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LINURON, KLORIDAZON VE METRIBUZIN’IN GRANULOZA HUCRE
STEROIDOGENEZISI UZERINE ETKILERININ iN-VITRO ARASTIRILMASI
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Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
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OZET

Endokrin bozucu (EB) bilesikler, farkli saglik problemlerine yol agmasi nedeniyle hem
hayvanlar hem de insanlar i¢in bir endise kaynagi haline gelmistir. Bu arastirmada EB
etkileri arastirilan pestisitlerin bir dali olan ve bitkisel triinlerin ¢ogunda verimi
artirmak amaciyla kullanilan herbisitlerden linuron, kloridazon ve metribuzinin inek
graniiloza hiicrelerinin canlilik diizeyi ile bu hiicrelerden sentezlenen &strojen ve
progesteron hormonlari {izerine etkileri incelendi.

Bu amacla ovaryumdaki folikiillerden izole edilen graniiloza hiicreleri 96 saat boyunca
10, 50 ve 250 uM linuron; 10, 100 ve 1000 uM kloridazon ve 25, 250 ve 2500 uM
metribuzine maruz birakildi. 48 ve 96. saatte hiicre canliliklar1 belirlenerek,
medyumlarda 6strojen ve progesteron diizeyleri 6l¢iildii. Elde edilen veriler GraphPad
istatistik programinda tekrarli Slgiimlerde varyans analizi metodu ile degerlendirildi.
Gruplar arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde ise Tukey testi kullanildi.

Linuronun higbir dozunun hiicre canliligina énemli derecede bir etkisi goriilmezken,
kloridazon ve metribuzinin 6zellikle en yiiksek dozlarinin hiicre canliligini azalttig
goriildi. Linuron, Kloridazon ve metribuzine maruz kalan graniiloza hiicrelerinde
dstrojen salinimi 96. saatte 48. saate gore azaldi (p<0.05). Ostrojen salmimi ydniinden
doz gruplar1 arasindaki fark da her bir herbisit uygulamasinda 6zellikle 96. saatte ve en
yiiksek uygulama gruplarinda (250 pM linuron, 1000 uM kloridazon ve 2500 uM
metribuzin) oldu. En yiiksek dozda linurona maruz kalan grupta 96. saatte progesteron
diizeyi doza bagimli olarak azalirken, kloridazon ve metribuzin gruplarinda da en
yiiksek dozlarinda inkiibasyon siiresi uzamasiyla bu azalma daha belirgin hale geldi.

Calismada o6zellikle yiiksek dozlarda kloridazon ve metribuzinin sitotoksik etkiye sahip
oldugu ve inkiibasyon medyumuna steroit hormon sentezinin devami igin
androstenedion eklenmesine ragmen ti¢ herbisitin de graniiloza hiicrelerinde Ostrojen
salmimin1 azalttigr ortaya konulmus olup, bu herbisitlerin testosteronun Ostrojene
donlisimiinii  engelleyerek  androjen  reseptdor  antagonisti  gibi  davrandigi
diistiniilmektedir. Ayrica yiiksek dozda linuron, kloridazon ve metribuzinin progesteron
diizeyini de distrdiigi belirlendiginden ileriki ¢alismalarda bu herbisitlerin steroit
hormon sentez basamaklarindaki enzim yolaklarina etkilerinin arastirilmasi uygun
olacaktir. Bu arastirma sonucunda linuron, kloridazon ve metribuzinin {ireme
hormonlar1 iizerindeki endokrin bozucu etkisi gosterilerek insan ve hayvanlarda
karsilagilan {ireme sistemi problemlerinde potansiyel bir neden olabilecegi ortaya
konulmaya c¢aligilmstir.

Anahtar Kelimeler: Graniiloza hiicresi; kloridazon; linuron; metribuzin; dstrojen



IN-VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LINURON, CHLORIDAZON
AND METRIBUZIN ON GRANULOSA CELL STEROIDOGENESIS
Metehan Eser KAHVECI
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Physiology
PhD Thesis, June 2022
Supervisors: Prof. Dr. Ayse Arzu YiGiT, Dog. Dr. Ebru CETIN

ABSTRACT

Endocrine disrupting (ED) compounds have become a source of concern for both
animals and humans as they cause a variety of health problems. In this study, the effects
of linuron, chloridazon and metribuzin, which are herbicides, which are a branch of
pesticides whose ED effects are investigated, and which are used to increase yield in
most of the herbal products, on the viability level of cow granulosa cells and the
estrogen and progesterone hormones synthesized from these cells were investigated.

For this purpose, granulosa cells isolated from follicles in the ovary were exposed to 10,
50 and 250 uM linuron, 10, 100 and 1000 uM chloridazon and 25, 250 and 2500 uM
metribuzin for 96 hours. Cell viability was determined at 48th and 96th hours, and
estrogen and progesterone levels were measured in the media. The obtained data were
evaluated with the variance analysis method in repeated measurements in the GraphPad
statistical program. Tukey test was used to evaluate the difference between the groups.

While no dose of linuron had a significant effect on cell viability, it was observed that
especially the highest doses of chloridazon and metribuzin decreased cell viability.
Estrogen release in granulosa cells exposed to linuron, chloridazon and metribuzin
decreased at 96th hour compared to 48th hour (p<0.05). The difference between the
dose groups in terms of estrogen release was also observed at the 96th hour of each
herbicide application, and in the highest application groups (250 uM linuron, 1000 uM
chloridazon and 2500 uM metribuzin). While the progesterone level decreased in a
dose-dependent manner at the 96th hour in the group exposed to the highest dose of
linuron, this decrease became more pronounced in the chloridazon and metribuzin
groups with the prolongation of the incubation period at the highest doses.

In the study, it was revealed that especially high doses of chloridazone and metribuzin
have cytotoxic effects and although androstenedione is added to the incubation medium
for the continuation of steroid hormone synthesis, all three herbicides decrease the
release of estrogen in the granulosa cells, and it is thought that these herbicides act as
androgen receptor antagonists by inhibiting the conversion of testosterone to estrogen.
In addition, since it has been determined that high doses of linuron, chloridazon and
metribuzin reduce progesterone levels, it would be appropriate to investigate the effects
of these herbicides on the enzyme pathways in the steroid hormone synthesis steps in
future studies. As a result of this research, the endocrine disrupting effects of linuron,
chloridazon and metribuzin on reproductive hormones have been demonstrated, and it
has been tried to be revealed that they may be a potential cause of reproductive system
problems in humans and animals.

Keywords: Granulosa cell; chloridazon; linuron; metribuzin; estrogen
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1. GIRIS VE AMAC

Her gecen giin artan diinya niifusunun beslenme ihtiyacini karsilayabilmek amaciyla
tarimsal liretim miktarmi artirmak ic¢in yabanci otlar, bocekler ve mantarlarla
miicadelede cesitli pestisitler kullanilmaktadir. Diinya genelinde kullanilan bu
kimyasallarin en biiylik kismimi %42’lik bir oran ile yabanci otlara kars1 kullanilan
herbisitler olusturmaktadir  (Yigit ve Kabakgi, 2020). Ulkemizde ise en son
aciklanan verilere gore tarimsal ila¢ kullanim miktar1 son 10 yilda yaklasik %39
oraninda artarak 2020 yilinda 53.672 tona ulasmistir. Bu miktarin 13.250 tonunun ise
herbisitler oldugu agiklanmustir (TUIK, 2021).

Herbisitlerin diinyada yaygin sekilde kullanimi daha kaliteli iiriin elde ederek iiretim
maliyetlerini diistirebilir ancak, biyolojik ¢esitlilige verdigi zararlar, sular1 kirleterek
gerek insan sagligma gerekse suda yasayan canlilara yonelik olumsuz etkileri ve
uzun vyart Omirleri nedeniyle viicutta birikerek olusturduklar1 hasarlar
diisiniildiigiinde endise verici sonuglar dogurmaktadir (Yigit ve Kabakei, 2020).
Uygunsuz ve dikkatsiz sekilde kullanilan bu kimyasallara agiri maruziyet sonucu
endokrin bozucu etkileri ile ireme sorunlar1 da dahil olmak iizere pek ¢ok olumsuz

etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Gupta, 2018).

Hayvanlar {lizerinde yapilan bir¢ok arastirmada, herbisitlere uzun siireli diisiik doz
maruziyetin, bagisiklik sisteminin baskilanmasi, hormonal bozukluklar, zeka geriligi,
tireme ve gelisim anormallikleri ve hatta kanser gibi olumsuz etkilerle baglantili
oldugu ve kus popiilasyonlarinin azalmasina neden oldugu belirtilmistir (Gupta,
2017). Ostrus siklusunun bozulmasi, tekrarlayan yalanci gebelikler, fetal 6liim,
hidronefroz, yarik damak, siklopi, diyafram fitig1, iskelet ve 1i¢ organ

malformasyonlar1 gibi teratojenik etkiler de herbisit toksisitesinde goriilen



semptomlardandir (Gupta, 2018). Hayvanlarin bu kimyasallara uzun siireli maruz
kalmalar1 sonucunda, norodejeneratif etkiler ve solunum problemleri dahil olmak
tizere bir dizi saglik problemine yol agabildigi de belirtilmistir. Herbisitlerin insan
saglhig lzerindeki zararli etkileri ise, bu bilesiklerin kimyasal sinifi, doz, siire ve
maruz kalma yolu gibi gesitli faktorler tarafindan belirlenmektedir (Marin-Morales
ve ark., 2013).

Insanlar icin hayati 6neme sahip besin maddelerinin kaynagi olan ve iilke
ekonomisine yiiksek katma deger saglayan ineklerde iiretkenlik olduk¢a onemlidir.
Uretkenlik, saglikl1 bir iireme fizyolojisi varliginda miimkiin olabilmektedir (Kabakg1
ve Yigit, 2019). Ureme sistemindeki problemler hayvanin dol verimini etkileyerek
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu kapsamda ovaryum islevselliginin
korunmasi hayvanin lireme sagligi i¢in olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Endokrin
bozucular viicuttaki hormonlarin salimimma etki ederek homeostatik dengeyi
bozarlar (Gupta, 2017). Ureme sistemi iizerine endokrin bozucu etkisi belirlenen
20°den fazla herbisit bulunmakta ve bazi iilkelerde bunlarin bir kismi kullanimdan

kaldirilmigken, bazi iilkelerde kullanimina devam edilmektedir, (Mnif ve ark., 2011).

Aragtirmanin konusu olan herbisitler de farkli sistemlerde endokrin bozucu etkileri
oldugu bilinen kimyasallardir. Ancak bu herbisitlerin disi lireme sisteminde endokrin
bozucu olup olmadigina dair yapilan calismalar oldukca sinirlidir. Bu nedenle bu
calismada, gilinlimiizde tarimsal ilaclamada olduk¢a yaygin sekilde kullanilan
pestisitlerden herbisit grubuna ait linuron, kloridazon ve metribuzinin inek graniiloza
hiicreleri canliligina ve bu hiicreler tarafindan sentezlenen Ostrojen ve progesteron
hormonlar1 iizerine etkilerinin in vitro ortamda arastirilmas: amaglanmistir. Elde
edilecek veriler 1s18inda bu herbisitlerin digi ilireme sistemi iizerine etkilerinin
yorumlanmasi, insan ve hayvan sagligi tizerine etkilerinin degerlendirilmesi, herbisit

kullanimina kars1 toplumsal biling gelistirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ineklerde Ovaryum Fizyolojisi

Ovaryum fizyolojisi, hormonlarin etkisiyle ovaryum iizerinde olusan folikiillerin
gelismesi, oositlerin olgunlagmasi, ovulasyonun gergeklesmesi, korpus luteum
(KL)’un olugmasi, Ostrojen ve progesteron hormonlarinin salgilanmasi ve KL’un
regrese olmasi siireglerini kapsar (Kabakgi, 2017). Ovaryumlar steroit yapidaki
Ostrojen, progesteron ve oksitosin, relaksin, inhibin, aktivin gibi iireme hormonlarin
salgilama igleviyle endokrin 6zellik tasir. Ayrica dogum sonrasinda biiyiime ve
ikincil cinsiyet karakterlerinin olusumunu da kontrol eder (Schatten ve

Constantinescu, 2008).

Ovaryum {iireme fonksiyonlarim1 diizenleyen ¢ok sayida farklilagsmis hiicre tipini
igerir. Ovaryum iizerinde yer alan folikiiller oositi ¢cevreleyen 6zellesmis hiicrelerden
meydana gelir (Bristol-Gould ve Woodruff, 2006). Folikiil duvar1 dis katmaninda
teka hiicreleri, i¢ katmaninda ise graniiloza hiicreleri yer almaktadir. FSH ve LH
reseptOrleri barindiran graniiloza hiicreleri 6strojen ve ovulasyonun hemen 6ncesinde
de progesteron ve inhibin hormonlarini iiretirler. LH reseptorlerine sahip teka
hiicreleri ise sonrasinda androjenlere doniisen progesteron hormonunu salgilarlar

(Yigit ve ark., 2019).

2.1.1. Oogenez ve Folikiilogenez

Oositlerin ¢ogalma, gelisme ve olgunlasma asamalari ile ilgili olaylara oogenez adi
verilir. Oositlerin kokeni, fertilizasyonun 19. giiniinden sonra embriyonal endoderm
katmani ¢evresinde gelisen primordiyal germ hiicreleridir. Bu hiicreler fetal donemde
cok sayida mitoz bolinmeye ugrar ve oogonyumlar: olusturur. Oogonyumlar

ineklerde gebeligin 75-80. giinlerinde birinci mayoz bdliinme asamasina girer ancak,



boliinme tamamlanmaz ve profaz safhasinda durur. Bu asamada primer oosit adini

alan hiicreler pubertaya kadar beklerler (Adams ve ark., 2008; Kabake1, 2017).

