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OZET

PYRACLOSTROBIN ILE INDUKLENEN OKSIDATIF STRESE KARSI
TAUIRININ KORUYUCU ETKISININ SICANLARDA ARASTIRILMASI

Pyraclostrobin yaygm olarak kullanilan strobilurin tiirevi bir mantar ilact olup
organizmada oksidatif stres ve DNA hasari ile birlikte iireme performansinit ve
embriyonal gelisimi bozmaktadir. Sistein aminoasitinden elde edilen taurin ise
antioksidan, sitoprotektif ve ozmoregiilasyon gibi metabolik siireglerde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada pyraclostrobin verilen erkek si¢anlarda olusan oksidatif
strese karsi taurinin olas1 koruyucu etkinliginin belirlenmesi amaglandi. Calismada
Sprague Dawley cinsi siganlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrildi.
Calismada siganlara 0.5 ml musir yagi, 30 mg/kg pyraclostrobin ve 30 mg/kg
pyraclostrobin ile birlikte 50, 100 ve 200 mg/kg taurin gastrik gavaj ile 28 giin
stiresince Vverildi. Pyraclostrobin uygulamasinin bazi biyokimyasal parametreler
(aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, alkalen fosfataz, kan iire azotu ve
kreatinin) ile malondialdehid diizeylerini artirdigi, aksine glutatyon ve antioksidan
enzim aktivitelerinden siiperoksid dismutaz ve katalaz diizeylerinde ise azalma
meydana getirdigi belirlendi. Bununla beraber, pyraclostrobin uygulamasi ile
karaciger dokusunda apoptotik (Bax, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 ve p53) ve
proinflamatuvar (TNF-a ve NFxkB ) genler ile CYP2EL1l’in mRNA ekspresyon
diizeylerinin arttigi ve antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin mRNA ekspresyonun
diizeyinin azaldig1 tespit edildi. Ayrica, pyraclostrobin uygulamasinin DNA hasarini
artirdigt ve dokularda ise histopatolojik degisiklikler olusturdugu gozlendi.
Pyraclostrobin ile birlikte verilen 50, 100 ve 200 mg/kg dozda taurin
uygulamalarinin ise pyraclostrobin ile olusan degisikleri tersine cevirdigi tespit
edildi. Sonugta taurinin pyraclostrobin ile indiiklenen oksidatif hasara karsi
antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile birlikte sitoprotektif etki

gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Pyraclostrobin, taurin, oksidatif stres, sigan,



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF TAURINE ON
OXIDATIVE STRESS INDUCED BY PYRACLOSTROBIN IN RATS

Pyraclostrobin is a widely used strobilurin derivative fungicide and impairs
reproductive performance and embryonal development, together with oxidative stress
and DNA damage in the organism. Taurine, obtained from the amino acid cysteine,
plays an important role in metabolic processes such as antioxidant, cytoprotective,
and osmoregulation. In this study, it was aimed to determine the possible protective
efficacy of taurine against oxidative stress in male rats given pyraclostrobin. In the
study, Sprague Dawley rats were divided into 6 groups with 8 animals in each group.
In the study, rats were given 0.5 ml corn oil, 30 mg/kg pyraclostrobin, and 30 mg/kg
pyraclostrobin with 50, 100, and 200 mg/kg taurine by gastric gavage for 28 days. It
was determined that pyraclostrobin application increased some biochemical
parameters (aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, alkaline
phosphatase, blood urea nitrogen, and creatinine) and malondialdehyde levels, while
on the contrary, it caused a decrease in glutathione and antioxidant enzyme activities
such as superoxide dismutase and catalase levels. Nonetheless, apoptotic (Bax,
Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 and p53) and pro-inflammatory (TNF-a and NFkB)
genes and CYP2E1 mRNA expression levels increased and the antiapoptotic gene
Bcl-2 mRNA expression levels decreased by pyraclostrobin treatment in liver tissue.
Also, it was observed that pyraclostrobin application increased DNA damage and
caused histopathological changes in tissues. It was determined that 50, 100, and 200
mg/kg doses of taurine administered together with pyraclostrobin reversed the
changes caused by pyraclostrobin. As a result, it was determined that taurine had a
cytoprotective effect together with its antioxidant, anti-inflammatory, and anti-

apoptotic effects against the oxidative damage induced by pyraclostrobin.

Keywords: Pyraclostrobin, taurine, rat, oxidative stress



ONSOZ

Mantar ilaglart tarimin iyilestirilmesi ve ekonomik agidan fayda getirmesi
amaglariyla yetistiriciler tarafindan siklikla kullanilmaktadir.  Fungusidlerin
kontrolstiz ve bilingsiz uygulamalar1 sonucu insanlar ve hayvanlar tarafindan
alinmalariyla ciddi saglik problemleri goriilmektedir. Bu kimyasalllara karsi olarak
kullanilan antioksidan maddeler ise bunlarin olumsuz etkilerini azaltmaya yardimci
olmaktadir. Yapilan bu galismada pyraclostrobin verilen erkek si¢anlarda olusan
oksidatif strese karsi taurinin olast koruyucu etkinliginin belirlenmesi amaglandi. Bu
amagla baz1 biyokimyasal parametreler (AST, ALT, ALP, kan iire azotu, kreatinin),
malondialdehid ve glutatyon diizeyleri ile siiperoksid dismutaz ve Kkatalaz
enzimlerinin aktivite tayini ve DNA hasar1 belirlendi. Ayrica karaciger dokusunda
apoptotik (Caspase-3, Caspae-8, Caspase-9, Bax, p53 ve Bcl-2) ve yangisal
sitokinler (NFxB ve TNF-a) ile CYP2E1’in mRNA ekspresyonlart ile dokularin
histopatolojik incelemeleri gergeklestirildi.

Tez calismamin se¢ilmesi Ve yiiriitiilmesi esnasinda yardimlarini esirgemeyen basta
danigman hocam Saym Prof. Dr. Sinan INCE, Anabilim Dali Bagkanimiz Saym Prof.
Dr. Yavuz Osman BIRDANE, degerli hocalarim Prof Dr. Hidayet YAVUZ ve Dog
Dr. Ruhi TURKMEN’e ayrica Dr. Ogr. Uyesi Hasan Hiiseyin DEMIREL, Dr. Ogr.
Uyesi Fahriye ZEMHERI NAVRUZ, Ars. Gor. Orkun ATIK, Biyolog Ezgi Nur
DEMIRKAPI'ya, bu calismamin gerceklesmesinde rol alan Afyon Kocatepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje No:
20.SAG.BIL.29) tesekkiir ederim. Bunun yaninda sevgili esim ve aileme de

tesekkiirli borg bilirim.
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1. GIRIS

Her gegen giin azalan ekilebilir alanla birlikte gida tiretimine olan talebin artmasi goz
ontine alindiginda verimlilik karsisinda biliyiimeyi ve gelismeyi artiran zirai
kimyasallara yonelmek gerekmektedir. Pyraclostrobin gibi strobilurinler mantar
ilaglar1 olup diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Strobilurinler mantarin
enerji dongiisiinii bozan sitokrom-bcl kompleksindeki kinol oksidasyon bolgesinde
elektron transferini durdurarak mitokondriyal solunumu engeller. Ulkemizde yaygin
olarak kullanilan fungisitlerden biri olan pyraclostrobinin organizmada oksidatif stres
ve DNA hasar1 meydana getirdigi, ayrica birgok organizmadaki iireme performansini
ve embriyonal gelisimi bozdugu ifade edilmistir. Bu istenmeyen zararlarin oniine
gecilmesinde, antioksidan ozellik gosteren farkli maddelerin tercihi s6z konusu

olabilmektedir.

1.1.  Strobilurinler

1.1.1. Strobilurinlerin Genel Ozellikleri

Strobilurinler, esas olarak mantarlardan (Basidiomycetes) izole edilen dogal
maddelerdir. Bu {iriinler, mantarda sikimik asit dongiisii yoluyla fenilalaninden
sentezlenir. Isimleri Strobilurus cinsi mantardan tiiretilmistir. Ornegin Strobilurin-A
Strobilurus tenacellus’un sivi kiiltiirlerinden izole edilmistir. (Anke vd., 1977
Schramm vd., 1978)

Mantarlarda strobilurinler gibi gii¢lii dogal mantar oldiiriiciilerin {iretildigini
belirtmek ilgingtir. Bu maddelerin ¢ogu, iginde olustuklar1 organizmanin hayatta
kalmas i¢in 6nemli olan islevleri yerine getirir. Strobilurin A ve B’nin mayalara ve
filamentli mantarlara kars1 olduk¢a aktif oldugu, ancak bakterilere karsi etkisiz
oldugu belirtilmistir Bu bilesikler fotolabil ve nispeten zayif mantar dldiirticiilerdir
(Anke vd., 1977).



Yapisal olarak bu {irtin ailesindeki temel ortak 6zellik (E)-B-metoksiakrilat grubunun
varligidir. Bu gruplar, bu yapilarda toksiforik grup olarak kabul edilir. Strobilurinler
ve oudemansinler (Sekil 1.1) hem dogal iiriinlerdir hem de yapilar1 birbirine ¢ok
yakindir (Balba, 2007).

ArR

ArR ArR
CH/O\C&O\CH O /J\N/O\ H—N_ /KN/O\
s 3 CHy ¢ CH; cH; ¢ CH,
0 (o]
Strobilurinler Strobilurinlerin sentetik analoglan
o0—CHs
R-%a Oudemansinler
0. o}
CH; \ﬁ “CH,
o}

Sekil 1.1. Strobilurinler, sentetik analoglari ve oudemansinlerin kimyasal formiilleri
(Balba, 2007).

1.1.2. Dogal strobilurinlerin sentezi

Dogal strobilurinleri (A veya B) hazirlamak igin standart sentetik yol, bilesik 2’yi
elde etmek i¢in halka ikameli sinamaldehitin uygun yan zincirin a-keto asit metil
esteri ile yogunlastirilmasmi icerir (Sekil 1.2). Uriin daha sonra keto grubunu
metoksi olefin ile degistirmek igin Wittig reaksiyonuna tabi tutulur. Sekil 1.2°de
verilen reaksiyonlar Anke vd. (1977) tarafindan tarif edildigi gibi strobilurinin (A)
(E)-p-metoksiakrilatinin ikame edilmis metil esterinin ortak yapisini verir (Anke vd.,
1984, Sauter vd., 1999).



CHO 0O o
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©/\/ + CH3_CH2_CfC 70CH3
condensation O

Cinamaldehyde (1) CH, (||: ©
Ph o (2@
Ph—Py___O._
F /o
| Ph C\H o G/\/I,
o o
~ ;) CHs Oc™No S— CH ¢ “CHy
(2) g ittig Reaction 0
Strobilurin A

methyl (E)-3-methoxy-2-(5-phenylpenta-2,4-dienyl) acrylate
Sekil 1.2. Strobilurin-A’nin sentezi (Sauter vd., 1999)

1.1.3. Dogal strobilurinlerin sentetik analoglar:

Giiniimiizde diinya pazarinda kayith az sayida mantar ilaci vardir ve birgogu hala
tiretim asamasindadir. Ticari strobilurin fungisitleri, diinya ¢apinda en g¢ok satan
fungisitler arasindadir ve bitki patojenlerinin ¢oguna karsi bitki koruyucu olarak
kullanilir. Bu {irtinler dogal olarak elde edildiginden ve g¢evrede hizli bozulmalari

nedeniyle ¢evre agisindan giivenlidir (Balba, 2007).

