Co
ciekawe, w badaniach na hodowlach hepatocytow psa BPCN, ACC i SIL okazaty
si¢ catkowicie nieskuteczne jako odtrutki na a-AMA. Jest to najprawdopodobnie;j
zwiazane z r6znicami miedzygatunkowymi u ludzi i psow w zakresie watrobowych
peptydow transportujacych aniony organiczne [20].

Neftel i wsp. [27] zalecaja w zatruciu muchomorem sromotnikowym podawanie
ceftazydymu (CEFT). Jest to cefalosporyna III generacji, ktorej korzystne dziatanie
jako odtrutki przeciwko a-AMA moze by¢ zwiazane z pobudzajacym wptywem na
replikacje DNA [27]. Dotychczas CEFT stosowany byt jedynie w nielicznych
przypadkach zatru¢ muchomorem sromotnikowym i na tej podstawie nie mozna
jednoznacznie oceni¢ jego skutecznosci klinicznej [29]. Teoretycznie skuteczna w
leczeniu zatrucia muchomorem sromotnikowym mogtaby by¢ takze rifamycyna (RIF).
Jest to niebetalaktamowy antybiotyk, ktéry ma zdolnos¢ blokowania watrobowych
peptydow transportujacych aniony organiczne, a wigc moze hamowac¢ wychwyt
a-AMA przez hepatocyty [22, 32]. RIF nie byla dotychczas stosowana w leczeniu
zatrucia muchomorem sromotnikowym, tak wiec jej rzeczywista przydatnos¢ kliniczna
jako odtrutki pozostaje catkowicie nieznana.

W badaniach z uzyciem hodowli ludzkich komérek watrobowych CEFT i RIF
okazaly si¢ skutecznymi odtrutkami przeciwko a-AMA chroniac hepatocyty przed
uszkodzeniem i utratg zywotnosci (ryc. 7). Nie wykazano jednak, aby substancje
te byly skuteczniejsze niz BPCN [18]. Ma to istotne znaczenie praktyczne, poniewaz
zaréwno CEFT, jak i RIF sa antybiotykami znacznie drozszymi niz BPCN. CEFT
nawet w duzych dawkach jest dobrze tolerowany, natomiast RIF charakteryzuje si¢
licznymi dziataniami niepozadanymi. Wydaje si¢ wiec, ze obecnie nie ma podstaw
do zalecania RIF w przypadku zatrucia muchomorem sromotnikowym.
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Na uwagge zashuguje fakt, ze w doswiadczeniu na hodowlach ludzkich hepatocytow
BPCN, CEFT lub RIF byly skuteczne jako odtrutki tylko wowczas, gdy stosowano
je jednoczesnie z a-AMA. Natomiast zadna z tych odtrutek nie byla skuteczna w
przypadku zastosowania w 12 godzinie po ekspozycji na toksyne (ryc. 8) [18].
Obserwacja ta ma ogromne znaczenie, poniewaz wigkszo$¢ chorych zgtasza sie do
lekarza zazwyczaj dopiero po wystapieniu objawow klinicznych, a wige 10—12 godzin
po spozyciu grzybow [4, 12, 31]. Uwzgledniwszy bardzo szybkie wchtanianie
a-AMA z przewodu pokarmowego, mozna przyjaé, ze u wigkszosci chorych trafia-
jacych pod opieke lekarska doszto juz do wychwycenia przez watrobe toksycznej
dawki a-AMA. Jednak z drugiej strony trzeba pamigtaé, ze amanityny utrzymuja
si¢ w krazeniu wrotno-jelitowym az do 72 godziny, a podanie substancji hamujacych
watrobowy wychwyt amanityn moze przerwaé ich obieg w krazeniu wrotno-
jelitowym i uchronié te czgs¢ hepatocytow, ktora nie wychwycila jeszcze krytycznej
dawki toksyn. To z kolei moze zmniejszy¢ uszkodzenie watroby i ztagodzi¢ przebieg
zatrucia. Tak wigc wyniki opisanych do$wiadczen wskazuja na koniecznos¢ jak
najszybszego podania odtrutki (BPCN, ACC, SIL lub CEFT) pacjentom podejrzanym
o zatrucie muchomorem sromotnikowym, nawet przed ostatecznym potwierdzeniem
zatrucia za pomoca badan sporologicznych i/lub laboratoryjnych. W terapii zatrué
muchomorem sromotnikowym nie nalezy rezygnowaé ze stosowania BPCN,
poniewaz pod wzgledem skutecznosci nie ustepuje ona ACC, SIL, CEFT ani RIF,
a poza tym jest lekiem szeroko dostgpnym, bezpiecznym i tanim.
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PODSUMOWANIE

Uszkodzenie hepatocytow pod wplywem a-AMA przebiega w dwoch fazach.
Pierwsza faza ma gtownie charakter czynnosciowy i cechuje si¢ uposledzeniem
zdolnosci hepatocytow do syntezy biatka oraz mocznika. W okresie tym moga
pojawiaé si¢ zmiany ultrastruktury hepatocytow pod postacia marginalizacji i
kondensacji chromatyny oraz fragmentacji jaderek. W drugiej fazie dochodzi do
obumierania komorek w drodze nekrozy i/lub apoptozy. Apoptoza hepatocytow
indukowana a-AMA jest zalezna od kaspazy-3 i biatka p53. Ponadto ekspozycja
hepatocytow na «a-AMA zmniejsza st¢zenie biatka Bcl-2 uwazanego za wazny
czynnik antyapoptotyczny. Wykazano rdéwniez, ze w komorkach watrobowych
a-AMA pobudza aktywnos$¢ SOD i jednocze$nie hamuje aktywnos¢ CAT. Taka
niekorzystna konfiguracja enzymatyczna moze prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji
nadtlenku wodoru, co sprzyja peroksydacji lipidow i poteguje uszkodzenie komorek.

W ostatnich latach pojawilto sie¢ wiele kontrowersji dotyczacych rzeczywistej
skutecznosci odtrutek stosowanych w leczeniu zatru¢ muchomorem sromotnikowym.
Wyniki badan na hodowlach ludzkich hepatocytow wskazuja, ze SIL, ACC, CEFT
i RIF sa skutecznymi odtrutkami przeciwko a-AMA, jednakze ich efektywno$¢ nie
przewyzsza skutecznosci BPCN — odtrutki najpowszechniej i najdluzej stosowanej
w praktyce klinicznej, ktora poza tym jest lekiem tanim i dobrze tolerowanym przez
pacjentow. Ponadto wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazuja, ze w przy-
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padku zatrucia muchomorem sromotnikowym istnieje koniecznos¢ jak najszybszego
podania odtrutek, zwlaszcza wtedy, gdy nie ma mozliwosci szybkiego potwierdzenia
zatrucia za pomoca metod laboratoryjnych.
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