Oogenez ve folikiillogenez eszamanli gelisen siireglerdir. Ovaryum folikiilleri
oositlerin beslenmesi ve gelismesi i¢in uygun ortami saglayan fonksiyonel yapilardir.
Primer oositin ¢evresi tek katli yassi epitelle sarilarak primordiyal folikiil olusur. Disi
buzagmin yeni dogdugu donemde, her bir ovaryumda yaklasik 200-500 bin
primordiyal folikiil/primer oosit bulunur ve bu miktar yasam boyu ihtiyacinin ¢ok
tizerindedir. Bununla birlikte, bu say1 puberta sonrasi her siklusta azalmaya baslar ve
ergin ineklerde yaklasik 60 bine, yasli ineklerde ise birka¢ bine kadar diiser
(Kabakge1, 2017).

Puberta siirecine girilmesiyle her 6strus siklusunda ortalama 300 primordiyal folikiil
periyodik sekilde, ovule olmak {izere gelismeye baslar. Ancak bunlardan bir tanesi
gelisimini tamamlayarak ovule olabilirken digerleri geriler. Gelisim siirecinde
primordiyal folikiiller sirasiyla primer, sekonder, preantral ve antral/tersiyer folikiil
evrelerinden gegerek olgunlasir. Folikiil biiyiidiikce ¢cevresindeki hiicreler doniiserek
teka eksterna, teka interna ve graniiloza hiicrelerinden olusan katmanlar sekillendirir.
Gevsek bag dokudan olusan teka eksterna folikiilii disardan sarar ve ona destek olur.
Teka interna LH’nin etkisi altinda androjenleri tiretirken, graniiloza hiicreleri de
folikiiler gelisme i¢in gerekli olan dstrojen, inhibin ve folikiil sivisini tiretir. Bu siire
zarfinda folikiiliin merkezinde antrum adi verilen bir bosluk olugsmaya baslar. Bu
asamadaki folikiile antral/tersiyer folikiil ad1 verilir (Kabakgi, 2017). Antral folikiil
gelisimi sonlarma dogru FSH ve Ostrojen hormonlari, graniiloza hiicreleri iizerinde
LH reseptorleri olusumunu uyarir. Diger yandan FSH reseptorleri de gerileme
stirecindedir. Boylece folikiil, artan diizeyde LH tarafindan domine edilerek Graaf
folikiiliine doniisiir. Ovulasyon 6ncesi LH’ nin ani artisi, folikiil duvarin1 enzimatik
olarak tahrip eden cesitli kollajenaz ve prostaglandinlerin miktarinda artisa neden
olur ve Graaf folikiiliinii patlatir ve sekonder oosit ovaryumdan atilir. Ovulasyonu
indiikleyen LH salinimi, eszamanli olarak, profaz sathasinda bekleyen primer oositi
birinci mayoz bolinmesine devam etmesi i¢in uyarir ve bolinme ovulasyonun
hemen Oncesinde tamamlanir. Sonugta diploid (2n) kromozomlu sekonder oosit ile
birinci polar cisimcik meydana gelir. Ovulasyon esnasinda baglayan ikinci mayoz

boliinme ise dollenme esnasinda tamamlanir ve haploid (n) kromozomlu oosit ile
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ikinci polar cisimcik sekillenir. Bdylece oogenez sonucunda bir adet primer oositten

bir adet olgun oosit meydana gelmis olur (Alagam, 2010) (Sekil 2.1).

OOGENEZ FOLIKULOGENEZ

DOGUM ONCESI

Oosit
Gekirds Primordiyal
folikiil
Folikiiler "
hiicreler

PUBERTE SONRASI

Sekil 2.1. Oogenez ve folikiilogenez (Saladin, 2018)

2.1.1.1. Folikiiler Dalgalanma

Ovaryum folikiillerinin biiyiimesi, gelismesi ve olgunlagmasi, ¢iftlik hayvanlarinda
yiiksek iireme verimliligi i¢in temel siire¢lerdir. Fetal gelisim sirasinda sabit sayida

olusturulmus primordiyal folikiil ile baslayan ovaryan folikiil biiylimesi, 3-4 aylik bir
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stire alir ve gonadotropinden bagimsiz ve gonadotropine bagimli agamalar halinde
gerceklestirilir. Ineklerde gonadotropin bagimli folikiiler biiyiime, bir 6strus dongiisii
icin 2 veya 3 folikiiler dalga hareketi ile sekillenir (Sekil 2.2). Her bir biliylime
dalgasi, folikiiliin olusumunu, se¢ilmesini ve dominant hale gelisini ve sonrasinda
dominant folikiiliin ovule olmasi veya atreziye olmasi evrelerini kapsamaktadir

(Forde ve ark., 2011).
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Sekil 2.2. Folikiiler dalgali 6strus siklusu (Forde ve ark., 2011)

Hem FSH hem de LH, ovaryum folikiilii gelisiminde Onemli bir role sahiptir.
Folikiillerin hipotalamus, hipofiz ve esey hormonlarinin (6stradiol ve inhibin) negatif
ve pozitif geri besleme mekanizmalarina dahil oldugu disiiniildiigiinde, bu
hormonlarin sigirlarda dstrus dongiisiiniin diizenlenmesinde ydnetici bir roli oldugu

anlasilmaktadir (Forde ve ark., 2011).

Gonadotropine bagimli folikiil gelisimi, FSH konsantrasyonlarinda gecici bir artis ile
tipik olarak >5 mm ¢aplarinda 5-20 folikiilden olusan bir folikiil toplulugunun ortaya
cikmastyla baslamis olur. Folikiil dalgasinin 3. giiniine kadarki siire¢ folikiillerin
graniiloza hiicrelerine lokalize FSH reseptorleri (FSH-R) ile FSH'ya bagimli folikiil
biiyiimesinin basladigin1 gosterir. FSH konsantrasyonlarindaki bu gegici artis, ayrica
ovaryum folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde androjeni Ostrojene doniistiiren
aromataz enzim aktivitesinde (P450arom; CYP19) bir artisa da yol agar. Folikiil
toplulugunda artan capi ile beliren folikiil, dominant folikiildiir (DF) ve en biiyiik



saglikli folikiil olarak kabul edilir. Bu biiyiime, folikiiler sivi dstradiol ve inhibin
konsantrasyonlarinin da artmasma neden olur. Ostradiol ve inhibin, negatif geri
besleme yoluyla 6n hipofiz bezinden saliman FSH’y1 baskilar. Folikiil gelisiminin
farkli agamalarinda saglikli folikiillerin teka ve graniiloza hiicrelerinde bulunan LH-
R’nin ¢ogalmasiyla, DF graniiloza hiicreleri lizerindeki LH reseptdrlerine daha da
duyarl hale gelir ve azalan FSH konsantrasyonlarina ragmen biiylimeye devam eder

(Forde ve ark., 2011).

Erken luteal faz sirasinda daha az genlikte ve daha yiiksek frekansh (20-30 atim/24
saat) LH atimlart meydana gelirken, orta luteal donemde LH atimlar1 daha biiyiik
genlige ve daha diisiik frekansa sahiptir (6—8 atim/24 saat). Her iki atim da DF'nin
nihai olgunlagsmasi ve devaminda ovule olmasi igin yetersizdir. Bunun sonucunda
Ostrus dongiisiiniin luteal fazinda iretilen DF atreziye ugrar, E2 ve inhibin iiretimi
azalir ve hipotalamus/hipofiz lizerindeki negatif geri besleme blogu ortadan kalkar,

FSH salgisi artar ve yeni bir folikiil dalgasi ortaya ¢ikar (Forde ve ark., 2011).

Diger folikiillere kiyasla yiiksek konsantrasyonlarda oOstradiol {iretimi, DF'nin
belirleyici bir 6zelligidir ve folikiil capindaki goriiniir farkliliklardan once gelir.
Biiyiiyen folikiillerden ostradiol iiretimi, yeterli LH atim frekansina baglidir. LH'nin
teka hiicrelerindeki reseptorlerine baglanmasi, bir dizi reaksiyon yoluyla kolesteroliin
testosterona donilismesini saglar. Daha sonra testosteron, graniiloza hiicrelerine
difiize olur ve aromataz enzimi tarafindan Ostrojenlere doniistiiriiliir (Sekil 2.6).
Ostradiol, folikiil gelisimi iizerinde sadece lokal bir etkiye sahip olmakla kalmaz,
ayni zamanda hipotalamus ve hipofiz bezi lizerine pozitif geri besleme mekanizmasi
yoluyla sistemik bir role de sahiptir. Ostrus dongiisiiniin folikiiler faz1 sirasinda,
progesteron konsantrasyonlart bazal seviyedeyken, ovulasyon oncesi DF tarafindan
tretilen bu yiiksek Ostradiol konsantrasyonu, hipotalamustan bir GnRH
dalgalanmasina neden olur. Ardindan olusan LH dalgalanmasi, DF'nin nihai
olgunlagmasin1 ve ovulasyonunu uyarmak i¢in yeterli genlik ve frekanstadir. Ayrica
artan Ostradiol konsantrasyonu, basarili ¢iftlesme i¢in gerekli olan Ostrus

davraniglarinin ortaya ¢ikmasini da saglamaktadir (Forde ve ark., 2011).

Iki ligand IGF-I ve IGF-II, iki reseptor IGFR-I ve IGFR-II ve ¢ok sayida baglayici

protein ve proteazdan olusan insiilin benzeri biiyltime faktorii (IGF) ailesi, ovaryum
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folikiilinde IGF-I'in biyoyararlanimindan sorumludur. IGF-I, hipotalamus ve
hipofizde 0Ostradiol kaynakli negatif geri besleme mekanizmasini etkileyerek,
seleksiyona ugrayan folikiiliin graniiloza hiicreleri tarafindan LH-R’nin erken
edinilmesini ve dolayisiyla folikiil se¢im siirecini kolaylastirir. Ayrica, olusacak olan
DF'nin biliylimesine, ¢ogalmasina ve steroidojenik kapasitesine katkida bulunur

(Forde ve ark., 2011).

Doniistiiriici biiylime faktorii beta (TGF) ailesi ise TGF, anti-miillerian hormon,
inhibinler, aktivinler ve kemik morfogenetik proteinleri, TGF reseptorleri, aktivin
reseptOrii benzeri kinaz, alkalin fosfataz, asagi akimi sinyalleme molekiilleri gibi
ligandlar da dahil olmak {izere yapisal olarak iliskili 30'dan fazla protein igerir. Bu
proteinler ilk olarak folikiiler sivida salgilanan FSH modiilasyonlar1 yoluyla
tanimlanmistir. Bunlardan aktivin folikiiler sivida Ostradiol {iretimini artirabilirken
follistatin, aktivinlerin pozitif steroidojenik etkilerini engeller. Inhibinler ise 6n
hipofizden = salgilanan FSH'min baskilanmasinda ve 0Ostrus  dongiisiiniin

diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (Forde ve ark., 2011).

2.1.2. Ostrus Siklusu Donemleri ve Hormonal Mekanizmasi

Ostrus siklusu, disi hayvanlarin belirli bir siire igin ciftlesmeyi kabul etmelerini ve
dolayisiyla fertilizasyonun gergeklesmesini saglayan dongiisel ovaryum aktivitesini
temsil eder (Forde ve ark., 2011). inekler, mevsime bagli olmayan polidstrik
hayvanlardir. Dolayisiyla yilin her déneminde 6strus gosterebilmektedirler (Fails ve
Magee, 2018).
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Sekil 2.3. Ostrus siklusu dénemleri ve hormonal degisimler (Anonim, 2022a).

Diivelerde 6strus sikluslari puberta donemi ile baslar (Forde ve ark., 2011). Bu
donem 1rk ve beslenme sekline gore degismekle birlikte diiveler, yetiskin viicut
blytikliglniin yaklasik ticte ikisine ulastiklarinda ortaya c¢ikmaktadir. Diivelerde
Ostrus siklusu ortalama 20 giin, ineklerde ise ortalama 21 giin civar1 seyretmektedir
(Fails ve Magee, 2018). Siklus, ilk 4-8 giinii folikiiler faz ve sonraki 14-18 giinii de
luteal faz olmak {iizere iki asamadan olusmaktadir. Folikiiler faz korpus luteumun
regrese olmasi ile ovulasyon baslangicina kadar gecen donemdir ve prodstrus ve
Ostrus sathalar1 bu faz icerisinde gergeklesmektedir. Ovaryum folikiillerinin gelisimi,
ovulasyon ve sonrasinda oositin dollenmesine imkan verilecek sekilde ovidukta

atilmas1 olaylar1 da folikiiler faz asamasinda meydana gelmektedir. Luteal faz ise



ovulasyonun ardindan korpus luteumun sekillendigi donemdir ve siklusun metdstrus

ve diostrus sathalarini kapsamaktadir (Forde ve ark., 2011) (Sekil 2.3).
2.1.2.1. Proostrus Donemi

Ineklerde prodstrus, gebeligin sekillenmemesi ile nceki dongiide olusan korpus
luteumun uterustan salinan PGF2a etkisiyle regrese olmasini takiben bir veya iki giin
devam eden bir donemdir (Fails ve Magee, 2018). Korpus luteumun gerilemesiyle
birlikte bu dokudan sentezlenen progesteron seviyesi dnemli Olgiide azalmistir. Bu
azalma hipotalamustan GnRH salinimin1 uyarir. Portal kan dolasimi ile hipofizin 6n
lobuna gelen GnRH, buradan gonadotropinlerin (FSH ve LH) saliniminm1 baglatir
(Forde ve ark., 2011). Bu gonadotropinler ovaryuma gelerek folikiiler gelisimi ve
dolayistyla folikiillerden Ostrojen salimimini baglatirlar. Boylelikle folikiiler faza
girilmis olur. Folikiiler biiylimenin son olgunlasma asamalar1 bu faz iginde
gerceklesir. Folikiillerden emilerek kana gecen Ostrojenler, tiibiiler genital organlarda
damarlasmay1 ve hiicre gelisimini arttirarak ostrus ve gebelik i¢in hazirlik olusturur.
Proostrusun sonlarina dogru ise ¢iftlesmeye hazirlik baslar (Fails ve Magee, 2018).
Bu asamada, uterus hafifce genisler, endometriyumda konjesyon ve édem gozlenir,
uterus bezleri salgi aktivitesi artar. Vajinal mukoza hiperemik hale gelir ve ylizeysel
katmanlar1 kornifiye olur. Vulvada ise 6dem, hiperemi ve sanguindz akint1 gibi dig

belirtiler gozlemlenir (Noakes ve ark., 2018).
2.1.2.2. Ostrus Dénemi

Ciftlesmenin kabul edildigi bu donem, ovulasyonun hemen Oncesinde olgun
folikiillerden salgilanan Ostrojenin artis1 ile baglatilmaktadir. Genel olarak 12 ila 24
saat siiren donem, ineklerde ortalama 18 saat, diivelerde ise biraz daha kisa bir zaman
dilimini olusturmaktadir. Kizginlik donemi olarak da bilinen bu donem, bagka bir
inek veya boga tarafindan {izerine atlanildiginda hareket etmeden duracagi siire
olarak da tanimlanabilir (Fails ve Magee, 2018). Hayvan genellikle erkegi arar ve
kendisiyle ¢iftlesmesine izin verir. Uterus, servikal ve vajinal bezler artan miktarda
mukus salgilar ve bu salg1 seffaf vajinal akinti halinde disardan gozlemlenebilir.