Azoxystrobin Syngenta (eski adiyla Zeneca Agrochemicals) tarafindan kesfedilmistir
ve EP 382375 patenti kapsamindadir. Syngenta tarafindan ticari bir mantar ilact
olarak 1992 Briton Mahsul Koruma Konferansinda duyurulan ilk sentetik strobilurin
triiniidiir. Yapisal agidan (E)-p-metoksiakrilat igermektedir. Kresoxim-metil,
Badische Anilin- & Soda-Fabrik (BASF) tarafindan azoxystrobin ile ayn1 zamanda
bagimsiz olarak kesfedilmistir. ABD ve AB’de (EP 253213 ve US 4829085)
patentlidir ve BASF tarafindan 1992°deki ayni1 Briton konferansinda duyurulmustur.
Yap ilk kez metoksiiminoasetat kullanilarak (E)-p-metoksiakrilat modifikasyonunu
igcermektedir. Trifloxystrobin, Novartis Crop Protection (simdi Syngenta) tarafindan
EP 00460575 patenti altinda kesfedilmis ve Novartis tarafindan 1998 Briton
konferansinda agiklanmistir. Ancak iiriin 2000 yilinda Bayer Crop Science’a satilmis
ve 0 zamandan beri {iriin Bayer Crop Science adir altinda pazarlanmaktadir. Ayrica
yapisal ag¢idan (E)-p-metoksiakrilatin metoksiiminoasetat ile degistirilmesini
icermektedir. Metominstrobin, Shienogi bilim insanlar1 tarafindan kesfedilmis ve

1998’de Japonya’da tescil edilmistir. Patenti hakkinda fazla bilgi mevcut degildir. Bu



tirtiniin yapisinda 6nemli olan nokta, yapisinin metoksiiminoasetamid ile degistirilen
(E)-B-metoksiakrilattan daha uzak olmasidir. Fluoksastrobin, Bayer Crop Science
tarafindan DE 19602095 numarali patent altinda kesfedilmis ve Bayer tarafindan
1999 ve 2002’de Briton konferanslarinda duyurulmustur. Yapisal agidan ikame
grubu azoksistrobininkine benzer olmasma ragmen, bunun toxiforik grubu (E)-B-
metoksiakrilat, metoksiiminoaktatin dioksazin tiirevine yiiksek oranda modifiye
edilmistir. Pyraclostrobin-karbamat, 2000 yilinda BASF bilim insanlar1 tarafindan
kesfedilmistir. Bu tirtiniin yapisi, toksiforik grup olarak karbamatin bir tiirevi olarak
karakterize edilir. Picoxystrobin, 2000 yilindaki Briton toplantisinda Zeneca zirai
kimyasallar1 (simdi Syngenta-AG) bilim adamlar1 tarafindan duyurulmus ve 2001°de
tescil edilmistir. Dimoxystrobin, BASF tarafindan bir mantar ilact olarak halen
gelistirilmektedir (Ypema ve Gold, 1998; Grossmann ve Retzlaff, 1997; Balba,
2007).

1.1.4. Strobilurinlerin aksiyon modu

Strobilurinler mitokondrideki belirli bir bolgeye, sitokrom b’nin kinol oksidasyon
(Qo) bolgesine (veya ubikinol bolgesine) baglanir ve boylece sitokrom b ve sitokrom
c arasindaki elektron transferini durdurur, bu da indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH) oksidasyonunu ve adenosin trifosfat (ATP) sentezini durdurur.
Bu, enerji iiretiminin durmasina yol agar ve mantar sonunda 6liir. Bu nedenle, etki
sekilleri hedefe 6zeldir. Bu mekanizmanin, siyaniir iiriinleri ve CO’nun iyi bilinen
mekanizmasi olan sitokrom c’nin inhibisyonundan farkli oldugunu belirtmek
onemlidir. Bunlara daha dogru bir sekilde Qol fungisitleri denir. Bu kimyasal
smifinin mantar oldiriici etkisindeki onemli bir 6zellik, bunlarin hizli aktivitesidir.
Bu etki, mantarlarin yasam dongiisiiniin ilk déneminde yani spor asamasinda
yogunlasir. Bu, ¢evrede ve bitkinin metabolizmasinda hizli bozunmalar1 nedeniyle
onemli bir 6zelliktir. Strobilurinlerin uygulanmasi bitkiye daha saglikli yesil renk
katarak bitkiye ek bir faydali etki saglar. Bu fenomen "yesillendirme etkisi" olarak
bilinir ve hem hacim hem de kalite agisindan 6nemli 6l¢iide yiiksek mahsul hasadi ile
eslestirilmistir (Brandt vd., 1999, Von Jagow ve Becker, 1982, Leroux, 1996)



1.1.5. Tarmmsal uygulamada strobilurinlerin kullanimlari

Strobilurinler birincil olarak mahsiil hastaliklarim1 kontrol etmek i¢in tarim alaninda
kullanilirlar. Strobilurinler, kiilleme, kahverengi pas ve diger birgok bitki hastaligina

karsi ekinlerin korunmasi igin tercih edilen iiriinlerdir (Balba, 2007).

Strobilurinler tarafindan sergilenen genis biyosidal aktivite araligina ragmen, beseri
ve Vveteriner antifungal gibi tarim alan1 disinda topikal bir formiilasyonda
kullanimlar1 ¢ok smirli  olmustur. Insan ve veteriner antifungal olarak
uygulamalarindan biri Mucidermin Spofa adli bir {drindir (Zakharychev ve
Kovalenko, 1998). Ayrica bir¢ok strobilurin, anti-kanser ajanlari olarak
arastirilmistir. Radyoaktif 16sin, tiridin ve timidin’in hiicrelerin asitte ¢6ziinmeyen
fraksiyonuna (protein, RNA ve DNA) dahil edilmesini giiglii bir sekilde engelledigi
bulunan strobilurinler, antitiimor aktivitesi igin test edilmistir. /n Vvitro antitimor
aktivitesi, Ehrlich karsinomunun asitli formunun hiicreleri kullanilarak test edilmistir
(Balba, 2007).

Stribilurin rtinleri kagit hamurunda ve iretiminde, sogutma kulelerinde ve 1s1
esanjorlerinde kif ve kiifii kontrol etmek igin kullanilir. Bu kullanimlar igin,
strobilurinler, Cash ve Cronan tarafindan patenti alinip sulu sistemlerde kullanilmak

tizere formiile edilmistir (Cash ve Cronan, 2001).

1.1.6. Strobilurinlerin biyotik ve abiyotik yikim

Bu fungisit smifinin biyotik ve abiyotik bozunmasi hakkinda siirli yayinlanmis
literatiir bulunmaktadir. Bu bilesikler, ¢oklu metabolik yolaklara yol agabilecek
metabolik reaksiyonlar i¢in birkag bolgeye yol acacak nispeten karmasik yapilara
sahiptir. Genel olarak strobilurinler bitki, hayvan, toprak ve suda kolayca

parcalanabilen bilesiklerdir (Jewess vd., 1999)

Metil ester hidrolizi, bu fungisit grubunda 6nemli bir metabolik yoldur. Biyolojik

aktivitesi olmayan serbest akrilik asit verir. Bu reaksiyonun 6nemi, bu iiriinlerin



secici toksisitesi ile olan iligkisidir. Aromatik halka hidroksilasyonu, glutatyon veya
diger biyolojik gruplarla konjugasyona yol agar, ancak bu reaksiyon polihidroksi
aromatik tiriinler vermek tizere ayn1 halka tizerinde tekrarlanirsa, halka boliinmeye ve
ardindan CO5’ye egilimli hale gelir. Akrilik kisimdaki ¢ift bag, bir¢ok pargalayici
mekanizmaya Kars1 savunmasizdir. Cift baglar kolayca epoksidasyona ugrar ve
ardindan ketonlara boliiniir. o karbon tizerinde bir keto grubunun olusumu sonunda
bir karboksilik grup verebilir (iirtin benzoik asit tiirevi olur). Ayrica, ¢ift baglar,
tictinciil bir alkol verecek sekilde indirgeyici ortamlarda hidrojen veya su ile ilaveye
tabi tutulur. Cift bag igeren bilesiklerin fotolizi genellikle birden fazla {irtin verir ve
bu grubun tamamen bozulmasina yol agar (Jewess vd., 1999, Balba, 2007).

1.1.7. Pyraclostrobin

Pyraclostrobin, [2-({[1-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-il]Joksi}metil)fenil]metoksikarba-
mik asidin metil esteri olan bir karbamat esterdir (Mercader vd., 2008)(Sekil 1.3).
Pyraclostrobin, sitokrom b ve cl arasindaki elektron gecisini bloke ederek
mitokondriyal solunumu engeller ve bu da hedef mantarin 6liimiine yol agar (Fulcher
vd., 2014).

CI
N\ /wCH3
Pyr aclosn obin
0 f\|l CH3
Klorofenol pirazin parcasi Tolil parcas: \Ietokstk:u bamat parcasi

Sekil 1.3. Pyraclostrobin ve temel alt bilesenleri (Mercader vd., 2008)

In vivo g¢alismalar ve in vitro inkiibasyonlar ile pyraclostrobinin yan zincirin

desmetoksilasyonu, klorofenil pirazol halka sisteminin hidroksilasyonu, tolil halka



sisteminin hidroksilasyonu, klorofenil pirazol veya antranilik asit tiirevleri ile
sonuclanan eter baginin bolinmesi, yan zincirin demetilasyonu ve yan zincirdeki
amid bagmin boliinmesi seklinde 6 biyotransformasyon reaksiyonu belirlenmistir
(Birk vd., 2014).

Pyraclostrobinin  metabolizmasinin  siganlar, tavsanlar, kopekler ve insanlar
arasindaki metabolik profillerin arastirilmasinda tiim tiirlerde ayn1 temel bozunma
adimlarin1 gosterdigi ve 500M04, 500M73, 500M108, 500M103, 500M104 ve
500M88 metabolitlerinin olustugu belirtilmistir. Ayrica, insanlarda metabolit olarak
tanimlanan 500M02, 500M106 ve 500M107 toksikolojik testler i¢in kullanilan diger
tirlerde de tanimlanmistir (Funk vd., 2014; Fabian ve Landsiedel, 2013; Funk ve
Bellwon, 2016a,b).

Siganlara radyoaktif isaretli pyraclostrobinin oral yoldan verilmesi sonrasinda
uygulanan dozun yaklasik %50’sinin emildigi ve kanda 30 dk sonra zirve yaptigi,
ardindan 8 veya 24 saatte de ikincil bir zirve yaptigi belirlenmistir. Radyoaktif olarak
isaretlenmis dozun biiyiik kismi digk: ile geri kalani idrarla atilmaktadir. Siganlarda
pyraclostrobin metabolizmasi ti¢ ana yoldan ilerler. Tolilmetoksikarbamat pargasi
tizerindeki metoksi grubu, bu grubu tutan birka¢ ana metabolit ile kolayca kaybolur.
Benzen ve/veya pirazol halkalarinin hidroksilasyonunu, glukuronid ve daha az
olglide siilfat ile konjugasyon takip eder. Pek¢ok metabolit, bu iki grup arasindaki
eter baglantisinin boliinmesinden sonra pyraclostrobinin klorofenol-pirazol veya
tolimetoksikarbamat pargalarindan tiiretilir, ardindan halka hidroksilasyonu ve
glukuronid veya siilfat konjugasyonu gergeklesir. Metabolitler her iki cinsiyette ve
tim dozlarda benzerdir. Safrada veya idrarda degismemis ana bilesik bulunmazken,
digkida sadece kiigiik miktarlar bulunmaktadir (Leibold vd., 1998).

Pyraclostrobin siganlara agizdan veya deri yoluyla LDsy’leri sirasiyla >5000 ve
>2000 mg/kg olup diisiik akut toksisiteye sahiptir ve her iki durumda da 6lim
goriilmemektedir. Bilesik, inhalasyon yoluyla uygulandiginda orta derecede
toksisiteye sahiptir, LCsq’si ¢oziicli olarak aseton kullanildiginda 0.31-1.07 mg/l ve
¢oziicii olarak Solvesso kullanildiginda 4.07-7.3 mg/I’dir. Pyraclostrobin hafif bir



dermal ve okiiler tahris edici 6zellik gosterir. Oral uygulamadan sonra 6. giinde tiim
hayvanlarda dispne, piloereksiyon ve diyareden olusan klinik belirtiler gosterir
(Wiemann ve Hellwig, 1998a,b, Gamer ve Hoffmann, 1997, Gamer vd., 2001)

Fare, sican ve kopeklerde yapilan kisa siireli ¢alismalarda, tekrarlanan pyraclostrobin
dozlarindan sonraki ana toksikolojik bulgular arasinda duodenal mukoza hipertrofisi
ve kemirgenlerde yapilan bazi ¢alismalarda da mide mukozasinda
erozyon/ilserasyon gézlenmistir. Bununla birlikte, pyraclostrobin tavsanlarda tahris
biraz uzamis olsa da ciddi bir dermal tahris edici 6zellik gostermemistir (Mellert vd.,
1999a)

Strobilurin tiirevi maddelerin genel olarak (6zellikle balik tiirleri igin) toksisite
sirasinin  pyraoxystrobin > pyraclostrobin ~ trifloxystrobin > picoxystrobin >
kresoxim-methyl > fluoxastrobin > azoxystrobin seklinde oldugu, ayrica
genotoksisite, immiinotoksisite, kardiyotoksisite, norotoksisite ve endokrin bozulma

durumlarina yol actig1 rapor edilmistir (Wang vd., 2021).

Tekrarlayan dozlarda pyraclostrobin ile yapilan kisa siireli ¢alismalarda, azalan viicut
agirligl kazanimlarma klinik biyokimyasal parametrelerde (toplam protein, globulin,
glukoz, trigliseritler ve kreatinin konsantrasyonlari) ve karacigerde yag
depolanmasinda azalma eslik etmistir. Ayrica pyraclostrobinin  nérotoksik,
genotoksik, teratojenik ve karsinojenik aktivite gostermedigi de belirtilmistir.
Pyraclostrobinin tiirler tizerindeki risk degerlendirmelerine ait bilgiler ile toksikolojik
verilerine ait bilgiler sirasiyla Cizelge 1.1 ve 1.2°de ifade edilmistir (Mellert vd.,
1999b).