Ayrica vajinal epitel ve endometriyum hiperemik ve konjesyone hale gelir ve serviks
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gevser. Ostrus belirtileri baglangicindan 24 ila 32 saat sonra ovulasyon meydana gelir

(Fails ve Magee, 2018; Noakes ve ark., 2018).
2.1.2.3. Metostrus Donemi

Ciftlesme isteginin son bulmasi, korpus luteum fonksiyonunun egemen oldugu
metostrus doneminin baslamasina isaret etmektedir. Bu donem yaklasik 3-4 giin
siirmektedir. Ovulasyon normal olarak inekte Ostrus bitiminden yaklagik 10 ila 14
saat sonra metostrus donemi igerisinde goriilmektedir. Ovulasyon ile folikiil kollabe
olarak once korpus hemorajikuma, ardindan korpus luteuma diiniisiir. Bu sliregte
folikiil i¢indeki graniiloza ve teka hiicreleri de liiteinlesme evresine girer ve serum
Ostrojen seviyesi azalirken progesteron seviyesi artar. Bu artig ile uterus iizerinde
onemli degisiklikler meydana gelir. Endometriyal zar kalinlagir, uterus bezleri biiytir
ve uterus kaslarinda gelisim artist gozlemlenir. Bdylece gebeligin olusumu ve
stirdiliriilmesine veya yeni bir dstrus siklusuna hazirlik yapilmis olur. Plazma 6strojen
seviyesi azaldik¢a dis genital organlar dstrus oncesi durumuna geri doner. Servikal
ve vajinal bezlerden salgilanan mukus miktarinda bir azalma meydana gelir (Forde

ve ark., 2011; Fails ve Magee, 2018; Noakes ve ark., 2018).
2.1.2.4. Diostrus Donemi

Ineklerde yaklasik 12-16 giin siiren bu dénemde KL tamamen fonksiyoneldir ve
yiiksek seviyede progesteron salgilar. Progesteron negatif feedback ile
hipotalamustan GnRH ve hipofizden FSH ve LH salinimini inhibe ederek folikiiler
gelisimi engeller (Kabake¢i, 2017). Ayrica progesteron etkisiyle uterus bezleri
hipertrofi ve hiperplaziye ugrar, serviks daralir, genital sistem sekresyonlar1 azalir ve

yapiskan hale gelir, vajinal mukoza soluklasir (Noakes ve ark., 2018).

Di6strusun sonlarina dogru maksimum boyutuna ulasan KL, herhangi bir gebelik
durumu olugsmamas1 sonucu uterus endometriyumundan saliman PGF2a etkisiyle
gerileme siirecine girer ve buna bagl olarak progesteron seviyesi azalir. Bu azalma
ile hipotalamus ve hipofiz tizerindeki baski kalkar ve yeni bir siklus baglamis olur
(Forde ve ark., 2011) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hipotalamus, hipofiz ve ovaryum arasindaki néroendokrin iliskiler (Anonim,
2022b).

2.1.3. Steroit Hormonlar

Steroit hormonlar gonadal ve adrenokortikal olmak tizere iki sinifa ayrilirlar. Temel
gonadal steroitler Ostradiol, progesteron ve testosteron iken bunlarla benzer
fizyolojik aktivite gosteren metabolitleri (Ostrojenler, projestinler ve androjenler) de
bu gruba dahildir. Temel adrenokortikal steroitler ise aldosteron ve kortizoldur.
Fizyolojik fonksiyonlar1 oldukca farkli olsa da steroit hormonlarin ovaryum, testis ve
adrenal bezde sentezlenmeleri siirecinde izlenen yol ortaktir. Tim steroit

hormonlarin 6n maddesi kolesteroldiir (Reece ve ark., 2015) (Sekil 2.5).

Asetattan sentezlenen veya kandan alinan kolesterol, hiicrelerde pregnenolona ve
sonrasinda progesterona doniistiiriiliir. Progesterondan da ii¢ farkli yolla aldosteron,
kortizol ve andojenler iiretilir. Ostradiol ise androjenlerden elde edilmektedir. Ancak
bu sentez mekanizmalart dokuda gerekli enzim varhiginda ¢alisabilmektedir (Reece

ve ark., 2015).
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Bu kimyasal reaksiyonlarin ¢cogu tek yonlii calisir. Ornegin, dstradiol testosterona,
testosteron da progesteron ve kolesterole doniisemez. Steroidogenez yalnizca
gonadlar ve adrenal kortekste sinirli kalmayip karaciger, kaslar ve adipoz dokuda da

gerceklesmektedir (Reece ve ark., 2015).

-

KOLESTEROL
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TESTOSTERON  Ostron

Adrenal zona 11-Deoksikortizol
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Adrenal zona l
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Sekil 2.5. Adrenal bezlerde ve ovaryumlarda steroit hormonlarin biyosentezi (Payne ve
Hales, 2004)

2.1.4. Ostrojen ve Progesteron Hormonlar1

Ostrusun fiziksel ve psikolojik belirtilerinin olusumunda, disilerde genital kanalin
gebelige hazirlanmasinda, laktopoez ve galaktojenez siireclerinde 6nemli rol oynayan
Ostrojenler, ovaryum, plasenta, adrenal korteks ve az miktarda da testisten salgilanan
steroit yapida hormonlardir. Ovaryum folikiilleri duvarindan ostradiol (primer
Ostrojen), Ostron ve Ostriol olarak salinirlar. Disilerde {ireme organlarimin gelismesi
ve sekstiel karakterlerin belirginlesmesi, siklus sirasinda hipotalamusa pozitif geri
tepki ile gonadotropinlerin kontrolii gibi fonksiyonlarinin yani sira vitamin ve

mineral metabolizmalar1 {izerine de anabolik etkileri mevcuttur (Alagam, 2010).

Viicudun ve 6zellikle tireme sisteminin 6nemli hormonlarindan biri olan progesteron
(P4), 6strus dongiisiiniin diizenlenmesi ve embriyonun uterus duvarina tutunmasi gibi
kritik siireclerde gorev almasi nedeniyle steroit hormonlar arasinda da 6nemli bir

yere sahiptir. Cogunlukla KL ve gebelik sirasinda plasenta tarafindan sentezlenen P4,
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diisiik miktarlarda adrenal korteks, testis ve ovaryum folikiillerinde de tiretilmektedir.
En 6nemli islevi uterus kontaksiyonlarini1 dnleyerek ve endometriyal doku gelisimini
uyararak embriyonun implantasyonunu ve gebeligin devamini saglamaktir. Bunun
yaninda ovulasyona katkida bulunmak, siit sentezi i¢in meme dokusunun lobular ve
alveoler yapisimi gelistirmek ve dogum Oncesi siit proteinleri iiretimini engellemek,
beyinde cinsel davranislar1 kontrol eden sinyalleri diizenlemek gibi 6nemli etkilere

de sahiptir (Kabake1 ve Yigit, 2019).

2.1.5. Graniiloza Hiicrelerinde Ostrojen ve Progesteron Sentezi

Folikiiler gelisimde onemli gorevler iistlenen hormonlardan Ostrojen, graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenirken, progesteron hem graniiloza hem de teka hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir. Ostrojen, folikiilde graniiloza hiicrelerinin gogalmasini

uyararak FSH ve LH’nin etkisini kolaylastirir (Hsueh ve ark., 1984).

Liiteinlestirici hormonun teka hiicrelerindeki reseptorlerine baglanmasi ile kolesterol
pregnenolona c¢evrilir ve bir dizi Onciil islemlerden gegtikten sonra androjenler
tiretilir. Daha sonra androjenler graniiloza hiicrelerine gecis yaparlar. Bu sirada
graniiloza hiicrelerinde bulunan reseptoriine baglanan FSH ise aromataz enzimi
aktivitesini uyararak teka hiicresinden gelen androjenlerin Ostrojenlere ¢evrilmesini

saglar (Drummond, 2006) (Sekil 2.6).

é ) Teka Hicresi {Q ' \\9’\ Granuloza Hicresi ) ZS?\
\ \ Kolesterol \ / _\ f Kolesterol ) /

T -

cAMP
ATP Pregnanolon Pregnanolon
Progesteron = Progesteron
Androjenler » Androjenler ATP — ]
- FSH
& ——) b
Kapillarlar/ Aromataz  cAMP
Ekstraselliler
sw
Ostrojenler
- J S

Sekil 2.6. Steroit hormon sentezinde teka ve graniiloza hiicreleri arasindaki iliski.
(Dariyerli, 2011).
LDL: Diisiik yogunluktaki lipoprotein, cAMP: Siklik AMP, ATP: Adenozin trifosfat
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Ovulasyondan hemen dnce preantral folikiiliin graniiloza hiicreleri tarafindan FSH ya
yanit olarak diisiik seviyelerde progesteron iiretilir. Folikiil uyarict hormon bu etkiyi
P450 enziminin salimimini artirarak gergeklestirir (Hillier, 2001). Sitokrom P450
enzimi (CYP11A), progesteron sentezinin ilk adimlarindan biri olan kolesteroliin
pregnenolona doniistiiriilmesinde rol oynar. Bununla birlikte FSH, pregnenolonu
progesterona doniistiiren 38-HSD enziminin sentezlenmesini de uyarmaktadir (Hsueh

ve ark., 1984).

2.2. Pestisitler

Insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz nesnelerin iizerinde ya da gevresinde
yasayan, bunun yani sira besin maddelerinin iiretilmesinde, hazirlanmasinda,
depolanmasinda ve tiikketimi esnasinda besin degerini azaltan veya hasara ugratan
zararhlarin etkisiz hale getirilmesi amaciyla kullanilan maddeler pestisit olarak
smiflandirihir (Kaya ve ark., 2002). Gelecekte tiim diinyada kendini ciddi 6lgiide
hissettirecek olan aglik sorunu, ckosistemde birim alandan daha fazla iiriin
alinmasiyla tolere edilmeye calisilmaktadir. Bu amagcla kullanilan pestisitler {iriin
kaybina sebep olan hastalik etkenlerinin etkisiz hale getirilmesi i¢in tarimsal
tiretimde, bahgecilikte, balik yetistiriciliginde, ormancilikta, kereste korumaciliginda,
endiistriyel bocek kontroliinde, gidalarin saklanmasinda, hayvancilikta ve toplum
hijyeninde yaygin bir kullanim alan1 bulmustur (Cagatay ve Cobanoglu, 1997).
Glinlimiizde binden fazla etken maddenin karisimi ile elde edilen yaklagik 35.000
cesit pestisit preparatt bulunmaktadir (Paliizar, 2013) ve bu sayiya her gegen giin
yeni ruhsat alanlar eklenmektedir (Yigit ve Kabakgi, 2020).

Pestisitlerin tarim alanlarindaki zararlilara kars1 asir1 miktarda ve bilingsiz bir sekilde
kullanilmas: hava, su, toprak ve besin maddelerinin kontaminasyonuna yol agcar.
Bunun sonucunda da besin zincirine giren ve son tiiketici durumundaki insanlara
kadar biitiin canlilar pestisit kalintilarina maruz kalir (Kaya ve ark., 2002). Bu
kalintilar, etkileri irritasyondan dermatite, sistemik emilime bagl olarak 6liime kadar
degisebilen akut zehirlenmelere (Cagatay ve Cobanoglu, 1997) ya da pestisit tiretilen
ve uygulanan alanlarda caligma veya pestisit kalintis1 bulunan gidalarin az oranlarda
defalarca alimi ile kanser, dogum anomalileri, norotoksisite, ndérodavranigsal

bozukluklar, endokrinolojik ve immiinolojik anormallikler ve fertilite iizerinde
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istenmeyen durumlar ortaya g¢ikaran kronik zehirlenmelere neden olurlar (Paliizar,
2013; Chiali ve ark., 2013). Pestisitler, kullanildiklar1 zararli gruplarina ya da hedef
aliman organizmaya gore; tarim alanlarindaki yabani otlara karst kullanilan
herbisitler, mantar zararlilarina kars1 kullanilan fungusitler ve boceklere karsi
kullanilan insektisitler olarak smniflandirilirlar (Tiryaki ve ark., 2010). Herbisitler
diinya genelinde kullanilan pestisitlerin  %42’sini olustururken, %27 oraninda
insektisitler, %22 oraninda fungusitler, %9 oraninda da dezenfektanlar ve diger tarim

kimyasallar1 kullanilmaktadir (Yigit ve Kabakgi, 2020).