Cizelge 1.1. Pyraclostrobinin risk degerlendirmesiyle ilgili diizeyleri

Tiirler  Cahisma Etki NOAEL LOAEL KAYNAK

Karsinojenite 120 mg/kg (=17 mg/kg/giin) —

Karsinojenite 200 mg/kg (=9 mg/kg/giin) —

Toksisite 250 mg/kg (=17 mg/kg/giin) 750 mg/kg (=50

mg/kg/glin)

Gelisimsel toksisite calismas1® Maternal 10 mg/kg/giin 25 mg/kg/giin 25 mg/kg/glin 50  Schilling vd.,
toksisite mg/kg/giin 1999b
embryo ve

fetal toksisite




Embryo ve 5 mg/kg/giin 10 mg/kg/gilin
fetal toksisite

®Diyet; ° Yiiksek doz testi, ° Gavaj, “ Maternal gida aliminda belirgin fakat gecici bir azalma daha yiiksek konsantrasyonlarda doz

uygulamasinin baglatilmasindan hemen sonra meydana gelmistir.
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Cizelge 1.2. Pyraclostrobin ile ilgili toksikolojik veriler (Bartholomaeus, 2003)

Tiirler iizerinde pyraclostrobinin emilme, dagilma, atilma ve metabolizmast

Oral absorpsiyonun hiz
ve kapsam
Dermal absorpsiyon

Dagilma

Atilimin hizi ve derecesi

Birikme potansiyeli

Memelilerde metabolizma

Toksikolojik acidan
onemli bilesikler

Akut toksisite

Sican, LDs, agizdan
Sican, LDsp, deri

Sican, L Cs inhalasyon

Hizli, yaklasik %50

Siganlarda in vivo %1.6-2.6, in vitro insan derisinde %3-8 (belirtilmemis bir formiilasyondan)
Gastrointestinal sistem, karaciger ve bobreklerde en yiiksek konsantrasyonlarla hizli ve genis bir alana
dagilir.

Biiyiik 6l¢iide 48 saat i¢cinde tamamlanir; idrarda yaklasik %15 ve diskida %85; dozun %35-40’1 safra
ile atilir.

Onemli birikim kanit1 yok

Glukuronid ve siilfat konjugasyonu ile genis olgiide metabolize edilir; metabolitlerin toksikolojik
olarak 6nemli olmas1 muhtemel degildir

Safrada veya idrarda degismemis ana bilesik yoktur ve fegeste sadece kiigiik miktarlarda bulunur.

Ana bilesik

>5000 mg/kg (6lim yok)
>2000 mg/kg (6lim yok)
0.310-1.070 mg/I (4 saat maruziyet, sadece bas ve burun) aseton iginde
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Tavsan, dermal irritasyon Hafif ama uzun

Cilt hassasiyeti Hassaslastirict degil

Hedef/kritik etki Farelerde glandiiler mide {ilseri, fare, sigan ve kopeklerde duodenal mukoza hipertrofisi, kopeklerde
kusma ve ishal, fare ve siganlarda anemi, farelerde, sicanlarda ve kopeklerde viicut agirligt artisinda

azalma, sicanlarda hepatoseliiler hipertrofi

En diisiik ilgili dermal 100 mg/kg/giin (sigan)

NOAEL

Genotoksisite Genotoksik etkili degil

Hedef/kritik etki Siganlarda ve farelerde viicut agirligi artislarinda azalma, farelerde karaciger agirliklarinda artis,

sicanlarda karaciger ve mide histolojisinde degisiklik
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Kanserojenlik Sicanlarda veya farelerde kanserojen degil

Ureme hedefi/kritik etki ~ Higbiri

Gelisimsel hedef/kritik Implantasyon sonrasi kayiplarin artmas: ve fetal agirligin azalmasi

etki

Norotoksisite/gecikmis Siganlarda giinde 50 mg/kg viicut agirligina kadar dozlarda yapilan 3 aylik bir ¢alismada nérotoksisite

norotoksisite kanit1 yok
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1.2. Taurin

Taurin, 2-aminoetansiilfonik asittir. Kimyasal formiili C,H;NO3S’dir. Molekiiler
kiitlesi 125.14 g/mol’diir. Yogunlugu 1.734 g/cm®tiir. Taurin, 305.11 °C (581.20 °F;
578.26 K) erime noktasina sahiptir. ilk defa 1827°de Alman profesérler Friedrich
Tiedemann ve Leopold Gmelin, giinlimiizde bilinen taurini 6kiiz safrasindan elde
eden arastiricilar olup buna Gallen-Asparagin adimi vermislerdir (Tiedemann ve
Gmelin, 1827). Daha sonra, Latince Okiiz anlamina gelen Bos taurus’tan sonra
taurus adin1 almistir. Ancak giiniimiizde kullanilan taurin ismi literatiire ilk kez 1838

yilinda von H. Demarcay tarafindan girmistir (Kim vd., 2008)

1.2.1. Taurinin sentezi

Sistein aminoasitinden elde edilen taurinin sentezi memelilerde pankreasta sistein
stlfinik asit yoluyla meydana gelir. Burada sistein dioksijenaz enzimi tarafindan
sistein siilfinik aside oksitlenir ve sonrasinda siilfinoalanin dekarboksilaz tarafindan
hipotaurine dondstiriliir. Hipotaurin hipotaurin dehidrojenaz enzimi tarafindan
taurin olusmasi icin oksitlenir. Ayrica taurin transsiilfiirasyon yolu ile homosisteinin
sistatiyonine dontistiiriilmesi ile de iretilir. Sistatiyonin sirasiyla sistatiyonin gama-
liyaz, sistein dioksijenaz ve sistein siilfinik asit dekarboksilazin etkisiyle hipotaurine

dontistiiriilir. Hipotaurin daha sonra taurine oksitlenir (Jong vd., 2012)

1.2.2. Taurinin etkileri

Taurinin fizyokimyasal 6zellikleri, potansiyel olarak onu ozmoregiilasyon, protein
fosforilasyonunun modiilasyonu, kalsiyum iyonu regiilasyonu, antioksidan tepkisi,
membran stabilizasyonu, safra asidi konjugasyonu, lipid metabolizmasi, glukoz
regiilasyonu dahil olmak fiizere c¢esitli temel siireclerin ideal bir modiilatori
yapmaktadir (Huxtable 1992; Sarsour vd., 2009). Taurinin safra asidi atilimina
katkisina iliskin hakim goriis, taurinin kolesterole konjuge oldugu, safra tuzu

olusumu ve yag sindirimi yoluyla kolesterol atilimimi destekledigi fikri ile
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desteklenmektedir (Chiang, 2013). Ayrica taurin, lipid peroksidasyon (LPO)
tirlinlerini azaltmada 6nemli bir rol oynar, boylece hiicreleri doku hasarindan korur
(Goodman vd., 1985). Ozellikle, taurinin, esas olarak beyinde ve bdbrek
medullasinda hiicre i¢i bir ozmolit olarak islev gérmesi nedeniyle, homeostazin
korunmasinda temel oldugu diisiiniilmektedir (Sturman, 1995). Taurinin hipertonik
ve daha diisiik ozmolariteli soliisyonlara gectigi bildirilmistir (Lien vd., 1990). Bu
sekilde, taurinin ozmoregiilator 6zellikleri ile dokulardaki hiicre hacmini
etkileyebilir. Ornegin, Jurkat T lenfositlerinde Fas reseptoriiniin aktivasyonuna,
yiiksek taurin akisi eslik eder ve boylece hiicre biiziilmesine katkida bulunur (Lang
vd., 1998). Taurinin hiicre hacmini diizenleme potansiyelinin yani sira (Schaffer vd.,
2000), ozmolitik aktivitesi de endoplazmik retikulumda (ER) protein katlanmasina
katkida bulunabilir (Yancey, 2005). Ornegin, taurin, ER’de mutant kistik fibroz
transmembran iletkenlik diizenleyici proteininin (delta508 CFTR) uygun protein
katlanmasint ve membran trafigini uyarir (Howard vd., 2005). Ayrica, ¢esitli
arastirmalarda taurinin  enfeksiyon, oksidatif stres, inflamasyon {izerindeki
baskilayici etkisinin yani sira antimikrobiyal, antidiyabetik ve antitiimor aktivitesi de

belirtilmistir (Marcinkiewicz ve Kontny, 2014).

Cizelge 1.3. Taurinin sitoprotektif etkilerinin altinda yatan mekanizmalar

Taurin kloramin iretmek i¢in hipokloréz nétralizasyon
yoluyla anti-inflamasyon (Kim ve Cha, 2014,
Marcinkiewicz ve Kontny, 2014)
Mitokondride tRNA"“Y®>nun iiridini ile konjuge ederek
stiperoksiti azaltir (Jong vd, 2012; Schaffer vd, 2014)
Taurinin hiicre Mitokondriyal ND6 proteinini kodlayarak ATP iiretir (Jong
koruyucu etkisi vd., 2012; Schaffer vd., 2016; Shetewy vd, 2016)
Mitokondriyal membran gegirgenligini ve apoptozu onler
(Ricci vd., 2008; Shetewy vd., 2016)
Taurin ~ konjugasyonu  ig¢in  substrat  saglayarak
mitokondriyal hastaliga fayda saglar (Rikimaru vd., 2012;
Schaffer vd., 2014)

Enerji Glikoliz sirasimda  NADH/NAD®  oramm1  azaltarak
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metabolizmasi

Gen ekspresyonlari

Endoplazmik
Retikulum (ER)

stresi

Noromodiilasyon

Otofaji

Ca’" homeostazi

kompleks | ve NADH’ye duyarli enzimleri aktive eder
(Schaffer vd., 2016)

PPARalpha seviyelerini artirarak yag asidi oksidasyonunu
geri yiikler (Schaffer vd., 2016)

Bagirsaklar tarafindan lipid emilimini kolaylagtirmak igin
safra asitlerini konjuge eder (Schaffer vd., 2016)
Metabolizma ile ilgili genlerin transkripsiyon profilini
degistirir (Park vd., 2006)

Uzun omirliligi saglamak igin genleri modiile eder (Ito
vd., 2014)

Transkripsiyon faktorlerini degistirir (Schaffer vd., 2016)
Protein fosforilasyonunu ve hiicre sinyallesmesini modiile
eder (Lombardini, 1996; Ramila vd., 2015)

Protein katlanmasimi iyilestirerek ER stresini azaltir (Ito
vd., 2015)

ER stresini engelleyerek fel¢ beyin hasarini iyilestirir
(Gharibani vd., 2015)

Inme ve Alzheimer hastaliginda néronlar1 korur (Prentice
vd., 2015)

GABA,, glisin ve N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptorlerinde agonistlik aktivite ile MSS’yi korur (El
Idrissi ve L’ Amoreaux, 2008; Chan vd., 2013)

GABAA  reseptOriine  baglanarak  nobetleri  azaltir
(L Amoreaux vd., 2010)

Glutamik asit dekarboksilaz1 yiikselterek ndbetlere karsi
korur (EI Idrissi ve L’ Amoreaux, 2008)
Ubiquitin-proteasome sistemini ve otofajiyi aktive ederek
kardiyomiyositleri korur (Jong vd., 2015)

Toksin aracili otofajiyi hafifletir (Li vd., 2012; Bai vd.,
2016)

Ca’* agin yiiklenmesini azaltarak miyokard enfarktiisii ve

fel¢ sirasinda kalbi ve beyni korur (Li vd., 2012; Bai vd.,
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2016)

Iskemi-reperfiizyon sirasinda taurin kaybi, hipoksiye bagl
Ca®" asir1 yiiklenmesini azaltarak kalbi korur (Schaffer vd.,
2002)

Taurin tiikkenmesi, Ca?* ATPaz aktivitesinin azalmasi
nedeniyle kardiyomiyopatiye yol agar (Ramila vd., 2015)
Ca®* baglayict proteinleri indiikleyerek epilepsi sirasinda
beyin noéronlarin1 korur (Junyent vd., 2010)

Ca’"’nin glutamat kaynakli yiikselmeyi azaltarak néronlari
glutamat eksitotoksisitesine karsi korur (Wu vd., 2005)

Ozmoregiilasyon Organik bir ozmolit gorevi goriir (Schaffer vd., 2002)