2.3. Endokrin Bozucu Herbisitler

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun verilerine gére 2009 yilinda 5.961 ton olan herbisit
kullanim1 2020°de 13.250 ton olmustur (TUIK, 2021). Ulkemiz bu rakamlar ile
1990-2017 yillart arasinda diinyada ilk 10 iilkenin gerisinde kalsa da pestisit ve
herbisitlerin zararli etkileri lizerine yapilan ¢aligsmalar bilingli tarim ilact kullanimini
tizerinde daha ¢ok c¢alisilmasi gereken bir konu haline getirmistir (Yigit ve Kabakei,

2020).

Herbisitler, kullanildiklar1 alanlarda toprak erozyonu azaltmakta ancak, bununla
birlikte herbisitlere direngli yabanci otlarin gelismesine de sebep olmaktadirlar.
Ayrica bu alanlara yakin bolgelerde yasayan kuslarin ve yararli boceklerin barindigi
bitkileri de yok etmeleri sonucu dogal dengeyi tahrip etmektedirler. Tarimsal
tiretimde yabani ot temizligi insan eliyle veya makineyle yapildiginda iireticiler i¢in
bir maliyet olusturur. Herbisit kullanimi bu maliyeti diisiirebilir fakat gerek dogadaki
canli cesitliligine gerekse sular1 kirletmeleri ve/veya canli viicudunda kalinti
birakmalar1 nedeniyle insanlara ve suda yasayan canlilara verdikleri onarilamaz

hasarlar oldukga kayg1 vericidir (Eyhorn ve ark., 2015).

Herbisitler ticari olarak ilk defa 1946 yilinda kullamilmistir fakat, bu kimyasallarin
zararlarina dair endiseler 2015 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
(IARC) tarafindan herbisit glifosat’in kanserojen olarak ilan edilmesiyle baslamistir

(Yigit ve Kabakge1, 2020).

Endokrin bozucu kimyasallar, zararli etkileri nedeniyle yaklasik son 20 yildir dikkat
ceken heterojen bir madde grubudur. Amerikan Cevre Koruma Ajansi (EPA)

tarafindan, viicutta bir¢ok fizyolojik siireci kontrol eden hormonlarin iiretimine,
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salinmasina, tasinmasina, metabolizmasina ve atilimma miidahale ederek
homeostazisi bozan ekzojen ajanlar olarak tanimlanmaktadirlar. Ureme sistemi goz
Oniine alindiginda, bu kimyasallar etkilerini Ostrojen veya androjen aracili iglevleri
etkileyerek gosterirler. Endokrin bozucularin 6zellikle endojen maddeleri taklit
ederek hormon reseptorlerini etkiledikleri ve endokrin regiilasyonunun bozulmasina
sebep olduklart iyi bilinmektedir. Bu hormon reseptorleri arasinda endokrin
bozucularin en cok etkilesime girdigi Ostrojen reseptorleri, androjen reseptorleri,
tiroit hormon reseptorleri ve peroksizom proliferator aktive reseptorleri
bulunmaktadir. Ayrica niikleer reseptorlerle etkilesmeleri protein transkripsiyonu ve
translasyonunda degisikliklere neden olabilmektedir. Bunun yani sira, oksidatif
stresi, DNA, lipit ve protein hasarini indiikleyebildikleri, ayn1 zamanda birgok
epigenetik  modifikasyona ve sonucunda da kansere sebep olabildikleri
belirtilmektedir (Kose ve ark., 2020).

Erkek ve disi lireme hormonlar1 tizerinde endokrin bozucu etki gosterdigi belirlenen
alaklor, atrazin, diaminoklorotriazin, glifosat, klorofenoksi asitler, linuron,
metribuzin,  propazin, simazin,  sodyum-n-metil-ditiyokarbamat,  2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) gibi 20’den fazla herbisit mevcuttur (Gupta,
2017).

Herbisit Direnci Eylem Komitesi (HRAC) tarafindan 2018 yilinda aciklanan verilere
gore etki sekilleri bakimindan diinyada en yaygin kullanilan herbisitler; fotosentezi
inhibe edenler, Asetolakto Sentetaz (ALS) enzimini engelleyenler, uzun zincirli yag
asitlerini inhibe ediciler, Protoporfirinojen Oksidaz enzimini inhibe edenler,
mikrotubullerin birlesimini engelleyenler ve bitki biiylime hormonunu taklit ederek
etki gosterenlerdir. Ulkemizde son yillarda en fazla kullanim izni verilen herbisitler
ise ALS enzimi inhibitorleri, Asetil CoA Karboksilaz inhibitorleri, fotosentezi
engelleyenler ve bitki biiyiime hormonunu taklit edenlerdir. Bu arastirmada
kullanilan linuron, kloridazon ve metribuzin fotosentezi inhibe eden, sirasiyla iire ve

tiyoiire, piridazinon ve triazinon grubuna dahil herbisitlerdir (Yigit ve Kabakge,
2020).
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2.3.1. Linuron

2.3.1.1. Linuron'un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Linuron, kokusuz, beyaz renkli, kristal formda bulunur ve suda ¢ok az
¢oziinmektedir (Chen, 2014). Linuron’a ait diger genel bilgiler Tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Linuron’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Pubchem, 2021b)

Genel Ad1

Linuron

IUPAC Adi

3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-

Diger isimleri

Methoxydiuron

N'-(3,4-Dichlorophenyl)-N-methoxy-N-
methylurea

CAS Numarast 330-55-2
EC Numarast 206-356-5
Molekiiler Formiilii CoH10CIoN20,
Molekiiler Agirhigt 249.09 g/mol
Cl o
Kimyasal Yapisi :@\
Cl N JJ\ N7 “~
o I
Renk / Form Beyaz / Kristal
Kokusu Kokusuz
Yogunlugu 1,49 g/cm? (20 °C)
Buhar Basinci 1.43x107° mm Hg (25 °C)
Kaynama Noktasi 180-190 °C
Erime Noktas1 93 °C

Sudaki Coziiniirligi

75 mg/1 (25 °C)

2.3.1.2. Linuron'un Kullanildig1 Alanlar

Linuron, tek yillik ve ¢cok yillik genis yaprakli ve ¢imenli yabani otlar1 kontrol etmek
icin bitkilerde yetisme Oncesi ve sonrast kullanilan feniliire grubu bir herbisittir.
Hedefi yabanci otlarda fotosentezi engellemektir. Soya fasulyesi, pamuk, patates,
musir, fasulye, bezelye, kislik bugday, kuskonmaz, havu¢ ve meyve bitkilerine

uygulanmaktadir (Chen, 2014).
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H10Cl2N2O2

2.3.1.3. Linuron'a Maruziyet Yollari

Linuron, deriye temas yoluyla viicuda girebildigi gibi, birincil maruziyet yolu
kontamine besin kaynaklarinin (yiyecek veya su) oral yolla alinmasi olarak kabul

edilmektedir. Kabul edilebilir giinlilk alim miktar1 0.005 mg/kg/glindiir (Chen, 2014).

Linuronun orta derecede kalici oldugu, yart Omriiniin 30 ila 150 giin arasinda
degistigi belirtilmistir. Ayrica organik igerigi diisiik topraklarda etkinliginin arttigi,
emilim ve mikrobiyal bozunma siiregleri ile yeraltt suyuna gogiiniin sinirlandigi; bu

nedenle de daha ¢ok yiizey sularina karisabilecegi bildirilmistir (Chen, 2014).

Linuronun da dahil oldugu poliiire herbisitlerine genel olarak sigirlarin, koyun, kedi

ve kopeklerden daha duyarl oldugu da bildirimler arasindadir (Gupta, 2012).
2.3.1.4. Linuron'un Toksik Etkileri

Linuron etkisini androjen reseptOrii antagonisti olarak, androjen reseptoriine
baglanmak i¢in testosteron ile rekabet ederek gdsterir. Fare dokularinda
konsantrasyonla orantili olarak dihidrotestosteron tarafindan indiiklenen androjen
reseptorii transkripsiyonunu rekabet¢i bir sekilde bloke ettigi bildirilmistir (Chen,
2014).

Katsanou ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada da gebeligin 6-21. giinleri
arasinda 1.5-50 mg/kg c.a./glin linuron verilen siganlarin erkek yavrularinda steroit
hormonlarin sentezine aracilik eden StAR, CypllAl, Cypl7Al gibi genlerin
ekspresyon diizeylerinde bir farklilik goriilmedigi bildirilmistir. Ding ve ark. (2017)
ise oral gavajla gebeligin 13-18. giinleri arasinda gilinde bir kez 50, 100, 150 ve 200
mg/kg linuron verilen annelerden dogan erkek yavru ratlarda Leydig hiicrelerinde
testosteron sentezinden sorumlu P450scc, 33-HSD ve prolifere edici hiicre niikleer
antijen (PCNA) ekspresyonlarinda azalma gérmiislerdir. Gebeligin 13-18. giinlerinde
de oral olarak giinliik 12.5, 25, 50 ya da 75 mg/kg linuron verilen ratlarda, 50 ve 75
mg/kg’lik dozlarin androjene bagli dokularda malformasyonlar olusturarak fetal
testosteron seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azalttigini ancak, Insl3, Cypl1Al, Cypl7Al
ve StAR mRNA ekspresyonlariin degismedigi, fetal testislerin in vitro ortamda 1—
300 uM linuron ile inkiibe edilmesi sonucunda 30 uM ve iizeri dozda linuronun

testosteron seviyesini onemli 6l¢iide azalttigi da bildirimler arasindadir (Wilson ve
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ark., 2009). Mclntyre ve ark. (2000) da gebeligin 12-21 giinleri arasinda uterus ici
ginlik 12.5,25, 50 mg/kg verdikleri ratlarda linuronun en diisik dozda dahi
androjen antagonisti gibi hareket ederek erkek yavrularda androjen bagimh
dokularda malformasyonlara neden oldugunu, testosteron kaynakli reprodiiktif
gelismeyi baskiladigini bildirmislerdir. Linuronun hem in vivo hem de in vitro
etkilerinin arastirildigir ¢aligmalarda da bir androjen reseptdr antagonisti oldugu
gosterilmistir (Fang ve ark., 2003; Lambright ve ark., 2000). Cook ve ark. (1993)’nin
erkek ratlara 2 hafta siire ile 200 mg/kg linuron verdikleri bir aragtirmada erkek
eklenti bezleri agirliklarinin kontrol grubuna goére azaldigi, seksiiel olgunluga
ulagsmig ratlarda serum E2 ve LH diizeyinin arttig1 ve artan LH ile birlikte Leydig
hiicre tiimorii olusumunun indiiklendigi belirlenmistir. Ayrica linuronun androjen
reseptorlerine baglanarak testosteron ile yaristig1 ve bu sekilde antiandrojenik etki
yaptig1r ortaya konulmustur. Gebeligin 12-20. giinleri arasinda uterus i¢i 50
mg/kg/glin linurona maruz birakilan erkek rat fetiislerinde epididimis ve vas
deferenste malformasyonlar olusmus, linuronun biliylime faktorii sinyali ve doku

morfogenezinden sorumlu genlerin ekspresyon diizeyini degistirdigi belirlenmistir

(Turner ve ark., 2003).

Schmutzler ve ark. (2007) ise bir sigan tirosit modeli olan FRTL-5 hiicrelerine
linuron uygulayarak yaptiklar1 ¢aligmada, linuronun tiroit reseptdr agonisti oldugunu
gostermislerdir. Baska bir ¢alismada; linuronun 200 mg/kg dozda mide entiibasyonu
ile gebe ratlara gebeligin 6-15. giinleri arasinda verilmesi sonucunda fetiislerde gogiis
kemigi, kaburgalar ve ekstremitelerde defektlere yol agmasi gibi teratojenik etkiler

olustugu belirlenmistir (Khera ve ark., 1978).

Atrazin ve linuronun genotoksik etkilerini belirlemek i¢in tek basina ve kombinasyon
halinde in vitro test edildigi bir ¢alismada 0.5 pg/ml linuron ve 0.0005 pg/ml atrazine
maruz kalan insan lenfositlerinde 6nemli kromozom hasar1 gézlenmistir (Roloff ve
ark., 1992). Beagle 1rki kopeklerle yapilan kronik toksisite ¢alismalarinda, linuron
kirmiz1 kan hiicresi tahribatina ve karaciger agirliginda degisikliklere neden oldugu,
sicanlarin kullanildigr uzun stireli ¢alismalarda ise, testis tiimorleri, kirmizi kan
hiicresi hasar1 ve blylime geriligine yol ag¢tigt kaydedilmistir. Kronik
uygulamalarinda farelerde karaciger tiimorlerinde istatistiksel olarak anlamli artislar,

viicut agirhiginda azalma ve artan karaciger agirliklar rapor edilmistir (Chen, 2014).
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Insan prostat (LNCaP) hiicre hattina 100 pM dozda uygulanan linuronun Snemli

oOl¢iide sitotoksik etki gosterdigi de bildirimler arasindadir (Lorenzetti ve ark., 2010).

Koyunlarda yapilan c¢alismalarda da linuronun, hipohemoglobinemi ve
hipoproteinemi, hematiiri ve ataksi, enterit, karaciger dejenerasyonu ve kas distrofisi

ile birlikte eritrositoz ve 16kositoza neden oldugu belirtilmistir (Gupta, 2018).
2.3.1.5. Linuron'un Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Inek luteal hiicreleri {izerine linuronun etkilerini inceleyen bir arastirmada 50 uM’lik
dozun progesteron sekresyonu iizerine etkisinin olmadigi, 100 ve 200 pM’lik

dozlarin ise progesteron salinimini baskiladigi gosterilmistir (Bilmen ve ark., 2016).