1.2.3. Taurinin oksidatif strese karsi rolii ve altinda yatan molekiiler

mekanizmalar

Altta yatan ¢ok sayida molekiiler mekanizmanin, taurinin oksidatif stresle iligkili
hasarlarda yararl etkisini agiklamaktadir. Her seyden dnce, taurin, tRNA’ya konjuge
oldugu i¢in antioksidan savunmada yer alir. Normal mitokondride, mitokondriyal
MRNA’larin UUG kodonlarinin kodu, tRNA’nin AAU antikodonlarinda taurinin bir
tridin  ile  konjugasyonu nedeniyle  ¢oziilir.  5-taurinometiliiridin-tRNA
olusturuldugunda, MRNA’nin UUG kodonlari, tRNA’nin AAU antikodonlar1 ile
etkilesime girebilir (Jong vd., 2012). Bu sekilde, taurin ile tedaviyi takiben, UUG
kodonlar1 igeren proteinlerin kodunun ¢o6ziilmesi giiglendirilir, boylece hiicreler
mitokondriyal oksidatif stresten ve mitokondriye bagimli apoptozdan korunur (Ricci
vd., 2008; Jong vd., 2011; Shetewy vd., 2016). Buna karsilik, taurin substrati
kayboldugunda, konjuge taurin (5 taurinometiliiridin-tRNA) formu azalir ve NADH-
ubikinon oksidorediiktaz zincir 6 gibi ¢oklu UUG kodonlar1 igeren spesifik
mitokondri kodlu proteinlerde 6nemli bir diisiise neden olur (Schaffer vd., 2014).
Ozellikle, solunum zinciri kompleksi | alt birim biyosentezinde bir azalma vardir, bu
nedenle normal ATP iiretimi ig¢in gerekli alt birimlerin uygun birlesimini engeller
(Schaffer vd., 2014; Jong vd., 2012).
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Mitokondri iginde temel bir rol oynamanin yani sira, taurinin antioksidan aktiviteleri
mitokondri disinda gergeklesebilir (Schuller-Levis ve Park, 2006). Taurinin
sitoprotektif etkisi ayn1 zamanda klasik reaktif oksijen temizleyicisi olarak hidrojen
peroksiti (H20,), hidroksil radikallerini (OH) ve nitrik oksidi (NO) detoksifiye etme
potansiyeli ile kanitlanmistir (Cozzi vd., 1995; Aruoma vd., 1988) . Bununla birlikte,
taurin ile tedavinin elektron tagima zinciri aktivitesini artirarak oksidatif stresi tersine
cevirdigi ve boylece mitokondriyi asir1 Oy tiretimine karst korudugu gortlmistiir
(Jong vd., 2012).

Taurin ayrica LPO (Goodman vd., 2009) veya asir1 Kalsiyum yiiklenmesini (Timbrell
vd., 1995) azaltarak oksidatif stres kosullarina kars1 sitoprotektif bir molekiil gorevi
gorebilir. Ornegin, tamoksifen alan siganlarla yapilan deneylerde, taurinin anti-
oksidan ozellikleri, mitokondriyal LPO’nu zayiflatmasi yoluyla kendini gostermis,
bdylece hayvanlart hasardan korumustur (Parvez vd., 2008). Benzer sekilde, taurinin
siganlarda nikotin uygulamasini takiben glutatyon (GSH) depolarinin normallesmesi
yoluyla oksidatif strese karsi koruma sagladigi gosterilmistir (Sener vd., 2005).
Bagka bir durumda, taurinin, NMDA ile retina hasar1 olusturulan Sprague-Dawley
sicanlarda yararli oldugu bildirilmistir (Jafri vd., 2019). Diger taraftan, taurin
biyolojik membrani stabilize etme ve oksidatif stres faktorlerinin neden oldugu
membran gecirgenligindeki degisiklikleri baskilama yoluyla da dolayli bir
antioksidan gorevi goriir (Gordon vd., 1992). Aym baglamda, taurinin dolayli
antioksidan kapasitesi, taurinin hipobromé6z asit veya hipoklordz asit ile
reaksiyonundan firetilen taurin tiirevlerinin (N-bromotaurin veya N-klorotaurin)

olusumuyla kendini gosterir (Marcinkiewicz ve Kontny, 2014).

Ek olarak, taurin, oksidatif strese karsi bir savunma mekanizmas: olarak renin-
anjiyotensin sistemini modiile eder. Taurinin nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz itizerindeki etkisi araciligiyla anjiyotensin Il (Ang I1) sinyalini
modiile etmesi antioksidan roliinii desteklemektedir. Ozellikle, NADPH oksidaz,
Ang 1l sinyali ile protein kinaz C’nin indiiklenmesinin ardindan aktive olur ve Oy
tiretimine katkida bulunur (Ricci vd., 2008). Baska bir durumda, yiiksek glukoz (25

mM) uygulamasinin ardindan renal proksimal tiibiiler hiicrelerde artmis serbest
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radikal tretimi ve p38 mitojenle aktive olan protein kinaz fosforilasyonunu taurin

uygulamasi azaltmistir. (Hsieh vd., 2002).

Taurin, serbest radikal birikimini inhibe etmekle siki1 bir sekilde iliskilendirilmemis
olsa da, etkisini antioksidan enzimlerin modiilasyonu Yyoluyla gosterdigine
inanilmaktadir (Kettle vd., 1997). Yapilan baz1 ¢aligsmalar taurinin antioksidan
enzimlerin (siiperoksit dismutaz-SOD, Kkatalaz-CAT, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz) aktivitesini artirarak (Vohra ve Hui, 2001; Nonaka vd., 2001;
Anand vd., 2011), redoks seviyelerini ve GSH depolarin1 koruyarak (Oudit vd.,
2004) etkidigini gostermektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, ilk kez in vivo olarak pyraclostrobin verilen erkek
sicanlarda olusan oksidatif strese karsi taurinin olasi koruyucu etkinliginin
belirlenmesi amaglandi. Bu amagla bazi biyokimyasal parametreler (aspartat
aminotransferaz-AST, alanin aminotransferaz-ALT, alkalen fosfataz-ALP, kan iire
azotu-BUN, kreatinin), lipid peroksidasyon (malondialdehid-MDA) ve GSH
diizeyleri ile antioksidan enzimlerin (SOD ve CAT) aktivite tayini ve DNA hasari
(sSDNA) belirlendi. Ayrica karaciger dokusunda apoptotik (Caspase-3, Caspase-8,
Caspase-9, Bax, p53 ve Bcl-2), yangisal sitokinler (NFxB ve TNF-a) ve CYP2EL1’in
MRNA ekspresyon diizeyleri ile dokularin Hemotoksilen-Eosin boyamasi ile

histopatolojik olarak incelemeleri gerceklestirildi.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Arac ve Gerecler

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), meziir, tiip]
Cerrahi malzemeler (pens, makas)

Distile su cihaz1

Hassas terazi (Precisa 205 ASCS)

Otomatik pipetler (Socorex-Acura 825; 10-100 ul; 100-1000 pl)

Real Time PCR (Applied Biosystems™ StepOnePlus™ Real-Time PCR System)
Santrifiij (Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio)
Spekrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)

2.1.2. Hayvan Materyali

Calismada Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilen
toplamda 48 adet 200-300 g agirhginda erkek Sprague Dawley cinsi siganlar
kullanildi. Hayvanlar gruplara ayrildi ve deney siirecine alinmadan &nce ortama
alismas1 igin 7 giin siireyle, uygun nemde (%50-55) ve oda sicakliginda (25°C)
barindirildi. Siganlara deneysel asama siiresince ad libitum sigan yemi ve igme suyu
verildi. Calismanin gergeklestirilmesi icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (AKUHADYEK) 49533702/195 say1 ile onay
alind1 (EK-1).

2.2. Metot

2.2.1. Deneysel Asama

2.2.1.1. Deneysel Asamanin Planlanmasi ve Uygulanmasi
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Deneysel asamada kullanilan pyraclostrobin BASF (Seltima®, BASF, Istanbul,
Tirkiye) ve taurin Sigma-Aldrich (MO, ABD) firmalarindan temin edildi.
Pyraclostrobin (Tuttle vd., 2019) ve taurinin (Ince vd., 2017) dozlar1 daha onceden
yapilmis ¢alismalar incelenerek belirlendi. Calismada kullanilan ticari miistahzardaki
pyraclostrobin miktar1 yiiksek performans sivi kromotografisi ile CIPAC 657
metoduna gore incelendi ve igeriginde 110.04 g/l pyraclostrobin tespit edildi.
Hayvanlar rastgele her grupta 8’li olacak sekilde 6 gruba ayrildi ve gruplara

asagidaki sekilde uygulama 28 giin siiresince her giin tekrarlanarak yapildi.

Grup I- Kontrol grubu- standart yem ve igme suyu verildi.

Grup II- Misir Yagi grubu- 0,5 ml gastrik gavaj ile verildi.

Grup - Pyraclostrobin grubu- Pyraclostrobin 30 mg/kg 0,5 ml musir yagi igerisinde
cozdiiriilerek gastrik gavaj ile verildi.

Grup 1V- Pyraclostrobin 30 mg/kg + Taurin 50 mg/kg grubu- Pyraclostrobin 0,5 ml
musir yaginda ¢ozdiiriilerek ve taurin ise 0,5 ml suda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile
verildi.

Grup V- Pyraclostrobin 30 mg/kg + Taurin 100 mg/kg grubu- Pyraclostrobin 0,5 ml
musir yaginda ¢ozdiiriilerek ve taurin ise 0,5 ml suda ¢ézdiirtilerek gastrik gavaj ile
verildi.

Grup VI- Pyraclostrobin 30 mg/kg + Taurin 200 mg/kg grubu- Pyraclostrobin 0,5 ml
musir yaginda ¢ozdiiriilerek ve taurin ise 0,5 ml suda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile

verildi.

2.2.1.2. Deneysel Asamanin Sonlandirilmasi

Sicanlar deney asamasi olan 28 giinliik siirenin tamamlanmasindan sonra ksilazin (87
mg/kg i.m.) ve ketamin (13 mg/kg i.m.) uygulanarak tam anesteziye alindu.
Sonrasinda gogiis kafesinin agilmasi ile intrakardiyak olarak enjektorle 3-5 cc kan
alindi. Kan alimi sonrasinda hayvanlara servikal dislokasyon yapildi ve gerekli olan
doku ornekleri alindi. Kanlarin 10 dk 3000 devirde santrifiijii yapilarak plazmalari
ayrildi ve analizleri yapilincaya biitiin ornekler -80 °C de saklandi. Sig¢anlarin

sakrifikasyonundan sonra cerrahi yontemlerle karaciger, bobrek, kalp, testis ve beyin
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dokular1 biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik incelemeler i¢in alindi. Daha
sonra kalan atiklar, temin edilen 6zel ambalajlara konularak usuliine uygun yok

edilmesi i¢in tibb1 atik tinitesine teslim edildi.

2.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Alman karaciger, bobrek, kalp, testis ve beyin dokulari yaklagik 0,5-1 cm? kadar
biiyiikliiklerde farkli bolgelerden 3-5 adet olacak sekilde alindi ve doku takip
kasetlerine kondu. Hazirlanan bu 6rnekler %10 notral formalin igine kondu ve 5 giin
stireyle bekletilen doku 6rnekleri sonrasinda klasik doku takibine alindi. Akan suda
30 dk bekletilmek suretiyle tizerindeki fazla formaldehidden arindirildi ve artan
konsantrasyonlarda alkol serilerinden (birer saatlik) gecirilerek dehidre olmalar
saglandi. Sonrasinda seffaflastirma icin ksilen igerisine alindi. Dokular 1,5 saat
ksilende tutulduktan sonra her saat degismeli olarak 3 saat yumusak parafinde ve
sonra 2 saat sert parafinde tutuldu. Bu islem sonrasinda dokular yine parafin ile
bloklandi. Bloklanan orneklerden mikrotom araciligiyla 5 p kalinliginda alinan
kesitler degerlendirmeleri i¢in normal lamlara alindi ve boyanmak iizere
gruplandirildi.  Histopatolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (H&E)
boyamasi ile dokular boyandi. Boyanan ornekler 1sik mikroskobu altinda

degerlendirilerek dokularda gruplar arasinda goriilen farkliliklar degerlendirildi.
2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu

Alman dokular (0,5 g) tizerine 50mM olarak hazirlanan 5 ml soguk KH,PO4 (PH=7)
eklendi. Sonrasinda mekanik ve ultrasonik homojenizator (20k Hz) ile
homojenizasyonlar1 yapildi. Bu islem sonrasinda soliisyon i¢erindeki dokularin 5000
devirde 15 dk santifruju yapildi ve elde edilen doku siipernatantlar1 biyokimyasal

analizlerde kullanilda.