Inekten elde edilen miyometriyal, endometriyal, graniiloza ve luteal hiicrelerle
yapilan bir ¢alismada (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) da 0.1, 1 ve 10 ng/ml
dozlarindaki linuronun 72 saat sonra en yiiksek dozda dahi hiicreler igin toksik etki
gostermedigi ve canliliklarini etkilemedigi bildirilmistir. Ayni arastirmada herbisitin
myometriyumda ve endometriyumda prostaglandin F2a (PGF2a) sentezini
etkilemedigi, sadece en diisik dozunun endometriyumda prostaglandin E2 (PGE2)
saliimini azalttig1 ve biitliin dozlarinin da bazal ve oksitosin uyarimlt myometriyal
kontraksiyonlar1 zayiflattig1 bulgular arasindadir. Linuronun graniiloza hiicrelerinde
oksitosin ve Ostrojen salinimina etki etmedigi ancak, 0.1 ve 10 ng/ml dozlarda
testosteron sekresyonunu uyarici etki gosterdigi, luteal hiicrelerde ise 0.1 ve 10
ng/ml’lik dozda oksitosin salinimini arttirdigt ve 1 ng/ml’lik dozda progesteron

sentezini baskiladig da bildirilmektedir.

Linuronun farkli dozlarda diger endokrin bozucu kimyasallarla karistminin perinatal
olarak gebe ratlara uygulandigi bir ¢alismada (Johansson ve ark., 2016) ise plazma
prolaktin diizeylerinde azalma, ovaryum agirliklarinda diisme ve Ostrus dongiisiinde

diizensizlesme goriilmiistiir.
2.3.2. Kloridazon

2.3.2.1. Kloridazon'un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Organoklor grubu herbisitlerden kloridazon (5-amino-4-kloro-2-fenilpiridazin-3

(2H)-one), BASF Aktiengesellschaft tarafindan 1960'larin basinda gelistirilen bir
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kimyasaldir, giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sistemik yaprak ve toprak
herbisiti olan bu pridazinon bilesigi, bitkilerde fotosentezi engelleyerek etki

gostermektedir (Suwalsky ve ark., 1998).

Kloridazonun toprakta kaliciligi, karanlik ve aerobik kosullarda yiiksek olabilmekte,
su ve toprakta c¢evresel bozunmasi fotoliz destegi ile gerceklesmektedir (Tomlin,

2006). Kloridazon’a ait baz1 genel bilgiler Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Kloridazon’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Pubchem, 2021a)

Genel Ad1 Kloridazon
IUPAC Adi 5-amino-4-chloro-2-phenylpyridazin-3-one
(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl) methanol
Diger isimleri Pyrazon
5-amino-4-chloro-2-phenyl-3 (2H)-pyridazinone
CAS Numarasi 1698-60-8
EC Numarasi 216-920-2
Molekiiler Formuli C10HsCIN3O
Molekiiler Agirhgi 221.64 g/mol
N e
Kimyasal Yapisi : & iﬂj‘iu
Renk / Form Renksiz / Kati
Kokusu Kokusuz
Yogunlugu 1.54 g/cm? (20 °C)
Buhar Basinci 4.50x10"7 mm Hg (20 °C)
Kaynama Noktas1 312,2 °C (760 mm Hg)
Erime Noktasi 206 °C
Sudaki Coziiniirligi 400 mg/1 (20 °C)

2.3.2.2. Kloridazon'un Kullamldig1 Alanlar

Kloridazon, ¢ogunlukla seker pancarlarimin yetistirildigi tarim alanlarindaki tarla
akca ¢igegi, biiyiik ballibaba, kaz ayagi, hardal ve yakup otu gibi genis yaprakli
yabani otlar1 kontrol etmek i¢in yetisme Oncesi ve sonrasi kullanilan bir organoklorin
herbisittir. Ayrica soganl bitkiler ve giiller de dahil olmak {izere siis bitkilerinde de

kullanilmaktadir (Sanchez-Martin ve Saanchez-Camazano, 1991).
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2.3.2.3. Kloridazon'a Maruziyet Yollari

Kloridazona maruziyet genellikle oral, dermal ve inhalasyon yollariyla
gerceklesmektedir. Kloridazon hem tiretimi asamasinda ¢esitli atiklar yoluyla hem de
baz1 sebze ve siis bitkilerinde herbisit olarak kullanilmasi ile ¢evreye dogrudan
salmabilmektedir, 20 °C'de 4.5 x1077 mm Hg'lk bir buhar basincinda havaya
karismasi halinde, kloridazon atmosferde hem buhar hem de partikiil fazlarinda
bulunabilir. Buhar fazli kloridazon, fotokimyasal olarak {iretilen hidroksil radikalleri
ile reaksiyona girerek atmosferde bozunacaktir; havadaki bu reaksiyonun yari
Omriiniin 10 saat oldugu tahmin edilmektedir. Partikiil fazli kloridazon ise 1slak veya
kuru ¢okeltme yoluyla atmosferden uzaklastirilmaktadir. Kloridazon, simiile edilmis
giines 1s18inda 150 saatlik bir yar1 Omiir sergilemis ve bu nedenle giines 15181 ile
dogrudan fotolize duyarl olabilecegi belirtilmistir (Pubchem, 2021a). Kloridazon
cesitli toprak tiplerinde hareket edebilir veya toprakta ve suda kalicilik gdsterebilir.
Toprakta fotoliz yar1 6mrii 69 giin iken, aerobik toprakta yar1 omiir 90 ile 152 giin
arasindadir. Kloridazonun fotoliz ile suda bozunma siiresi ise 12,5 giin olarak
belirlenmigtir. Topraktan yiizeye veya yeralti sularina tasinmasi miimkiindiir ve bu
nedenle su kaynaklarinda kirlilige neden olabilecek kirleticiler kategorisindedir

(USEPA, 2005).
2.3.2.4. Kloridazon'un Toksik Etkileri

Kloridazonun rat, fare ve kopeklerde de viicut agirligini etkiledigi, karaciger ve
bobreklerde toksisiteye neden oldugu, kdpeklerde cok yiiksek dozun ¢ok kisa bir
stirede gastrik mukozayi etkiledigi bilinmektedir (EFSA, 2016).

Kloridazonun insan eritrositleri hiicre zarina olumsuz etkilerinin arastirildigi bir
calismada, 0,1 mM dozun eritrositlerde c¢entik olusumunu tetikledigi ortaya

koyulmustur (Suwalsky ve ark., 1998).

Kromozom hasarlarinin arastirildigi in vitro ¢alismalarda ; 7x107¢ M, 7x107> M ve
7x107* M konsantrasyonlardaki kloridazonun koyun ve sigir periferal lenfositlerinde
mikroniikleus (MN) indiiksiyonu {izerine etkili oldugu, ayrica sigir lenfositlerinde
kromozom anomalilerine ve kardes kromatit degisikliklerine neden oldugu tespit

edilmistir (Piesova, 1998; Sivikova ve ark., 1999). Kloridazonun DNA hasariin

23



degerlendirilmesi yoluyla genotoksik potansiyeli arastirilmis, spektrofotometri ve
spektropolarimetri ile izlenmis ve DNA molekiiliinde 6nemli konformasyonel
degisiklikler olusturdugu rapor edilmistir (Mehd ve ark., 2009). Ayrica kloridazon
gibi bir pridazinon tlirevi olan LCS-1’in 250 uM dozda, bir antioksidan olan SODI
enzimini inhibe ederek insan 16semi (HL-60) hiicrelerinin canliliklarini azalttigi da

bildirimler arasindadir (Steverding ve Barcelos, 2020).
2.3.2.5. Kloridazon'un Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Kloridazonun iireme ve gelisimsel etkilerinin arastirildigi calismalarda, rat
fetlislerinin rezorbsiyonuna neden oldugu ve hamster fetiislerinde ise kaburga ve
kuyruk anomalilerine yol agtigi belirtilmektedir (Schardein, 2000). Ayrica ratlarda
yapilan bir calismada, uterus epitel hiicrelerinde hipertrofiye sebep oldugu ve
neonatal ratlarda vajinanin acilma siiresini kisaltarak Ostrojenik etkiler olusturdugu
(Vargova ve ark., 1995) bildirilmis olup, bu etkilerini Ostrojen reseptorlerine

baglanarak gosterdigi diisiiniilmektedir (Kojima ve ark., 2004).
2.3.3. Metribuzin
2.3.3.1. Metribuzin'in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Metribuzin (4-amino-6-(1,1-dimetil-etil)-3(metiltio)-1,2,4-triazin-5(4H)-1),
metiltiotriazin kimyasal tiirevlerine ait, duyarli bitki tiirlerinin fotosentezini

engelleyen segici bir herbisittir (Fountoulakis ve ark., 2010).

Metribuzin’e ait baz1 genel bilgiler Tablo 3.3’te verilmistir.
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Tablo 3.3. Metribuzin’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Pubchem, 2021c)

Genel Ad1 Metribuzin
IUPAC Adi 4-amino-6-tert-butyl-3-methylsulfanyl-1,2,4-
4-amino-6-tert-butyl-4,5-dihydro-3-methylthio-
_ 1,2,4-triazin-5-one
Diger Isimleri 4-amino-6-tert-butyl-3-(methylsulfanyl)-1,2,4-
triazin-5(4H)-one
4-Amino-6-Tert-Butyl-3-(Methylthio)-1,2,4-
CAS Numarasi 21087-64-9
EC Numarasi 244-209-7
Molekiiler Formili C8H14N4OS
Molekiiler Agirhig 214.3 g/mol
™ -~
Kimyasal Yapisi = IN
- NG
N H o
Renk / Form Beyaz / Kristal
Kokusu Zayif karakteristik koku
Yogunlugu 1,28 g/cm?® (20 °C / 4 °C)
Buhar Basinci 4.35x10"7 mmHg (20 °C)
Kaynama Noktas1 132 °C
Erime Noktas1 126,2 °C
Sudaki Coziintirligi 1050 mg/l (20 °C)

2.3.3.2. Metribuzin'in Kullamildig1 Alanlar

Metribuzin, genis yaprakli yabani otlar1 ve ¢imenli yabanci ot tiirlerini segici olarak
kontrol etmek i¢in bitkilerde yetisme Oncesi ve sonrasi i¢in kullanilan genis
spektrumlu bir herbisittir. Genellikle soya fasulyesi, patates, mercimek, bezelye,

domates, yonca, kuskonmaz, misir, hububat ve seker kamis1 gibi {irlinlere uygulanir

(Roberts, 1998; Chiali ve ark., 2013).
2.3.3.3. Metribuzin'e Maruziyet Yollar:

Genel popiilasyonun bu herbisite maruz kalmasi, herbisit ile muamele edilen

gidalarin tiiketilmesiyle ortaya cikabilir. Gidalarda herbisitlerin varligi, hem akut
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hem de kronik etkileri olabileceginden biiyiikk bir endise kaynagidir (Alavanja ve
ark., 2004, Bassil ve ark., 2007).

Suda eriyebilirliginin ¢ok yiiksek olmasindan dolayr metribuzin yer alti sularina
karisma ihtimali en yiiksek olan herbisitlerden biri olarak bildirilmistir (USEPA,
2003). Milano’da yapilan bir ¢aligmada (Loffredo ve ark., 2021) topragin en istteki
0-5 cm’lik tabakasinda da konsantrasyonu 5.84 pg/g olarak bulunmustur ve bu

bolgedeki bitkilerin kok ve filizlerinde de az miktarlarda metribuzin tespit edilmistir.
2.3.3.4. Metribuzin'in Toksik Etkileri

Hem disi hem de erkek Sprague-Dawley sicanlara i¢gme sulariyla metribuzinin
verildigi bir calismada disilerde hipertiroidiye neden oldugu, erkeklerde de tiroksin

ve somatotropin seviyesini artirdigi belirlenmistir (Porter ve ark., 1993).

In vitro ortamda insan ve sigan dalak lenfositleri metribuzine maruz birakildiginda
diisiik konsantrasyonlarin (1-10 pM) lenfosit proliferasyonu icin sitokin tiretimini
aktive ettigi, yiiksek konsantrasyonlarin (25-100 uM) ise, lenfosit proliferasyonunun
ve sitokinlerin doza bagli inhibisyonunu indiikledigi, oksidatif stres indiiksiyonu ile
immiinomodiilator ozellik gosterdigi gozlenmistir (Medjdoub ve ark., 2011).
Medjdoub ve ark. (2016)’nin insan lenfosit kiiltiirleri ile yaptiklari benzer bir
arastirmada da 50 pM dozda metribuzinin lenfositlerin proliferasyonu i¢in gerekli
uyarimi saglayan sitokin sekresyonunu azaltarak immunsupresif etki olusturdugu
gosterilmistir. Degisik dozlarda metribuzin (0.3-1000 mg/L) ve triazin tiirevi
ametrinin (1.5-1000 mg/L) dogrudan insan lenfosit kiiltiirlerine eklendigi baska bir
deneyde ise 48 saat sonrasi, 1.5 mg/L ve ilizerindeki metribuzin ve 6.5 mg/L ve
tizerindeki ametrinin hiicresel 6liimii meydana getirdigi tespit edilmistir (Flores-

Maya ve ark., 2005).

Insanlarin diyet yoluyla maruz kalmasini taklit eden dozlarda kronik metribuzin
maruziyetinin in vivo etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, erkek ve disi
sicanlara 3 ay boyunca diisiik dozlarda (1,3 mg/kg, 13 mg/kg) metribuzin igeren bir
patates diyeti verilmis, viicut agirligi, gida alimi ve plazma glikozu, trigliserit, tire,
kreatinin, ALT ve AST seviyelerinde artig gibi biyokimyasal parametrelerde olumsuz

degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda bile organ
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fonksiyonlar1 iizerinde fizyolojik bozulmaya yol agan olumsuz etkileri tespit

edilmistir (Chiali ve ark., 2013).

Altmis giinlik erkek Wistar siganlarina giinliik olarak uygulanan yiiksek dozlarda
yine bir triazin tiirevi atrazinin (50 veya 200 mg/kg/giin), bu bireylerin serumundaki
androstenedion, testosteron, Ostradiol, Ostron, progesteron ve kortikosteron gibi
cesitli hormon seviyelerinde hafif artigslara neden oldugu gézlemlenmistir (Modic,

2004).