2.2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi
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Plazmalar1 alinan kan ornekleri iizerine esit miktarda KH,PO, tampon soliisyonu
konuldu ve 5 dk 3000 devirde (3 defa) santrifiij edildi. Sonra tisteki kisim atild1 ve
0,5 ml KH,PO, tamponu {izerine 0,5 ml eritrositlerden c¢ekilerek ependorflara
aktarimi yapildi. Analizler yapilincaya kadar 6rnekler -80 °C de saklandi. Hemolizat
hazirlanmasi igin eritrosit paketinden 0,8 ml alindi ve {izerine soguk distile su
eklendi. Bu hemolizatlar SOD ve CAT enzim aktivite tayininde kullanildi
(Winterbourn vd., 1975).

2.2.3.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD aktivite tayini, ortamdaki nitroblue tetrazolium (NBT) indirgemesinin ornekte
bulunan SOD ile engellenmesi prensibine dayanir. Siiperoksid gruplari ksantin
oksidaz enzimi ile reaksiyona girerek maddeyi indirger ve sonugta 560 nm’de
absorbans veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzim siiperoksid gruplarini
dismutasyona ugratir ve NBT indirgeme tepkimesi yavaslar. Sonugta
spektrofotometredeki absorbans degerleri diiser (Sun vd., 1988). Bu aktivitenin

Olctimii i¢in asagidaki metot uygulandi.

* Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat Tamponlu Tuz ¢ozeltisi (PSB): 8,06 g NaCl, 0,201 g KCI, 12,636 ¢
Na,HPO,4.2H,0, 0,2 g KH,PO, bir litre tridistile suda ¢ozdiriildii ve pH’s1 7,4 e
ayarlandi.

2. Ksantin stok ¢ozeltisi (3 milimol/l): 23 mg ksantin 50 mI’lik bir balon joje i¢inde 5
ml 0,1 N NaOH ile hafif¢e 1sitilarak ¢6zdiirtldi. Distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
Kullanilacagi zaman 10 kez sulandirildu.

3. EDTA ¢ozeltisi (0,6 milimol/l) : 0,249 g EDTA (dihidrat) bir litrelik balon joje
iginde distile su ile ¢6zdiiriildii ve hacim litreye tamamlandi.

4. Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi ( 150 milimol/l) : 12,3 mg NBT 100 ml’lik
bir balon jojede distile su ile ¢ozdiriildi ve hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanda.
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5. NayCOg3 ¢ozeltisi (400 umol/l) : 4,2 g Na,CO3 100 ml’lik bir balon jojede distile su
ile ¢ozdiiriildi ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

6. Sigir albiimini ¢ozeltisi (1g/l) : 100 mg sigir albiimini 100 mI’lik balon jojede
¢ozdiiriildi ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

7. CuCl, (0,8 mmol/l) : 10,7 mg CuCl, 100 mI’lik balon jojede ¢ozdiiriildii ve hacim
distile suyla 100 ml’ye tamamland:.

8. Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim
¢ozeltisinden 20 umol alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢6zeltisi ile karistirildi.

9. Reaktif Karisimi: 20 tiipliik bir seri analiz igin 100 mI’lik bir erlen igerisine 20 ml
10 kez sulandirilmig ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 10 ml NBT
cozeltisi, 6 ml Na,COj3 ¢ozeltisi ve 3 ml sigir albliimini ¢ozeltisi konuldu ve iyice
karistirildi.

* Uygulanan metot: Test ve kor tiiplerine asagida gosterildigi sirayla ¢ozeltiler ilave
edildi.

1. Kor ve test isaretli tiiplere 2,45 ml reaktif karisimi konuldu.

2. Kor tiiptine 0,5 ml bidistile su, test tiipiine 0,5 ml numune konuldu.

3. Biitiin tiiplere 50 ul ksantin oksidaz konur ve karigtirildi.

4. 20 dk 20 °C de su banyosunda inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu ve
olusan rengin absorbansi 560 nm’de okundu. Reaksiyon ortaminda bulunan enzim

aktiviteleri tinite cinsinden hesaplandi.

2.2.3.4. Katalaz Aktivite Tayini

Tampon ¢ozelti icinde bulunan H,O, 6rnekte bulunan CAT etkisi ile yikimlanir ve
bunun spektrofotometredeki (570 nm) absorbansinda azalma meydana gelir. Bu
azalma hizi CAT aktivitesi ile orantilidir (Sinha, 1972). Katalaz aktivitesinin
belirlenmesinde asagidaki metot uygulandi.

* Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat tamponu; 0,3 g Sodyum Hidrojen Fosfat (Na,HPO,) tartildi ve litreye
tamamlandi.

Hidrojen peroksit (H20- ; %30); 1 ml H,O; alind1 ve tizerine 49 ml su eklendi
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Potasyum bikromat (K,Cr,07); %5’lik K,Cr,0; den 5 g alindi ve 100 ml’de
cozdiiriildii.

Glasiyel asetik asit

Dikromat soliisyon: 1ml %5 lik K,Cr, O7 ve 3 ml glasiyel asetik asit 1:3 oraninda
karigtirild

* Uygulanan metot:

1. 0,1 ml hazirlanan diliie numune ependorf tiipe konuldu. Kor igin numune yerine
distile su konuldu

2. Uzerine 0,1 ml Fosfat Tamponu (0,01 M) eklendi

3. Uzerine 0,5 ml H,0, eklendi

4. Uzerine 0,1 ml dikromat soliisyonu eklendi

5. 10 dk kaynar su banyosunda bekletildi

6. 570 nm de distile suyla sifirlanarak okundu.

2.2.3.5. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA miktar1 tam kanda Draper ve Hardley
(1990)’in ¢ift kaynatma yontemi kullanilarak belirlendi. Metot MDA’nin TBA ile
reaksiyona girmesi ve 532 nm dalga boyunda absorbans vermesi prensibine

dayanmaktadir. MDA tayini i¢in asagidaki metot uygulandi.

* Kullanilan Cozeltiler:

%10’luk Triklorasetik asit (TCA): 10 g TCA 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

% 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): TBA o6nce 1 g NaOH 500 ml distile suda
¢ozdiiriildi. 4 g TBA 500 mI’lik NaOH ¢ozelitisinde ¢ozdiiriildii.

* Deneyin Yapilist:

0,5 ml erirosit paketi tizerine 2,5 ml %10’luk TCA eklendi. 1yice karistirildiktan
sonra 10 dk kaynatildi. Hemen sogutuldu ve 10 dk 4000 rpmde santrifiij edildi. Elde
edilen berrak homojenizattan 2 ml temiz bir deney tiipiine alinarak {izerine %0,8’lik
TBA eklendi. 10 dk kaynatilarak tekrar buzlu su i¢inde sogutuldu. Pembe renkli

kismin 532 nm de adsorbansi distile suya kars1 6l¢iildii.
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Dokulardaki MDA miktar1 Ohkawa vd. (1979)’nin metoduna gore belirlendi.

* Kullanilan Cozeltiler:

1. 50 mM KH,POQOy,: 3,4 g KH,POy, tartilarak 500 ml’ye tamamlandi.

2. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 2,02 g SDS 250 ml distile suda ¢6zdiirtildii.
3. Glasiyel asetik asit: %20’lik glasiyel asetik asit hazirlandu.

4. % 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): TBA 1 g NaOH igeren 500 ml distile suda
¢Ozdiriildii.

5. N butanol-pirin karisimi: 750 ml n- butanol 50 ml piridinle karistirildi

* Uygulanan metot:

0,2 ml siipernatant bir tiipe kondu. Uzerine sirastyla; 0,2 ml % 8,1 lik SDS, 1,5 ml %
20 lik glasiyel asetik asit, 1,5 ml % 0,8 lik TBA kondu ve 0,6 ml distile suyla
karistirildi. 1 saat 95°C de kaynatildi. Hemen sogutuldu. Uzerine 1 ml distile su + 5
ml butonal-piridin karistirilip ¢alkalandi. 4000 rpm’de 10 dk santifuj edildi ve pembe

renkli kismin 532 nm’de adsorbansi 6l¢iildi.

2.2.3.6. Glutatyon (GSH) Tayini

Yontemde 5-5-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) siilfidril bilesikleri ile
tepkimeye girer ve distilfit bilesigi sar1 renkli bir kompleks yapi1 olusturur. Bu
bilesigin absorbansi spektrofotometrede (412 nm) okunarak GSH miktar1 saptanir
(Beutler vd., 1963). Dokularda ve eritrosit paketinde GSH tayini asagidaki metotla
yapildi.

Kullanilan Cozeltiler:

Coktiriicii: 5 g metafosforik asit + 1 g EDTA + 90 g NaCl 300 ml distile suda
¢ozdiirildi.

Fosfat ¢ozeltisi (0,3 M): 40,02 g Na;HPO,4.7H,0 500 ml distile suda ¢ozdiiriildi.
DTNB: 40 mg DTNB 100 mI’lik sodyum sitrat ¢ozeltisiyle ¢ozdiirtildii.

GSH standardi: 10 mg GSH 25 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

Uygulanan metot:
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1. 0,2 ml doku homojenizati ya da tam kan alindu.

2. Uzerine 3 ml ¢oktiiriicii konularak karistirildi, 5 dk beklendi ve daha sonra adi
stizge¢ kagidindan siizdiiriildii.

3. 1 ml filtrat baska bir tiipe alind1. Uzerine 4 ml fosfat pamponu ve 0,5 ml DTNB
ayraci katilarak, iyice karistirildu.

4. Daha sonra 412 nm de 10 dk igerisinde spektrofotometrede okundu.

5. Standart tiipiinde doku homojenizati yerine 0,2 ml GSH standard: kullanildi.

6. Kor tiipiine 2 ml distile su ve 3 ml ¢oktiiriicii konuldu. Adi siizge¢ kagidindan
filtre edildi.

2.2.3.7. Protein Olgiimii

Proteinlerdeki peptid baglari ile bakir iyonu (Cu*?) alkali ortamda bir kompleks
olusturur ve Cu® indirgenir. Indirgenmis kompleksin yan zincirinde yer alan
aminoasitler (Tyr, Trp ve Cys) Folin-Fenol reaktifini indirger ve renk olusumuna
neden olur. Bu rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve
spektrofotometrik olarak 660 nm’de olgiilmesi ile miktar belirlenir (Lowry vd.,
1951).

Uygulanan yontem:

1. Ornek ve standart tiiplerine 1 ml homojenizat ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltiler, kor
tiiptine de 1 ml saf su koyuldu.

2. Tim tiiplere 3 ml C reaktifi eklendi (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi
karisimindan olusturuldu. A reaktifi %2 Na,COs, %1 NaOH, %0.16 Na-tartarat; B
reaktifi ise %4 CuSO4.5H,0)

3. Oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

4. Tum tiiplere 300 ml Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklendi.

5. Oda sicakliginda 45 dk bekletildi.

6. Absorbanslar 660 nm’de kore kars1 okundu.

7. Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak

hesaplandi.
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2.2.3.8. Kanda Hemoglobin Diizeyinin Belirlenmesi

Hemoglobindeki demirin yiikseltgenmesi (Fe*? ferrisiyaniir tarafindan Fe*>e
yiikseltgenir) ile hemoglobin methemoglobine doniisir. KCN eklenmesiyle
methemoglobin siyanomethemoglobine ve bunun absorbansi 540 nm’de dlgiilerek
miktar belirlenir (Drabkin ve Austin, 1935).

Reaktifler:

Drabkin ¢ozeltisi: Sirastyla 0,2 g potasyum ferrisiyaniir (KsFe[CN]s), 0,05 g KCN ve
1 g NaHCOs distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 litreye tamamlanda.