Pestisitlerin insan mineralokortikoit reseptorlerine etkilerinin arastirildigi  bir
calismada (Zhang ve ark., 2018), atrazin metaboliti disisopropil atrazin ve yine
triazin grubu herbisitlerden terbutilazinin aldosteron antagonisti oldugunu, insan
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mineralokortikoide yanit veren aldosteron kaynakli

Alk (alkalin fosfataz) gen ekspresyonunu %50’den fazla artirdigini gdstermislerdir.

Sprague-Dawley siganlarinda 25, 100 ve 200 mg/kg/giin dozlarinda atrazinin
teratojenik ve embriyotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada (Wu ve ark.,
2007), dogum Oncesi maruziyet ile herbisitin en yiiksek dozu, yeni dogan erkek
sicanlarin %10.23'tinde hipospadiasa ve en diisiik dozu ise bazi bireylerde cesitli

embriyotoksik hasarlara neden olmustur.

Genotoksisitelerini arastirmak icin, farelerin intraperitoneal enjeksiyonla maksimum
tolere edilen dozlara kadar triazinlere maruz birakildigi bir ¢alismada, atrazin ve
siyanazinin lokositlerde DNA hasarinda doza bagl artisa neden oldugu gdsterilmistir
(Tennant ve ark., 2001). Atrazin ayrica kemirgenlerde sitogenetik hasarlar
indiikleme yetenegini degerlendirmek icin test edilmis ve 20 ppm dozda atrazin
siganlarin igme sularina katildiginda kromozom sapmalarinin sayisinda artis ile

anomalilere neden oldugu gozlemlenmistir (Meisner ve ark., 1992).

Insan néroblastom (SH-SYSY) hiicre hattina degisik konsantrasyonlarda (5-25-50
pg/mL) muamele edilen atrazinin 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 25 pg/mL
(yaklasik 116 uM) dozda hiicre canliligini 6nemli oranda azalttigi belirtilmistir
(Abarikwu ve Farombi, 2015).
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2.3.3.5. Metribuzin'in Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Metribuzin’in ilireme sistemi lizerine etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanilamasa
da metribuzin gibi triazin tiirevi bir herbisit olan atrazinin 0.1, 1 ve 10 ng/ml
dozlarinda inek uterus ve ovaryum hiicrelerine uygulandigi bir ¢alismada graniiloza
hiicreleri icin sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir. Endometriyum ve
myometriyumda prostaglandin F2o (PGF2a) salimimini etkilemezken, yalnizca en
diisik dozunun endometriyumdan salinan prostaglandin E2 (PGE2) seviyesini
diistirdiigii ve yiiksek dozda ise spontan ve oksitosin kaynakli myometriyal
kontraksyonlar1 azalttigi gosterilmistir. Graniiloza hiicrelerinde atrazinin 1 ng/mL
dozda oksitosin salimimini ve tiim dozlarda da testosteron ve Ostrojen salinimin
artirdigi, luteal hiicrelerde ise en yiiksek dozunun progesteron salinimini azalttig

bildirilmistir (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017).

Domuz graniiloza hiicrelerinin 0.1, ve 10 uM dozda atrazin ile 48 saat inkiibe
edildigi in vitro bir calismada da atrazinin graniiloza hiicre canliligini ve
proliferasyonunu etkilemedigi, 0.1 uM dozda Ostrojen sentezini azaltirken, 10 uM

dozda progesteron sentezini artirdig1 gozlemlenmistir (Basini ve ark., 2012).

Ayrica atrazinin 2 mg/kg dozunun domuzlarda ovaryumlarda multipl kistlere ve
persistent KL’a neden oldugu, serum Ostradiol diizeyini disiiriirken progesteron
seviyesini artirdigi (Gojmerac ve ark., 1996; Gojmerac ve ark., 1999), ratlara in vivo
uygulanan 300 mg/kg dozun yeni olusmus korpus luteumda serum progesteronunu
artirdigi, StAR, Cypl1A1l ve 3B-HSD ekspresyonlarini artirirken 17B-0stradiole
doniistimii saglayan 17-BHSD’yi diistirdiigii gosterilmistir (Taketa ve ark., 2011).

Pogrmic-Majkic ve ark. (2014)’nin yaptiklari ¢alismada FSH ile uyarilan rat primer
graniiloza hiicreleri 20 uM atrazine maruz birakilinca, hiicrelerde FSH duyarliliginm
artirarak cAMP, AKT ve CEBPB sinyallerinde ve progesteron liretiminde belirgin
bir artisa neden oldugu goriilmiis, ayrica luteal markirlar olan StAR ve Cypll1Al
ekspresyonunda asir1 artis  ve progesteron/dstradiol oraninda bozulmalara
rastlanilmistir. Benzer bir ¢alismada da ayn1 dozda atrazin uygulamasinin Cyp19A1
ve LH-R (LH reseptorii) ekspresyonunu azalttig1 ve bu nedenle ostradiol iiretiminde
de azalma oldugu bildirilmistir (Fa ve ark., 2013). Tinfo ve ark. (2011) ise 10 ve 30
UM atrazinin rat graniiloza hiicrelerinde testosteronu Ostradiole doniistiiren aromataz
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enzimi aktivitesini ve Ostradiol iiretimini, 1-30 uM dozda ise progesteron iiretimini
artirdigin1 bildirmislerdir. Holloway ve ark. (2008) da insan graniiloza hiicreleri ile

yaptiklar1 ¢alismada 6stradiol sentezini artirdigi bulgusuna ulagsmislardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Geregler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

1. Hepa filtreli hava filtrasyon cihazi (Light Prossess, UV-FAN M2/55P-H-
JON)

2. Biyolojik hava kabini (Esco Class II BSC)

3. Karbondioksitli inkiibatdr (Binder, CB 150)

4. Santrifiyj cihaz1 (Hettich, EBA 21)

5. Ultra saf su cihaz1 (Millipore, Elix-5, Synergy 185)

6. Hassas terazi (Sartorius, CP225D)

7. Vorteks (Stuart, SA8)

8. Calkalamali su banyosu (Julabo, SW23)

9. Isitmali manyetik karigtirict (IKA-RET, Basic)

10. Masaiistii buharli sterilizator (Systec, 2540EL)

11. Paketleme cihaz1 (Euroseal, 2001 Plus)

12. Etiiv (Niive, EN 055)

13. Otomatik hiicre sayim cihazi (Life Technologies, Countess II)
14. Mikropleyt okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan Go)
15. Mikroplak calkalayici (Isolab, 1.613.11.001)

16. Otoanalizdr (Roche Diagnostics, Cobas e601)



3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu / F-12 Ham Besin Karigimi (Sigma,
D6421, ABD)

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu / F-12 Ham Besin Karisimi (Fenol
kirmizis1 igermeyen) (Sigma, D6434, ABD)

ITS Premiks (Sigma, 13146, ABD)

Antibiyotik/ Antimikotik Soliisyon (Sigma, A5955, ABD)
Yenidogan Buzagi Serumu (Sigma, N4637, ABD)

Tripan Mavisi Sollisyonu (Sigma, T8154, ABD)

L-Glutamin (Sigma, G7513, ABD)

Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu Tableti (Sigma, P4417, ABD)
Pursept(R)-AF Yiizey dezenfektani (Sigma, Z637386, ABD)
Deoksiribontikleaz (Sigma, D5025, ABD)

4-Androstene-3, 17-dione (Sigma, 46033, ABD)

Dimetil Siilfoksit (Sigma, D2650, ABD)

Etanol (Sigma, 34870, ABD)

WST-1 kiti (Abcam, ab155902, Ingiltere)

Linuron (Sigma, 36141, ABD)

Kloridazon (Sigma, 45385, ABD)

Metribuzin (Sigma, 36165, ABD)

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicrelerin izolasyonu

Arastirmaya hazirlik amaciyla deneyden bir giin dnce; tiim cam ve metal malzemeler

tek tek paketlenerek otoklavda sterilize edildi, steril plastik malzemeler hazirlandi,

laboratuvar dezenfekte edildi ve ultra saf su ile PBS (Phosphate Buffered Saline)

31



¢ozeltisi hazirlanarak otoklavda sterilize edildi. Deney Oncesinde hepa filtreli hava

filtrasyon cihazi ¢alistirildi.

Yerel mezbahalarda kesilen ineklerden alinan ovaryumlar 6nceden hazirlanan 37 °C
sicaklikta ve %1 antibiyotik iceren steril PBS igeren termosa koyularak 1 saat i¢cinde

laboratuvara getirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.2. izolasyon i¢in ayrilan ovaryumlardan &rnekler.
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Hicreler Glister ve ark. (2001)’nin graniiloza hiicre izolasyonu yontemi modifiye
edilerek izole edildi. Ovaryumlar ¢ozelti berraklasana kadar defalarca PBS ¢ozeltisi
ile yikandr (Sekil 3.2). Yiizey dezenfeksiyonunu saglamak i¢in %70’lik etanolden
gegirilen ovaryumlar, biyolojik hava kabini i¢ine, antibiyotikli steril PBS iceren bir
behere nakledildi. Ovaryum tlizerindeki 3-6 mm ¢apindaki folikiillerden 21 gauge
kantillii enjektor ile folikiil sivilart aspire edildi ve antibiyotikli PBS igeren falkon
tiipe aktarildi. Ayrica steril bir petri iizerinde, sivis1 aspire edilmis folikiillerde kalan

graniiloza hiicrelerini toplayabilmek icin, folikiiller steril bir bistiiri ile ikiye ayrildi

ve i¢ kisimlar plastik 6ze ile nazikc¢e kazindi ve PBS ile yikanarak petrideki yikama

stvist tiipe aktarildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Folikiil sivisinin toplanmas.

Tiiplerde toplanan hiicre silispansiyonu, ic¢indeki oositlerden elimine etmek igin
100um’lik siizgegten filtre edildi. Hiicreler 1000 g’de 5 dakika santrifiije edilerek
PBS ile 2 kez yikandi. Santrifiij islemi sonunda pellet kirildi. Daha sonra kan
hiicrelerini hemolize etmek igin iizerine 2 ml steril distile su ilave edilerek 10 sn
beklendi ve tlip 15 ml’ye kadar PBS ile tamamlanarak tekrar 1000 g’de 5 dk

santrifiije edildi. Santrifiij islemi sonrasi tekrar hiicre pelleti kirildi.

Yikama esnasinda parcalanan hiicrelerden agiga ¢ikan DNA kalintilari, graniiloza

hiicrelerinin birbirine yapismasina neden olmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak
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icin, %0,004 oraninda DNAaz enzimi igeren antibiyotikli PBS ¢ozeltisi ile tiip 15
ml'ye kadar tamamlandi. Sonrasinda yine 1000 g’de 5 dk santrifiije edildi ve 1 ml
stispansiyon kalacak sekilde siipernatant atildi. Geriye kalan hiicre pelleti yine kirild1

ve toplam 1 ml hiicre siispansiyonu olacak sekilde medyumla homojenize edildi
(Sekil 3.4)

Sekil 3.4. izole edilen graniiloza hiicreleri.

3.2.2. Hiicrelerin ekimi, uygulama gruplarinin olusturulmasi ve inkiibasyonu

Hiicre sayimi ve canlilik oranmi belirlemek amaciyla tripan mavisi soliisyonu
(%0,4°lik) kullanildi. Tripan mavisi; canliligini kaybetmis hiicrelerin zarlarindan
iceri girerek hiicreyi maviye boyamakta iken, canli hiicre membranindan
gecememekte ve hiicreler saydam-sarimsi-beyaz renkte giiriinmektedir. Bu islem igin
homojenize edilmis 1 ml hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak 20 pl tripan mavisi
ile karigtirildi. Otomatik hiicre sayim cihazi lamina aktarilarak 5 dk bekletildi ve

lamin cihazda okutulmasi sonucu 1 ml hiicre siispansiyonundaki canli hiicre sayisi

belirlendi (Sekil 3.5).

34



S

(® Results

Total concentration:

3.64 x 104/mL

Trypan Blue dilution corrected
LIVE 71%
257 x 104/mL

DEAD 29%
1.07 x 10%/mL

st

Sekil 3.5. Boyama sonrasi hiicre sayim cihazi laminda graniiloza hiicreleri ve canlilik
oranlari.

Deney diizenegi hazirlamak amaciyla, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytleri 48 ve 96
saatlik inkiibasyonlar icin ayr1 ayr1 olacak sekilde; kontrol grubu, linuron, kloridazon
ve metribuzinin diisiik, orta ve yiiksek dozlar1 i¢in 3’er kuyucuk olacak sekilde

isaretlendi.

Hiicrelerin ekimi i¢in Onceden oda 1sismna getirilen kimyasallar ile medyum
hazirlandi. Bu amagla graniiloza hiicreleri i¢in uygun besi yeri olan 15 mM HEPES’li
DMEM F12-HAM igerisine; inkiibasyon siiresince hiicrelerin pleyt tabanina
yapigmalari, yeterince beslenebilmeleri, ayrica hiicre kaybinin onlenebilmesi i¢in
%10 FBS (Fetal Buzagi Serumu), %] L-glutamin, olas1 bakteri ve mantar
kontaminasyon risklerini en aza indirmek igin ise %] antibiyotik-antimikotik
soliisyonu eklendi. Hazirlanmis olan medyumdan pleytte isaretli tiim kuyucuklara

100’er ul konuldu. Daha sonra her kuyucuga 2x10* hiicre eklendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Pleytlerin isaretlenmesi ve hiicre ekimi.

Homojen bir dagilim olmasi i¢in pleytler mikroplak calkalayici ile hafif¢ce ¢alkalandi.
Sonrasinda pleytler %5 CO, igeren 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatdrde hiicrelerin
yapismast i¢in 24 saat inkiibe edildi.

24 saatlik inkiibasyon sona ermeden 1-2 saat once hiicrelere uygulanacak endokrin
bozucu bilesikler iceren medyum hazirlandi. Bunun ig¢in, oOncelikle kontrol ve
deneme gruplarinda steroit hormonlarin sentezinin devamini saglamak amaciyla
0,001 M’lik androstenedion stok ¢dzeltisi ile, 1077 M androstenedion igeren DMEM
F12-HAM medyumu hazirlandi. Bu medyuma %21 antibiyotik-antimikotik, %1 L-
glutamin ve graniiloza hiicrelerini ¢ogaltmak amaciyla %1 ITS premiksi (10 pg/ml
insulin, 5,5 pg/ml transferrin, 5 ng/ml sodyum selenit) eklendi. Hazirlanan medyum
kontrol grubunda ve endokrin bozucu herbisitlerin uygulama dozlarinin

hazirlanmasinda kullanildi. Uygulama dozlar1 yapilan 6n ¢aligmalar ile belirlendi.

Oncelikle linuron, kloridazon ve metribuzinin stok soliisyonlar: hazirlandi.
Herbisitlerin ¢ozdiiriilmesinde linuron igin saf etil alkol, kloridazon ve metribuzin

icin steril DMSO (Dimetilsiilfoksit) kullanildi. Tiim gruplarda ¢oziicli oranlar1 en
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fazla %0,1 olacak sekilde ayarlandi. Stok c¢ozeltiler belli oranlarda medyumla
sulandirilarak uygulama dozlari elde edildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Graniiloza hiicrelerine uygulanan endokrin bozucu herbisitler ve dozlari.

Linuron Kloridazon Metribuzin
10 pM 10 pM 25 uM
50 uM 100 pM 250 pM
250 pM 1000 pM 2500 pM

Ilk 24 saatlik inkiibasyon sonunda eski medyum atildi ve pleyte yapisan hiicreler
tizerine her kuyucuk i¢in 100’er pl yukarida verilen dozlarda endokrin bozucu igeren
medyum, kontrol medyumu ve %0,1 etil alkol/DMSO igeren medyum eklendi.
Sonrasinda pleytler 48 saat daha inkiibe edildi.

3.2.3. Canlilik testleri ve hormon orneklerinin toplanmasi

Kirk sekiz saat inkiibasyon sonrasinda pleytler inkiibatorden c¢ikarildi. Hormon
analizi i¢cin medyumlar mikrotiiplere toplandi1 ve analiz yapilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi. Pleytte kalan hiicrelere WST testi yapildi. 96 saat inkiibasyon i¢in
isaretlenmis pleytlere yeniden kontrol medyumu, %0,1 etil alkol/DMSO igeren
medyum ve farkli dozlardaki endokrin bozucu igeren medyumlar eklenerek 48 saat

daha inkiibasyon i¢in etiive konuldu.

Sitotoksite diizeyini belirlemek amaciyla uygulanan WST testinde, bir tetrazolyum
bilesigi olan WST-1"in hiicre medyumuna eklenip inkiibe edilmesi sonucunda; WST-
1 igerigindeki tetrazolyum tuzlar1 yalmizca canli hiicrelerden elektron alarak
indirgenmekte ve formazan denilen yapiya doniiserek renk degisikligi
olusturmaktadir, bu degisim de kolorimetrik olarak oOl¢iilerek hiicrelerdeki canlilik
diizeyi belirlenmektedir. Bu amacla hormon analizi i¢in medyumu alinmis 48 saatlik
pleyt kuyucuklarina 100’er pl %10 antibiyotik-antimikotik soliisyonu, %10 ITS
premiksi, %10 L-glutamin igeren fenol redsiz DMEM F12-HAM (Sigma, D6434,
ABD) medyum hazirlanarak eklendi. Ayrica 9 yeni kuyucuga 3 er tekrar olmak iizere
blank olarak hiicre icermeyen medyum ve %0,1 etil alkol/DMSO igeren medyum
ilave edildi. Ardindan tiim kuyucuklara WST-1 kitinden 10’ar mikrolitre eklenerek
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151k almayacak sekilde folyo ile sarilarak 4 saat inkiibatorde birakildi (Sekil 3.7).
Inkiibasyon sonunda pleyt karanlik ortamda mikropleyt okuyucuya konularak 450
nm ve 650 nm’ye karsi absorbans degerleri 6l¢iildii. Net absorbanslar (abs450-
abs650)-blank formiiliine gore hesaplandi. Bu degerler, canliliginin %100 oldugu
farz edilen kontrol gruplartyla kiyaslanarak endokrin bozucu bilesiklerin canlilik
tizerine etkisini belirlemede kullanildi. Canlihik oram1 = uygulama grubunun
absorbansi / kontrol grubunun absorbansi x100 formiiliine goére hesaplandi. 96 saat
inkiibe edilen pleyt icin de medyum ornekleri alimi ve WST testi ayni sekilde
tekrarlandi.

Sekil 3.7. WST 6lgiimii i¢in hazirlanmig pleyt.

3.2.4. Hormon analizleri

Ostrojen ve progesteron hormon &lgiimleri Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Laboratuvarinda elektrokemiluminesans yontemi ile ticari kitlerle yapildi
(Roche Cobas €601 otoanalizdr). Bu yontemde 6rnek ve biotinize hormon spesifik
antikor immunkompleks olusturmak i¢in inkiibe edilir ve hormon miktarina baglh
olarak immunkompleks olusur. Streptovidin kapli mikropartikiiller ve rutenyum
kompleksi ile kaplanmis bir hormon tiirevi bu karisima eklenir ve antikor-hapten
kompleksi olusur. Biitiin kompleks streptovidin-biotin etkilesimi yardimiyla kat1 faza

yapigsmaya Dbaslar. Reaksiyon karisimi Olglim hiicrelerine aspire edilir ve
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kemiliiminesans 1s1maya neden olan elektrotlara voltaj uygulanir. Isima yogunlugu
kaydedilir ve bu da numunenin hedeflenen analitinin miktarinin belirlenmesini

saglar.

Yukarida sayilan tiim uygulamalar istatistiksel dogrulugu artirmak amaciyla her bir

grup icin 3 kez tekrarlandi.
3.2.5. istatistiksel Analiz

Aragtirma sonunda elde edilen veriler GraphPad 6.0 (La Jolla, CA, USA) istatistik
programinda tekrarli 6l¢giimlerde varyans analizi metodu ile degerlendirildi. Gruplar
arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde ise Tukey testi kullanildi. P<0.05 diizeyi

anlaml olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Graniiloza Hiicrelerinin Canlihgina
Etkileri

Linuronun ¢o6ziiciisi olarak kullanilan %0,1’lik alkol ve kloridazonla metribuzinin
¢oziiclisii olan %0,1’lik DMSO iceren medyumla inkiibe edilen hiicrelerin canlilik
oranlar1 hem 48 hem de 96 saatte %100 olarak kabul edildi ve deneme gruplarinin

canliliklar1 kontrol grubuna oranlanarak belirlendi (Sekil 4.1 A-C).

Linuronun 10, 50 ve 250 uM dozlarina maruz kalan hiicrelerin canliliginda hem 48
hem de 96. saatlerde bir fark bulunamadi. Kloridazonun 10 pM’lik dozunda
inkiibasyon siiresinin ilerlemesiyle graniiloza hiicrelerinin canlilig1 iizerine herhangi
bir etki goriilmedi. Ancak 100 ve 1000 uM’lik kloridazon dozlarinda canlilik 96.
saatte 48. saate oranla 6nemli diizeyde azaldi (sirasiyla p<0.001 ve p<0.05). Bunun
yani sira kloridazonun 1000 pM’lik dozundaki canlilik, hem 48 ve hem de 96.
saatlerde kontrol, 10 ve 100 puM’lik dozlarla kiyaslandiginda azaldi (sirasiyla
p<0.001, p<0.05 ve p<0.001).
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Sekil 4.1. Farkli dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in graniiloza
hiicrelerinin canliligina etkisi.

a, b: Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasindaki dnemi gosterir (P < 0.05). x, y, z:
Kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar1 gosterir (P < 0.05).

Metribuzin uygulama gruplarinda ise 25 uM’lik dozda 48. ve 96. saatte kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliligi degismezken, 250 uM’lik dozda 96. saatteki hiicre



canlilig1 48. saattekine gore azaldi (p<0.05), 2500 puM’lik dozda ise hem 48 hem de
96. saatte diger doz gruplan ile kiyaslandiginda hiicre canliligi 6énemli derecede

azald1 (p<0.001).

4.2. Hormon Analizleri
4.2.1. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Ostrojen Salinim1 Uzerine Etkileri

Sekil 4.2 A-C’de goriildiigii gibi linuron, kloridazon ve metribuzine maruz kalan
graniiloza hiicrelerinde Gstrojen salinimi 96. saatte 48. saate gore azaldi (p<0.05).
Linuron ve kloridazon uygulama gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise 48.
saatte Ostrojen salmiminda bir fark goriilmezken, 96. saatte en yiiksek dozdaki
uygulama grubunda (250 uM linuron ve 1000 uM kloridazon) hormon diizeyi
kontrol ve diger uygulama gruplarina gore azaldi (p<0.05). Metribuzin grubunda da
2500 pM’lik dozda 6strojen diizeyi hem 48 hem de 96. saatte hem kontrol hem de 25
uM ve 250 uM’lik doza gore azaldi (p<0.001).
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Sekil 4.2. Farkli dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in Ostrojen
salinimina etkisi.

a, b: Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasindaki 6nemi gosterir (P < 0.05). x, y: Kontrol
ve uygulama gruplar arasindaki farkliliklar1 gosterir (P < 0.05).

4.2.2. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Progesteron Sahmm Uzerine
Etkileri

Linurona maruz kalan graniiloza hiicrelerinde 250 uM’lik dozda 96. saatteki
progesteron diizeyi 48. saate oranla azaldi (p<0.001). 48. saatte hi¢bir uygulama
grubunun progesteron degerleri arasinda istatistiksel bir anlam gozlenmedi. 96. saatte
ise 250 uM Linuron grubunda kontrol, 10 ve 50 uM’lik gruplara gére progesteron

diizeyi azald1 (p<0.05). Kloridazon ve metribuzin uygulama gruplarmin hepsinde 96.
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saatteki progesteron diizeyleri 48. saate gore azaldi (p<0.001). 48. saatte sadece en
yiiksek kloridazon dozundaki uygulama grubunda (1000 pM) progesteron diizeyi
azalirken (p<0.05), 96. saatte biitiin uygulama gruplarinin progesteron diizeyleri
kontrol grubuna gore diistii. Metribuzin uygulanan grupta ise 48. saatte progesteron
diizeyleri degismezken, 96. saatteki progesteron diizeyleri 25, 250 ve 2500 uM’lik
grupta kontrol grubuna goére P<0.001 diizeyinde azaldi. 250 ve 2500 uM’lik
uygulamalardaki azalma ise daha belirgin oldu (Sekil 4.3 A-C).
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Sekil 4.3. Farkli dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in progesteron
salinimina etkisi.

a, b: Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasindaki 6nemi gosterir (P < 0.05). x, y, z:
Kontrol ve uygulama gruplarn arasindaki farkliliklar1 gosterir (P < 0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Diinyada yaygin bir kullanim alani olan herbisitler daha kaliteli iiriin elde ederek
iiretim maliyetlerini distirebilir. Ancak, biyolojik ¢esitlilige, sular1 kirleterek gerek
insan saghigina gerekse sularda yasayan canlilara verdigi zararlar, yag dokuda
birikerek olusturdugu hasarlar ve uzun yar1 6miirleri disiiniildiigiinde kullanimlari

kayg1 vericidir.

Ovaryum islevselliginin korunmasi hayvanin tireme saghig i¢in olduk¢a dnemli bir
faktordiir. Ureme sistemindeki problemler hayvamin dél verimini etkileyerek ciddi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Endokrin bozucu etkisi oldugu bilinen 20’ye
yakin herbisit bulunmaktadir (Gupta, 2017) ve bu herbisitler ilaglama yoluyla
tarimsal iriinlerde ve dogaya karisarak suda kalinti birakmalarindan dolayr bu
tirtinleri tiiketen dogadaki canlilarin ve bu canlilar tiiketen insanlarin sagligi i¢in de

potansiyel bir risk kaynagi olusturmaktadirlar (Mnif ve ark., 2011).

Bu aragtirmada tarimsal ilagclamada yaygin sekilde kullanilan herbisitlerden disi
ireme fizyolojisi lizerine etkilerine dair olduk¢a kisithi sayida literatiir bulunan
linuron, kloridazon ve metribuzinin inek graniiloza hiicreleri canlilifina ve bu
hiicreler tarafindan sentezlenen Ostrojen ve progesteron hormonlar1 {izerine

etkilerinin in vitro ortamda arastirilmasi amaglanmistir.

Yapilan literatiir taramasinda, arastirma konusu olan endokrin bozucu herbisitlerden
linuron, kloridazon ve metribuzinin disi {ireme sistemi iizerine direkt veya dolayl
etkileriyle ilgili rat (Porter ve ark., 1993; Vargova ve ark., 1995; Johansson ve ark.,
2016), hamster (Kojima ve ark., 2004) ve inek (Bilmen ve ark., 2016; Wrobel ve
Mlynarczuk, 2017)’lerde oldukg¢a smirli sayida in vivo ve in vitro arastirmaya

rastlanmis, ancak bu arastirmalardan graniiloza hiicreleri tizerinde ¢alisilan yalnizca



bir ¢alismaya ulasilabilmistir. Wrobel ve Mlynarczuk (2017) tarafindan yapilan bu
calismada sadece c¢ok diisiik dozlardaki linuronun inek graniiloza hiicreleri
canliligma ve bu hiicrelerden salinan Ostrojen {izerine etkileri arastirilmistir.
Dolayisiyla ¢alismamiz inek graniiloza hiicre Kkiiltiirlinde linuron, kloridazon ve
metribuzinin hiicre canliligi, Ostrojen ve progesteron sentezi iizerine etkilerinin

arastirildigi ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

Aragtirmada kullanilan herbisit dozlar1 yapilan 6n denemeler sonucunda, linuron igin
10, 50, 250 uM, kloridazon i¢in 10, 100, 1000 uM ve metribuzin i¢in 25, 250, 2500
UM olarak belirlenmistir.