Siyanomethemoglobin standard1 (Std): Bilinen konsantrasyonda hemoglobin

cozeltisi (g/dl) kullanilir.
Uygulanan yontem:

Spektrofotometre 540 nm’ye ayarlandi. Tipler; kor, standart ve numune olarak
isaretlendi. Tiim tiiplere 6 ml Drabkin ¢ozeltisi koyuldu. Standart tiipiine 0,02 ml
standart ¢ozeltisi, kor tiipiine 0.02 ml distile su koyuldu. Kan numunesinden 0,02 ml
numune tiiptine koyuldu. Tipler hiicre lizisinin (hiicre membranimin biitiinliigiiniin
bozularak hiicrenin pargalanmasi) olusmasi ve hemoglobinin siyanomethemoglobine
dontligmesini saglamak igin karistirildi ve 5 dk bekletildi. Daha sonra numunelerin

Olclimii yapildi.
2.2.4. Biyokimyasal Parametreler

Alman plazma orneklerinde AST, ALT, ALP, BUN ve kreatinin miktarlar1 temin
edilen ticari kitlerle (Human, Max-Planck-Ring, Wiesbaden, Germany)
spektrofotometrik olarak belirlendi. DNA hasarinin belirlenmesi ise ticari olarak
temin edilen ELISA kiti (ABP/N014-iQuant™ ssDNA Assay KiT) ile
gergeklestirildi.
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2.2.5. Molekiiler Analizler

2.2.5.1. RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Kontrolii, DNaz Uygulamasi ve
cDNA Eldesi

Uygulama sonrasinda si¢anlardan alinan karaciger 6rnekleri RNA later soliisyonu
igerisine (ThermoFisher Scientific) alinarak -80°C’de uygulama yapilana kadar
sakland1. Dokularin GeneJet RNA Purifikasyon Kiti (ThermoFisher Scientific) ile
RNA izolasyonu yapildi. RNA’larin Kalitesi ve miktar1 Multiskan™ FC Mikroplate
Fotometre (Thermo) cihazinda A260/A280 UV dalga boylarinda 6l¢iilerek belirlendi.
Izole edilen RNA’lar cDNA eldesi i¢in toplamda 1 pg olacak sekilde hesaplanarak
kullanildi. RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak i¢in DNaz | (Thermo Scientific)
eklenip ve DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlandi.
Sonrasinda sirasiyla 30 (37°C) ve 10 dk (65°C) inkiibasyona birakildi. DNaz |
uygulanmis RNA’dan cDNA Sentez Kit (RevertAid H Minus Single Strand, Thermo
Scientific) ile cDNA elde edildi.

2.2.5.2. Primer Tasarim

Deneyde kullanilan primerler Rattus norvegius’a 6zgii (NCBI) p-aktin, p53, Bcl-2,
Caspase-3, Caspase -8, Caspase -9, NFkB, TNF-a , Bax ve CYP2E1 genlerine ait
MRNA dizileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) bilgisayar paket
programindan yararlanilarak belirlendi. Primer dizileri, toplam baz uzunluklar1 ve

gen bankas1 numaralar1 Cizelge 2.1.’de verilmistir.

2.2.5.3. Real-time PCR

Sicanlarin karaciger dokularindan alinan 6rneklerde housekeeping gen (f-Aktin) ve
belirlenen genlerin mMRNA ekspresyonlar1 real-time PCR cihaz1 ile belirlendi.
Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi
(Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi

degisimleri 2*“' metodu ile hesapland: (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada;

29



ACt = (Cledef gen — Cbeta aktin)denek grubu — (Clhedef gen — Cbeta aktin)kontrol grubu
formiiliinden yararlamldi. Hesaplanan deger her bir gen i¢in 24" formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak g-aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait s-aktin
gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)

uygulandi.

Cizelge 2.1. Molekiiler analizler i¢in kullanilan genler, oligoniikleotid dizilimleri,

boyutlar1 ve gen bankasi numaralari

Genler Oligoniikleotid dizilimi Uriin  Gen Bankasi

boyutu Numarasi
(bp)

Pp-Aktin F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT 452 NC_005111.4
R ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

p53 F TGCAGAGTTGTTAGAAGGCCCA 397 NM_030989.3
R GTCACCATCAGAGCAACGCTC

Caspase-3 F ACCCTGAAATGGGCTTGTGTA 427 NM_012922.2
R GCCATATCATCGTCAGTTCCAC

Bcl-2 F GGGTATGATAACCGGGAGATCG 508 NM_016993.1
R ACTCAGTCATCCACAGAGCGA

NFkB F TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC 334 NM_199267.2
R GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC

Caspase-8 F TTGCTGAACGTCTGGGCAACG 502 NM_022277.1
R TCGTCGATCCTTCCCAGCAAGC

Caspase-9 F AGAAACACCCAGGCCGGTGGA 327 NM_031632.1
R ACCACGAAGCAGTCCAGGGCAC

TNF-a F CGAGTGACAAGCCCGTAGCC 368 NM_012675.3
R GGATGAACACGCCAGTCGCC

Bax F AGGACGCATCCACCAAGAAGC 363 NM_017059.2
R CAGTGAGGACTCCAGCCACAA

CYP2E1 F TGAGATATGGGCTCCTGATCC 293 AF061442.1
R ATCTGGAAACTCATGGCTGTC
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2.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences ver. 22.0
SPSS Inc, Chicago Illinois, USA) programi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart
hata olarak verildi. Istatistiksel analiz éncesinde verilerin normal dagilim kalibina
uygunluk testi yapildi ve verilerin normal dagilim igerisinde oldugu belirlendi.
Istatistiksel analiz igin gruplar aras1 karsilastirmada tek yonlii varyans analizi (One
way ANOVA) ve énemliliklerin belirlenmesinde post-hoc Duncan testi kullanildi. P
< 0,05 anlaml1 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Parametre Diizeyleri Uzerine Pyraclostrobin ve Taurinin
Etkisi

Sicanlarin plazmalarindan olgiilen AST (Sekil 3.1), ALT (Sekil 3.2), ALP (Sekil
3.3), BUN (Sekil 3.4) ve kreatinin (Sekil 3.5) degerlerinin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda pyraclostrobin grubunda en yiiksek seviyede oldugu tespit edildi
(p<0.001). Buna karsin pyraclostrobin ile birlikte 50, 100 ve 200 mg/kg taurin
verilen gruplarda artan dozlara bagli olarak bu yiiksek degerlerin azaldig: belirlendi
(p<0.001). Ayrica, bu degerlerin yag grubunda onemli bir degisiklik meydana
getirmedigi gézlendi (p>0.05).

AST
i '?' ab Ea Kontrol
150- = Yag
= PYR
S 100 PYR+Ts,
—_— B PYR+T,qo
50- — B3 PYR+T,q

Grupla;r

Sekil 3.1. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200)
mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin plazma aspartat
aminotransferaz (AST) diizeyleri iizerine etkisi. abed: farkls harfler istatistiksel acidan

snemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.2. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200)
mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) si¢anlarin plazma alanin aminotransferaz

(ALT) diizeylerine etkisi. **“®¢ farkli harfler istatistiksel agidan Snemlidir (p<0.001)
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Yag
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PYR+T5,
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-] o

100+

N
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Gruplar

Sekil 3.3. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Tsg), 100 (T100) Ve 200 (T200)
mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) si¢anlarin plazma alkalen fosfataz (ALP)

diizeyleri lizerine etkisi. a0C farkl harfler istatistiksel agidan dnemlidir (p<0.001)
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Sekil 3.4. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Ts), 100 (T100) Ve 200 (T200)
mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin plazma kan iire azotu (BUN)

diizeyleri iizerine etkisi. *®“%* farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0.001)
y

Kreatinin
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Ea Kontrol

8- -‘l’- = Yay

& = PYR

g, PYR+Ts

4+ En PYR+T,

Ea PYR+T,,

Gruplar

Sekil 3.5. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200)
mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) si¢anlarin plazma kreatinin diizeyleri

iizerine etkisi. **%* farkli harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.001)
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3.2. MDA ve GSH Diizeyleri Uzerine Pyraclostrobin ve Taurinin EtKisi

Ratlarin tam kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda 6lgiilen MDA
degerlerinin (Cizelge 3.1.) kontrol grubu ile karsilastirildiginda pyraclostrobin
grubunda yiiksek seviyede oldugu belirlendi (p<0.001). Pyraclostrobin ile birlikte 50,
100 ve 200 mg/kg taurin verilen gruplarda artan dozlara bagl: olarak (6zellikle 100
ve 200 mg/kg dozlarda) bu yiiksek degerlerin azaldig1 gozlendi (p<0.001). Ayrica, bu
degerlerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda yag grubunda 6nemli bir fark meydana
getirmedigi belirlendi (p>0.05). Diger taraftan pyraclostrobin uygulamasi sonucu
GSH degerlerinin (Cizelge 3.2.) azaldigi gozlenirken (p<0.001), pyraclostrobin ile
birlikte 50, 100 ve 200 mg/kg taurin uygulamalarinin artan dozlarda (6zellikle 100 ve
200 mg/kg dozlarda) azalan GSH diizeylerini artirdig1 belirlendi. Yag grubunda ise
bu degerlerin kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir fark olusturmadigi goézlendi
(p>0.05).

3.3. SOD ve CAT Diizeyleri Uzerine Pyraclostrobin ve Taurinin EtKisi

Eritrosit, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda 6lgiilen SOD (Cizelge
3.3) ve CAT (Cizelge 3.4.) enzim aktivite degerlerinin kontrolle kiyaslandiginda
pyraclostrobin verilen gruplarda en diisiik diizeyde oldugu (p<0.001), pyraclostrobin
ile birlikte 50, 100 ve 200 mg/kg taurin verilen gruplarda artan dozlara bagli olarak
(6zellikle 100 ve 200 mg/kg dozlarda) bu azalan SOD ve CAT degerlerinin artis
gosterdigi belirlendi (p<0.001). Ayrica, yag grubunda ise SOD ve CAT degerlerinin
kontrolle karsilagtirildiginda anlamli bir fark olusturmadig tespit edildi (p>0.05).
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Cizelge 3.1. Erkek siganlara pyraclostrobin (PYR) ve pyraclostrobin ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200) mg/kg miktarlarinda

uygulanan taurinin (T) tam kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda malondialdehid (MDA) diizeyleri {izerine etkisi

Gruplar Tam kan Karaciger Bobrek Beyin Kalp Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku)
Kontrol 6,93 +0,51° 10,67 +0,91° 8,54 + 1,09° 4,38 +0,84° 4,78 + 1,25° 5,33 + 1,35°
Yag 7,42 +0,30° 10,92 + 0,58" 9,09 + 1,00 4,43 + 0,53 6,41 + 1,04° 6,62 + 0,90
PYR 19,59 + 4,17 35,08 + 5,67° 31,37 + 6,63° 28,46 + 4,45° 19,70 + 3,69° 21,40 + 3,42
PYR + Tso 19,44 + 3,01° 29,80 + 4,10° 24,23+ 6,17 26,38 + 3,27° 16,57 + 3,18° 19,66 + 3,82%
PYR + Ti00 12,77 +1,92° 25,23 + 3,20° 18,27 + 2,60° 22,84 +2,81° 13,00 + 2,18° 17,27 + 3,35
PYR + Tao 9,23 +1,21° 23,04 + 2,38° 16,50 + 2,75° 18,76 + 3,08" 9,19 + 1,24° 14,21 + 3,01°

Ortalama + standart sapma; n=8

abede: Ay siitunda farkl harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.001).
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Cizelge 3. 2. Erkek siganlara pyraclostrobin (PYR) ve pyraclostrobin ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200) mg/kg miktarlarinda

uygulanan taurinin (T) tam kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda glutatyon (GSH) diizeyleri tiizerine etkisi

Gruplar Tam kan Karaciger Bobrek Beyin Kalp Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku)
Kontrol 81,40 + 7,452 46,90 + 5,112 25,63 + 2,22° 16,34 + 2,06° 27,79 + 2,08 19,66 + 2,95°
Yag 78,71 + 9,32 46,71 + 6,19° 24,96 + 2,39 15,98 + 2,26° 26,69 + 2,60 19,64 + 2,42°
PYR 24,96 + 2,69° 17,24 +0,99° 11,59 + 1,36 6,13 + 0,52¢ 11,28 +1,33¢ 6,86 + 0,71°
PYR + Tso 33,96 + 3,45¢ 25,22 + 2,09 12,64 + 1,50° 6,74 + 0,87° 15,43 + 1,35° 8,14 + 0,72°
PYR + Tigo 53,07 + 5,97° 30,98 + 2,47° 16,01 + 1,65° 10,09 + 1,21° 17,51 + 1,98° 12,54 + 2,69°
PYR + Tano 67,65+ 7,68" 37,40 + 3,70 19,76 + 1,08" 13,35+ 1,78° 21,19 + 2,79" 15,87 + 2,36"

Ortalama + standart sapma; n=8

abede: Ay siitunda farkl harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.001).
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Cizelge 3.3. Erkek siganlara pyraclostrobin (PYR) ve pyraclostrobin ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200) mg/kg miktarlarinda

uygulanan taurinin (T) tam kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda superoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar Eritrosit Karaciger Bobrek Beyin Kalp Testis
(U/gHDb) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein)

Kontrol 17,96 + 3,20° 4,10 = 0,56° 3,37 +£0,73° 1,96 + 0,64 2,66 + 0,49° 2,54 + 0,20°
Yag 16,60 + 3,73 3,85+ 0,57° 3,14 +0,57% 1,90 + 0,55 2,66 + 0,43 2,56 +0,12°
PYR 6,97 + 0,83° 0,44 + 0,06 1,52 +0,24° 0,40 + 0,11¢ 0,50 + 0,08° 0,35 + 0,05°
PYR + Tso 10,30 + 1,36° 1,39 + 0,58° 1,61 +0,23° 0,93 +0,27° 0,84 + 0,08° 0,80 + 0,09°
PYR + Ti00 13,19 + 2,03 1,97 + 0,63° 1,94 + 0,53° 1,14 + 0,42 1,46 + 0,29° 1,29 +0,13°
PYR + Tano 15,48 + 2,61%° 2,83+ 0,38° 2,67 +0,75° 1,63 +0,47% 2,10 + 0,46" 1,55 + 0,29

Ortalama + standart sapma; n=8

abede: Ay siitunda farkl harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.001).
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Cizelge 3.4. Erkek siganlara pyraclostrobin (PYR) ve pyraclostrobin ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200) mg/kg miktarlarinda

uygulanan taurinin (T) tam kan, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokularinda katalaz (CAT) aktiviteleri tizerine etkisi

Gruplar Eritrosit Karaciger Bobrek Beyin Kalp Testis
(U/gHDb) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein) (U/ng protein)

Kontrol 20,32 + 3,82° 6,14 +0,71° 5,23 + 0,847 1,41 + 0,40 2,29 + 1,072 1,38 + 0,30°
Yag 19,95 + 3,97° 5,91 + 0,43° 5,20 + 0,81° 1,38 + 0,25 2,29+ 1,14° 1,28 +0,14°
PYR 4,87 +0,94° 0,76 +0,11¢ 0,77 +0,11° 0,30 + 0,05" 0,41 +0,02° 0,32 +0,07°
PYR + Tso 7,73 +£1,64° 1,09 + 0,14¢ 1,06 + 0,39% 0,65 + 0,06° 1,07 £0,19" 0,50 + 0,05°
PYR + Ti00 12,7 +2,62° 1,66 + 0,37° 1,51 + 0,41° 0,81 + 0,04° 1,27 +0,19° 0,82 +0,08°
PYR + Tano 14,81 + 3,69° 3,14 + 0,50° 2,51+ 0,33 1,00 £0,17° 1,36 + 0,20° 1,05 + 0,09

Ortalama + standart sapma; n=8

abede: Ay siitunda farkl harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.001).
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3.4. Antinflamatuvar ve Apoptotik Gen Ekspresyonlarn ile DNA Kirithm

Uzerine Pyraclostrobin ve Taurinin Etkisi

Pyraclostrobin uygulamasi sonucunda si¢anlarin karaciger dokusunda apoptotik gen
ekspresyonlarindan Bax (Sekil 3.6), Caspase 3 (Sekil 3.7), Caspase 8 (Sekil 3.8),
Caspase 9 (Sekil 3.9) ve p53 (Sekil 3.10) mRNA ekspresyon diizeylerinin arttigi ve
buna karsin antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin (Sekil 3.11) mRNA ekspresyonun
azaldig tespit edildi (p<0.001). Inflamatuvar siirecte etkili genler olan TNF-a (Sekil
3.12) ve NFkB (Sekil 3.13) ile birlikte biyotransformasyonda onemli role sahip
CYP2EL (Sekil 3.14) mRNA ekspresyon diizeylerinin pyraclostrobin uygulamasi ile
arttig1 tespit edildi (p<0.001). Buna karsin pyraclostrobin uygulamasi ile birlikte 50,
100 ve 200 mg/kg dozlarda taurin uygulamalarinin pyraclostrobin ile uyarilan bu gen
ekspresyonlarint  diizenledigi  tespit edildi. Ayrica, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yag grubundaki hayvanlarin karaciger dokusunda bu genlerin
MRNA ekspresyon diizeylerinde bir degisikligin olmadig: da belirlendi.

Calisma sonunda hayvanlardan alinan kanlardan ssDNA diizeyi ng/ul olarak olgiildii
ve % olarak degerlendirildi (Sekil.3.15). Gruplar arasindaki en yiiksek DNA kirtlim
hasarmin pyraclostrobin uygulanan grupta oldugu, buna karsin 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarda uygulanan taurinin artan dozuna bagh olarak (6zellikle 100 ve 200
mg/kg dozlarinda) pyraclostrobin ile gozlenen DNA kirilimini azalttigi gozlendi
(p<0.05).
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Sekil 3.6. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) sicanlarin karaciger dokusunda Bax’in mRNA
ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **“% farkli harfler istatistiksel agidan Snemlidir
(p<0.001).

Caspase-3
4_
mEm Kontrol

- . )
g 2 = Yag
3 X = PYR
§2_ bC = PYR+T100
? . & =3 PYR+Ty,
.
ﬁ' 5| & =1 PYR+T,,

0_

Gruplar

Sekil 3.7. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin karaciger dokusunda Caspase-3’iin
mMRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **% farkli harfler istatistiksel agidan
onemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.8. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg

miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin karaciger dokusunda Caspase-8’in

mRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **% farkli harfler istatistiksel agidan

onemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.9. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg

miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin karaciger dokusunda Caspase-9’un

mMRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **“%® farkli harfler istatistiksel agidan

onemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.10. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) sicanlarin karaciger dokusunda p53’iin mRNA
ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **“% farkli harfler istatistiksel agidan Snemlidir
(p<0.001).
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Sekil 3.11. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) sicanlarin karaciger dokusunda Bcl-2’nin
MRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **“% farkli harfler istatistiksel agidan
onemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.12. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) siganlarin karaciger dokusunda TNF-o’nin
mMRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **% farkli harfler istatistiksel agidan
onemlidir (p<0.001).
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Sekil 3.13. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) si¢anlarin karaciger dokusunda NFkB’ i mRNA

ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. ***% farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir
(p<0.001).
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Sekil 3.14. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) sicanlarin karaciger dokusunda CYP2EL1’in
mMRNA ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. **% farkli harfler istatistiksel agidan
onemlidir (p<0.001).

ssDNA
60
= Control
E= Yag
40 Ea PYR
2 B3 PYR+Ts
- 2 c ¢ PYR+T40q
d d E=1 PYR+T50
0

Gruplar

Sekil 3.15. Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg
miktarlarinda uygulanan taurinin (T) sicanlarin karaciger dokusunda ssDNA

diizeyleri iizerine etkisi. ***% farkl1 harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).
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3.5. Dokulardaki Histopatolojik Degisiklikler

Sicanlarin  karaciger dokusunun histopatolojik degerlendirmesi Resim 3.1°te
gosterildi. Pyraclostrobin verilen siganlarin dokularinin histopatolojik incelemesinde,
beyin dokusunda damarlarda hiperemi, néronlarda vakuolizasyon olusumlar: ve fokal
glia hiicre infiltrasyonu alanlari, kalp dokusunda myokard hiicrelerinde hyalin
dejenerasyonu alanlar1 ve myokardda hafif hyalin dejenerasyonu, karaciger
dokusunda vena centralislerde hiperemi, perisentral bolgedeki hepatositlerde
dejeneratif degisiklikler ve sinuzoidal dilatasyon, bobrek dokusunda glomeruluslarda
vakuolizasyon olusumlari, tubuluslarda dejeneratif degisiklikler ve glomeruluslarda
bowman boslugunda genisleme, testis dokusunda tubulus seminoforus kontortus
(TSK) lumeninde vakuolizasyon olusumlari, intersitisyel alanda spermatozoit
yogunlugunda azalma ve bazal membraninda diizensiz goriinimler gozlendi.
Pyraclostrobin ile birlikte, 50, 100 ve 200 mg/kg taurin uygulamalarinin yapildigi
gruplarda ise bu degisimlerin artan taurin uygulamalarina bagli olarak azaldigi
belirlendi. Ayrica yag verilen gruptaki hayvanlarin dokularinda herhangi bir
histopatolojik ~ degisiklik saptanmadi. Ayrica Cizelge 3.5’te dokulardaki

histopatolojik incelemenin istatistiksel degerlendirmesi gosterildi.

46



Resim 3.1.Pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50, 100 ve 200 mg/kg miktarlarinda uygulanan taurinin (T) ratlarin beyin, kalp, karaciger, bobrek ve testis dokulari iizerine etkisinin
histopatolojik degerlendirmesi. Al. Kontrol, A2. Yag, A3. PYR, A4. PYR+ Tsg mg/kg, A5. PYR+ Tygo mag/kg, A6. PYR+ T, mg/kg. Beyin dokusunda kalin ok: Damarlarda hiperemi,
ince ok: noronlarda vakuolizasyon olusumlari; ok bagi: fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari; kalp dokusunda ok: myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu alanlari; karaciger

dokusunda kalin ok: vena centralislerde hiperemi, ince ok: perisentral bolgedeki hepatositlerde dejeneratif degisiklikler, ok basi: sinuzoidal dilatasyon; bobrek dokusunda kalin ok:
glomeruluslarda vakuolizasyon olusumlari, ince ok: glomeruluslarda bowman boslugunda genisleme, ok basi: tubuluslarda dejeneratif degisiklikler; testis dokusunda kalin ok: tubulus
seminoforus kontortus (TSK) lumeninde vakuolizasyon olusumlari, ince ok: intersitisyel alanda spermatozoit yogunlugunda azalma, ok bagi: bazal membranda diizensiz goriiniim

olusumlarini géstermektedir.
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Cizelge 3.5. Erkek siganlara pyraclostrobin (PYR) ve PYR ile beraber 50 (Tsp), 100 (T100) Ve 200 (T200) mg/kg miktarlarinda uygulanan

taurinin (T) beyin, kalp, karaciger, bobrek ve testis dokularindaki histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirmesi

Organ Histopatolojik Bulgu Kontrol Yag PYR PYR+T5, PYR+Tq PYR+T, P degeri
Damarlarda hiperemi 0,00£0,00°  0,00+0,00°  3,4040,89°  2,00+0,97  1,13+0,76°  0,93+0,49° 0,002
Beyin Fokal glia hiicre infiltrasyonlari 0,00+0,00°  0,00£0,00°  2,90+0,83%  2,66+0,73° 1,53+0,83®  0,76+0,32° 0,001
Noronlarda vakuolizasyon olusumlari 0,00+0,00°  0,00+0,00° 2,56+0,40*° 2,00+0,27° 1,130,41° 0,80+0,36° 0,000
Kalp Hiyalin dejenerasyonu 0,00+0,00%  0,00+0,00%  3,90+0,54° 2,60+0,86®  1,86+0,77°°  0,70+0,36° 0,001
Sinuzoidal dilatasyon 0,00+0,00%  0,00£0,00%  4,06+0,51°  2,66+0,92° 1,86+0,83"  0,46+0,12° 0,000
Karaciger : : . q q . ) b .
Vena sentralislerde hiperemi 0,00+0,00°  0,00+0,00 3,56+0,98°  2,00+0,27 1,86+0,97 0,46+0,12° 0,000
Hepatositlerde dejenerasyon 0,00£0,00®  0,00+0,00°  3,56+0,75*  2,16+0,83" 1,53+0,53°  0,49+0,13° 0,000
Glomeruluslarda bowman boslugunda genisleme 0,00+0,00°  0,00+0,00°  2,90+0,54*  2,00+0,47% 1,30+£0,31°  0,36+0,12° 0,000
Bobrek  Glomeruluslarda vakuolizasyon 0,00+0,00"  0,00+0,00®  3,40+0,69° 1,60+0,43" 1,03£0,28°  0,56+0,18° 0,000
Tubuluslarda dejeneratif degisiklikler 0,00+0,00°  0,00+0,00°  3,06+1,03* 2,06+0,53 0,96+0,43°  0,56+0,18° 0,001
TSK lumeninde vakuolizasyon olusumlart 0,00+0,00°  0,00+0,00°  2,73+0,51*  2,11+0,95% 1,20£0,61°  0,63+0,31° 0,000
Testis TSK Bazal membraninda diizensiz goriintim 0,00+0,00°  0,00+0,00°  2,73+0,81*  2,00+0,82% 1,15£0,51°°  0,46+0,22° 0,000
TSK lumeninde spermatozit yogunlugunda azalma 0,00+0,00°  0,00+0,00°  3,23+0,98° 2,00+0,97®  1,46+0.27°  0,70+0,36° 0,002

Ortalama + standart sapma (n=8). **“® Aym siitunda farkl1 harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak énemlidir.
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4. TARTISMA

Strobilurin fungusitler karaciger tizerinde toksik etki gostermekte ve karaciger
fonksiyonlarimi gosteren AST, ALT, ve ALP parametreleri ile bobrek fonksiyonlarini
gosteren BUN ve kreatinin diizeylerinde artis meydana getirmektedir (Ziada vd,
2020; Zembheri vd., 2021). Yapilan bir calismada 117.25 mg/kg azoksisitrobulinin 14
giin boyunca siganlara verilmesi sonucu serum ALT, AST, ALP, BUN ve kreatinin
degerlerinin yiikseldigi, buna karsin aym siire igerisinde susam yagi (5 ml/kg)
verilmesinin bu degerleri azalttig1 bildirilmistir (Ziada vd., 2020). Zemheri vd (2021)
ise siganlara 30 giin siiresince 30 mg/kg pyraclostrobin uygulamalar1 sonucu serum
AST, ALT ve ALP degerlerinin yiikseldigini ve koruyucu amagla verdikleri 10 ve 20
mg/kg dozlarda resveratrol ile bu degerlerin azaldigini rapor etmislerdir. Benzer
sekilde, bu c¢alismada pyraclostrobin uygulamasinin AST, ALT, ALP, BUN ve
kreatinin  degerlerini artirdigi  buna karsin artan dozlarma bagli taurin
uygulamalarinin ise bu degerleri azalttigi belirlendi. Bu durum pyraclostrobinin
karacigerdeki normal metabolik siiregleri ve bobrek fonksiyonlarini bozmalari
sonucu bu parametrelerin artmasina neden oldugunu, taurininde antioksidan ve hiicre
koruyucu etkisinden dolay1 (Goodman vd., 1985; Ince vd., 2017) karaciger ve bobrek
tizerinde koruyucu etki yaparak pyraclostrobinin olumsuz etkisini azalttigini

gostermistir.

Hiicrelerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin -H,O, veya -OH radikalleri tarafindan
oksidasyonu, lipid peroksitlerin olusumuna yol agar ve bunlarin enzimatik veya
kimyasal bozunmasi MDA olusumuna neden olur (Cheng vd, 2011). GSH ve ilgili
enzimatik sistemler (SOD ve CAT gibi) ise lipid peroksitlerin ve serbest radikallerin
detoksifikasyonunda onemli fayda saglarlar. Pyraclostrobinin 30 mg/kg dozda 30
glin siiresince si¢anlara uygulanmasi sonucu kan, karaciger ve bobrek dokularinda
MDA diizeylerinin yiikseldigi, GSH diizeylerinin azaldigi, buna ilaveten SOD ve
CAT enzim aktivitelerinin azaldig: belirtilmistir. Ayrica pyraclostrobin uygulamasi
ile birlikte verilen resveratrol uygulamalarinin (10 ve 20 mg/kg) ise bu degerleri
tersine ¢evirdigi bildirilmistir. Calisma sonunda bu durumun resveratroliin

antioksidan etkisine bagl olarak lipid peroksidasyonu engelledigi ve antioksidan
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sistem tizerinde etkin rol oynadig: ifade edilmistir (Zemheri vd., 2021). Yapilan bir
diger ¢alismada sitrobulin bir fungusid olan azoksisitrobulinin (117,25 mg/kg) 14
giin boyunca 5 ml/kg dozda susam yagi ile birlikte verilmesiyle, plazma MDA
degerlerinin arttigi ve plazma GSH degerlerinin ise azaldigi buna karsin verilen
susam yagmin ise bu degerleri azalttigi vurgulanmistir. Calismada fungisitlerin
ksantin oksidazin aktivitesinin zayiflamasina ve lipid peroksidasyonundaki ana
serbest radikaller olan siiperoksit anyonu ve hidroksil radikalinin iiretilmesine neden
oldugu ve susam yagimin ise antioksidan etkisi ile koruyucu etki sergiledigi
belirtilmistir. Bu ¢aligmalarin  yan1  sira  sitrobulin ~ fungisidlerden  olan
trifloksisitrobinin soluncanlarda MDA diizeyini artirdigi, GSH diizeyi ile SOD ve
CAT aktivitelerini azaltigi (Wu vd., 2021), azoksisitrobulin uygulanan gigil
baliklarinda lipid peroksidasyonun arttigi ve SOD aktivitesinin azaldigi belirtilmistir
(Crupkin vd., 2021). Bu caligmalara uyumlu olarak, yapilan c¢alismada
pyraclostrobinin si¢canlarin dokularinda MDA diizeylerini artirdigi, GSH diizeyleri ile
SOD ve CAT aktivitelerini azalttigi, taurin uygulamalari (6zellikle 100 ve 200 mg/kg
dozlarda) ile bu diizeylerin normale dogru yaklastigi belirlendi. Bu durum taurinin
antioksidan etkisine bagl olarak (Goodman vd., 2009; Ince vd., 2017) pyraclostrobin
ile indiikklenen lipid peroksidasyonu azalttigin1 ve antioksidan enzim aktivitelerini

tyilestirdigini gostermektedir.

En yaygin kullanilan fungisitlerden olan strobilurinlerin canlilar {izerinde ozellikle
bazi suda yasayan organizmalar i¢in oldukga toksik oldugu bildirilmektedir (Liu vd.,
2013). Zebra baligt embriyolar1 {izerinde strobilurinlerin  toksisitesinin
degerlendirildigi bir calismada, déllenmeden 96 saat sonra embriyolarin gesitli
konsantrasyonlarda ¢ strobiline (pyraclostrobin, trifloxystrobin ve picoxystrobin)
maruz birakilmalar1 ile antioksidan sistemle (SOD, CAT, Nrf2, Ucp2 ve Bcl-2) ve
bagisiklik sistemi ile ilgili (TNF-o, IL-1b, IL-8 ve C1C’in) genlerin mRNA
seviyelerinin farkli degisiklikler gosterdigi bildirilmistir (Li vd., 2018). Benzer
sekilde zebra balik larvalar iizerinde strobilurinlerin toksik etkisinin arastirildig: bir
baska c¢alismada, pyraclostrobin (0,1, 10 ve 100 pg/l) uygulamalarinin Bax, Caspase-
9 ve p53’in nispi ifadesinde onemli bir artis meydana getirdigi ifade edilmistir

(Kumar vd., 2020). Bununla birlikte strobilurinlerin toksisitesinin ve potansiyel
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mekanizmalarimin karsilastirilmasi {izerine yapilan in vivo ¢alismalarin ¢ok siirlt
kaldig1 goriilmektedir. Yapilan bir in vivo ¢alismada 30 giin siireyle 30 mg/kg
pyraclostrobin verilen sicanlarin karaciger Bax, CYP2E1, Caspase-3, Caspase-
8,Caspase-9, p53, NFkB ve TNF-a mRNA ekspresyonlarinin yukari regiile oldugu
Bcl-2 mRNA ekspresyonunun ise asagi regiile oldugu bildirilmistir. Ancak,
pyraclostrobin ile birlikte 10 ve 20 mg/kg resveratrol uygulamalarinin ise bu genlerin
ifade diizeylerini tersine gevirdigi rapor edilmistir (Zemheri vd., 2021). Benzer
sekilde yapilan bu in vivo ¢alismada da artan dozlarda verilen taurin uygulamalarinin
pyraclostrobin ile indiiklenen karaciger Bax, CYP2E1l, Caspase-3, Caspase-8,
Caspase-9, p53, NFxB ve TNF-a mRNA ekspresyonlarini asagi regiile ettigi, Bcl-2
MRNA ekspresyonunu ise yukari regiile ettigi belirlendi. Bu durum taurinin
karaciger iizerinde mitokondriyal sinyal yolu indiiklenen hepatositlerin asir
apoptozunu engelleyerek (antiapoptotik etki), indiiklenen yangisal siireci azaltarak
(antiinflamatuvar) ve artan CYP2E1 aktivitesini azaltarak oksidan stresi engelledigini

gostermistir.

Yapilan bir in vitro c¢alismada, RAW264.7 makrofajlarda pyraclostrobin
uygulamasinin (10, 20, 40 ve 80 umol/l, 6 saat siireyle) alkali kosullar altinda doza
baglh bir sekilde kuyruklu yildizlarin baslarindan serbest kalan genis DNA iplik¢ik
kirllmalarina neden olarak makrofaj hiicrelerinde DNA hasarimi sekillendirdigi
belirtilmistir (Han vd., 2021). Yapilan bir in vivo ¢alismada da pyraclostrobin (30
mg/kg, 30 giin) uygulamasi1 sonucu sSDNA kiriklarinin olustugu ve DNA hasarinin
sekillendigi ifade edilmistir (Zemheri vd., 2021). Tavsanlarda Yyiiksek diyetle alinan
taurinin sol ana koroner arterde apoptoz ve ateroskleroz iizerindeki etkisinin
arastirlldigi bir caligmada, arterojenik diyetle beslenen tavsanlarda diyet sonucu
olusan SSDNA kiriklarinin taurin verilmesiyle azaldigi ve koruyucu etki gosterdigi
rapor edilmistir (Zulli vd., 2011). Yapilan ¢alismada da pyraclostrobinin DNA
kiriklarinin olusumuna neden olarak sSDNA miktarinda artig yaptigi, buna karsin
taurin uygulamast ile DNA kiriklarinin azaldigi belirlendi. Bu durum taurinin

pyraclostrobin ile indiiklenen DNA hasarini azaltict etki yaptigin1 gostermektedir.
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Sitrobilurin fungisid olan pyraoxystrobinin siganlarda doku dagiliminin arastirildig
bir galismada, 500 ve 1000 mg/kg dozlarinda pyraoxystrobin tek oral uygulamasiyla
¢ogu dokuda doruk konsantrasyon siiresinin karaciger, dalak ve akciger hari¢ 28
saatte ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Pyraoxystrobin konsantrasyonunda gézlemlenen
dagilim sonucunun kalp> karaciger> bobrek> beyin> dalak> akciger> kas> testis
olarak sekillendigi ve esas olarak Kkalp, karaciger ve bobrek gibi bol miktarda kan
saglayan dokularda dagildig: tespit edilmistir. Ayrica, beyinde pyraoxystrobinin de
tespit edildigi ve boylelikle kan-beyin bariyerini gegebilecegi belirtilmistir. Yine
pyraoxystrobinin tek oral uygulamasi ile de testiste bulundugu ve bu durumunda
bilesigin lipidde ¢o6ziiniir 6zellikleri ve kiiglik molekiiler kiitlesi nedeniyle testis
bariyerinden gectigi 6ne stirilmistiir (Lin vd., 2015). Pyraclostrobinin dokularda
yaptig1 histopatolojik degisimlere ait az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Zembheri vd.
(2021) yaptiklar ¢alismada, pyraclostrobin uygulanan ratlarda karaciger dokusunda
perisentral bolgelerdeki hepatositlerde dejeneratif degisiklikler ve biniikleer hepatosit
olusumlarinin arttigini, bobreklerde glomeriillerde vakuolizasyon olusumlarinin,
tiibiiler epitel hiicrelerinde dejeneratif degisikliklerin olustugunu, koruyucu amagla
verilen 10 ve 20 mg/kg resveratrol uygulanan gruplarda ise doz artigsina bagli olarak
bu degisikliklerin azaldigin1 rapor etmislerdir. Bunun yani sira pyraclostrobinin
Ozellikle baliklarda (Huang vd., 2021), ve arilarda da (da Costa Domingues vd.,
2020) organ toksisitelerine neden oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Yapilan
bu caligmada pyraclostrobinin ratlarin beyin, kalp, karaciger, bobrek ve testis
dokularinda organ fonksiyonlarini etkileyebilecek histopatolojik degisiklikler yaptigi,
buna karsin artan dozlarma bagli olarak taurinin antioksidan ve hiicre koruyucu

etkileri (Goodman vd., 2009; Ince vd., 2017) ile bu degisimleri azalttig: belirlendi.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan c¢alismada pyraclostrobin verilen siganlarda bazi biyokimyasal parametre
diizeylerinin (AST, ALT, ALP, BUN ve kreatinin), lipid peroksidasyonun, DNA
kirtklarinin ve proinflamatuvar, apoptotik ve CYP2EL gen ekspresyon seviyelerinin
arttigi, GSH ile antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigi ve karaciger, beyin,
bobrek, testis ve kalp dokusunda hasara iliskin histopatolojik degisikliklerin olustugu
belirlendi. Buna karsin, 50, 100 ve 200 mg/kg dozda taurin uygulamalarinin ise
pyraclostrobin ile goriilen olumsuz degisiklikleri azalttigi tespit edildi. Sonugta
taurinin  pyraclostrobin ile indiiklenen oksidatif hasara kars1 antioksidan,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile birlikte sitoprotektif etki gosterdigi ortaya
cikarildi. Bu agidan bakildiginda, ozellikle taurin takviyesinin insan ve hayvan
saglig1 acgisindan strobilurinler basta olmak iizere oksidatif hasara neden olan
fungusid maruziyetine kars1 potansiyel koruyucu etkisinin olabilecegi goriilmiistiir.
Ayrica bu galismada pyraclostrobin ve diger strobilurinlerin neden oldugu oksidatif
hasara karsi taurinin koruyucu etkisinin belirlenmesi literatiire ilave bilgilerin
girmesine olanak saglamis ve ayrica bunlardan kaynakli olusabilecek olumsuz

etkilerin azaltilmasinda taurinin kullanilabilecegini gostermistir.
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