Mevcut arastirmada graniiloza hiicrelerine uygulanan 10, 50, 250 pM linuron
konsantrasyonlarinin hem 48. hem de 96. saatte hiicreler i¢in toksik etki gdstermeyip
canliliklarin1 etkilememesi, in vitro ortamda 0.1, 1 ve 10 ng/ml (yaklasik olarak
0.0004, 0.004 ve 0.04 uM) dozlarindaki linuronun inek myometriyum ve
endometriyum hiicreleri ve ovaryum graniiloza ve luteal hiicrelerine uygulandig
caligmanin (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) bulgular ile paraleldir. Nitekim anilan
calismada uygulanan dozlarin ¢alismamizdaki dozlardan olduk¢a diisiik olmasi ve
inkiibasyon siliresinin 72 saat oldugu disiiniildiigiinde, calismamiz linuronun
graniiloza hiicreleri canliligini daha yiiksek dozda ve daha uzun siire inkiibasyonla
bile etkilemedigini ortaya koymaktadir. Lambright ve ark. (2000)’nin yaptiklari in
vitro ¢alismada da linuronun 10 pM’lik dozunun maymun bobrek hiicresi olan CV-1
hiicrelerinde sitotoksik etki gostermedigini vurgulamislardir. Buna ragmen linuronun
erkek ratlarda Leydig hiicrelerinde hiicre proliferasyonu sirasinda DNA sentezi i¢in
bir belirte¢ olan PCNA proteini ekspresyonlarinda azalmaya (Ding ve ark., 2017),
androjene bagli dokularda malformasyonlara neden oldugunu (Mclntyre ve ark.,
2000; Wilson ve ark., 2009), Leydig hiicre tiimorii olusumuna yol agtigini1 (Cook ve
ark., 1993) bildiren in vivo arastirmalar da mevcuttur. Ayrica, in vitro ortamda
yapilan caligmalarda Roloff ve ark. (1992)’nin insan lenfositlerine uyguladiklart 0.5
ug/ml (yaklasik 2 uM) linuronun kromozom hasarma yol agtigi, Lorenzetti ve ark.
(2010)’nin ise insan prostat adenokarsinom hiicrelerine uyguladiklar1 100 pM
linuronun 6nemli oranda sitotoksik etki gosterdigi bulgularma ulasilmistir. Farkli
dokularda olumsuz etkilerinin goriildiigii linuronun arastirmamizda graniiloza hiicre

canliligina etkisinin goriilmemesi yapilan arastirmalardaki canl tiirleri, hiicre tipleri
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ve hiicrelerin linurona maruz kalma siiresi gibi farkliliklardan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Pestisitlerin toksisitesinden sorumlu asil mekanizma halen tam olarak ¢oziilememis
olsa da artan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROS/RNS) sistemik oksidatif
stresi tetiklenmesinin anahtar rol oynadig: bildirilmektedir. Ortaya ¢ikan toksisiteden
sorumlu oldugu bilinen iki ana ROS kaynagi, mitokondri ve NADPH oksidaz
enzimleridir (Kalyanaraman ve ark., 2016). Linuron gibi tiyoiire grubuna dahil bir
herbisit olan diuron ile yapilan g¢alismalarda oksidatif fosforilasyonu (Owen ve
Halestrap, 1993), glukoneogenezisi inhibe ettigi ve mitokondriyal ATP/ADP oranini
azalttigi One siriilmistir (da Silva Simdes ve ark.,, 2017). Rat karaciger
mitokondrisinin izole edildigi baska bir in vitro ¢alismada da diuronun hiicre
solunumunu ve mitokondriyal membrana bagli enzim aktivitelerini inhibe ettigi
goriilmustiir. Diuron toksisitesinde ROS’un muhtemel mekanizma oldugu da
bildirimler arasindadir (Huovinen ve ark., 2011; Kao ve ark., 2019). Insan karacigeri
Olimstiz HepG2 hiicrelerinde de diuron dozuna bagimli bir ROS {iretimi
gosterilmistir (Kao ve ark., 2019). Diuronla elde edilen bu sonuglara gore,
arastirmamizda uyguladigimiz linuron dozlarinin graniiloza hiicreleri canliligin
etkilememesi bu dozlarda linuronun graniiloza hiicrelerinde ROS iiretimini

degistirmedigi sonucuna baglanabilir.

Arastirmamizin bulgularina gore, graniiloza hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon
sonras1 kloridazonun sadece en yiiksek (1000 uM) dozu kontrol grubuna kiyasla
sitotoksik etki gostermis ve 96. saatte de bu etki orta (100 uM) dozdan itibaren
gorilmeye baslamistir. Literatiir taramalarinda kloridazonun herhangi bir tiirde
tireme hiicreleri canliligna etkisini arastiran in vivo veya in vitro g¢alismaya
rastlanmamis olup, farkli tiirlere ait farkli hiicrelerle yapilan in vitro sitotoksite ve
genotoksite c¢alismalar1 bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda ise 100 uM dozda
kloridazonun insan eritrositlerinde ¢entik olusumuna neden oldugu (Suwalsky ve
ark., 1998), 7-70-700 uM dozlarda koyun ve sigir periferal lenfositlerinde
mikroniikleus (MN) indiiksiyonu {izerine etkili oldugu, ayrica sigir lenfositlerinde
kromozom anomalilerine ve kardes kromatit degisikliklerine yol actig1 bulgularina
ulasilmistir (Piesova, 1998; Sivikova ve ark., 1999). Kloridazon gibi bir pridazinon

tirevi olan LCS-1’in 250 uM dozda, bir antioksidan olan siiperoksit dismutaz
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enzimini kodlayan SOD1 geni ekspresyonunu inhibe ederek HL-60 hiicrelerinin
canliliklarmi azalttigi da bildirimler arasindadir (Steverding ve Barcelos, 2020).
Hiicrede mitokondriyal enerji liretimi esnasinda olusan serbest radikallere karsi temel
savunmada Onemi rol oynayan siiperoksit dismutaz enziminin engellenmesi, hiicrede
serbest radikallerin birikmesine yol acarak oksidatif stres ve hiicresel hasara neden
olmaktadir (Aslankog ve ark., 2019). Dolayisiyla arastirmamizda kloridazon ile
olusan sitotoksik etki bu nedenle olugsmus olabilir. Ayrica anilan ¢alismalarda her ne
kadar hiicrelerin elde edildigi tiir ve kullanilan hiicre ¢esidi farkli olsa da uygulanan

dozlar bakimindan ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Arastirmada uyguladigimiz metribuzinin 25 pM’lik en diisik dozunun 48. ve 96.
saatte kontrol grubuna kiyasla graniiloza hiicre canliligini etkilememesi, metribuzin
gibi triazin tirevi olan atrazinin 10 ng/ml (yaklasik 0,05 pM) dozlarda inek
myometriyum ve endometriyum hiicreleri ve ovaryum graniiloza ve luteal hiicreleri
ile 72 saat inkiibe edildigi (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) ve 0.1, ve 10 uM dozda
atrazinin domuz graniiloza hiicreleri ile 48 saat inkiibe edildigi (Basini ve ark., 2012)
in vitro g¢alismalarin bu dozlarda hiicre canlihigmnmi etkilemedigi bulgulariyla
uyumludur. Inkiibasyon siireleri ¢alismamiza gore daha kisa olan bu iki galisma,
metribuzinin 25 pM konsantrasyonundan daha diisiik seviyelerde de graniiloza hiicre

canliligin1 etkilemeyebilecegi olasiligini diistindiirmektedir.

Caligmamizda uyguladigimiz metribuzinin 250 uM’lik orta dozu ile yalnizca 96.
saatte (p<0.05), 2500 uM’lik yiiksek dozu ile hem 48. hem de 96. saatte hiicre
canliligt 6nemli derecede azalmistir (p<0.001). Metribuzinin hiicre canliligi ve
proliferasyonu iizerine etkilerini arastiran sadece birka¢ in vitro aragtirmaya
ulasilabilmis olup, bu arastirmalar da lenfositler ile yapilmistir. Medjdoub ve ark.
(2011)’nin insan ve rat dalak lenfositlerine 48 saat inkiibasyonla uyguladiklart 1-10
uM metribuzinin lenfosit proliferasyonunu artirdigr ancak, 25-100 uM dozda
oksidatif stres ve DNA hasarina neden oldugu ve lenfosit proliferasyonunu inhibe
ettigi, yine ayni arastirmacilarin (Medjdoub ve ark., 2016) insan lenfosit kiiltiirleri ile
yaptiklar1 benzer bir arastirmada da 50 uM metribuzinin lenfositlerin proliferasyonu
azalttig1 gosterilmistir. Metribuzinin farkli dozlarda (0.3-1000 mg/L) dogrudan insan
lenfositleri ile 48 saat kiiltiire edildigi bagka bir calismada ise, 1.5 mg/L (yaklasik 7

uM) ve tizerindeki dozlarin hiicrelerde 6liime neden oldugu tespit edilmistir (Flores-
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Maya ve ark., 2005). Degisik tiirlere ait lenfositlerle yapilan bu g¢aligmalarda
uygulanan dozlarin etkileri, calismamizdaki orta ve yiiksek dozun etkileri ile kismen
benzerlik tasisa da diisiik dozlardaki etkileri ile ¢alismamizdan farkli sonuclara
sahiptir. Ayn1 zamanda Medjdoub ve ark. (2011)’nin insan lenfositlerinde diisiik
dozlarda bildirdigi etkiler, Flores-Maya ve ark. (2005)’nin bulgular ile ¢elismekte
olup bu dozlardaki etkinin lenfositlerdeki giivenilirligi diistindiiriiciidiir. Yapilan in
Vivo ¢alismalarda ise, ratlara 440, 220 ve 110 mg/kg dozlarinda haftada 2 giin oral
olarak 3 ay siire ile subkronik metribuzin uygulanmasiyla akciger, karaciger ve
bobreklerde sitotoksik etki olusturdugu, mitokondriyal elektron transportu ve
fosforilasyon iizerine olumsuz etki ettigi de bildirimler arasindadir (Abou Mosallam,
2016). Karaciger hiicrelerindeki toksisitesi Samir ve Asma (2018) tarafindan da

gosterilmistir.

Benzer sekilde triazin tiirevi olan diger herbisitlerin farkli hiicrelerde sitotoksik
etkilerine dair in vitro ve in vivo ¢aligmalarda, 25 ve 50 pg/mL (yaklasik 116 ve 232
uM) atrazinin insan noroblastom (SH-SYS5Y) hiicrelerinde (Abarikwu ve Farombi,
2015), 6.5 mg/L ve tizeri dozda ametrinin insan lenfositlerinde 6liime yol agtigi
(Flores-Maya ve ark., 2005), 0.0005 pg/ml (yaklasik 0.002 uM) (Roloff ve ark.,
1992) ve 0.01, 0.1, 1 ug/mL dozlarinda atrazinin insan lenfositlerinde, 20 ppm dozda
ise fare kemik iligi hiicrelerinde 6nemli kromozom hasarina neden oldugu (Meisner
ve ark., 1992), atrazin ve siyanazinin fare 16kositlerinde DNA hasarina sebep oldugu
(Tennant ve ark., 2001) bildirilmistir. Genel olarak orta ve yiiksek dozda metribuzin
ile gbzlemledigimiz sonuclar1 destekleyen bu arastirmalara ragmen, ¢calismamizda 25
uM’lik en diisiik dozda metribuzinin graniiloza hiicrelerini etkilememesi bu
hiicrelerin bahsi gegen hiicrelere gore metribuzine daha dayanikli oldugunu

gosterebilir.

Ayrica, metribuzinin, inkiibasyon siireleri dikkate alindiginda orta dozdan itibaren
hiicre canliligin1 kloridazon ile benzer sekilde azalttig1 fakat metribuzinde bu etkinin
ozellikle yiiksek dozda daha giiglii oldugu anlagilmaktadir. Calismamiz hem
kloridazon hem de metribuzinin graniiloza hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerini
degerlendiren ilk calisma olma 6zelligine sahiptir. Bu alanda c¢aligma yapilmasina

daha fazla ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir.
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Arastirmada hiicrelerin canlilik oranlarin1  6lgmede kullanilan WST assay,
mitokondriyal dehidrojenazin aktivitesini Ol¢en bir canlilik testidir. Caligmamizda
linuron uygulamasinda canliligin degismemesi, kloridazonun 100 ve 1000 uM’lik
dozlarinda siireye bagli, 48 ve 96. saatte de en yiiksek dozda (1000 uM) canliligin
azaldiginin goriilmesi; metribuzinde de canliligin 48. saatte en yiliksek dozda (2500
uM), 96. saatte de hem 250 hem de 2500 uM’lik dozda azalmasi, bu gruplardaki
hiicrelerde mitokondriyal fonksiyonun kloridazon ve metribuzinin kullanilan dozlar1
tarafindan bozuldugunun bir gostergesidir. Bu herbisitlerin sitotoksik etkilerinin
olugsmasinda mitokondriyal toksisite muhtemelen en onemli mekanizmadir. ROS
tiretimi de hiicre canliligini etkileyen onemli bir faktdr olup, hiicre tiplerinin ve
herbisitlerle onlarin metabolitleri arasinda ROS iretiminde farklilik gortlebilir
(Mohammed ve ark., 2020). Arastirmamizda kullanilan kimyasallarin graniiloza

hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki farkli etkileri de bu nedene baglanabilir.

Endokrin bozucular dogal hormonlarin baglanacaklari reseptorlere baglanip onlari
taklit ederek veya reseptorlere baglanmadan onlarin sentezine, salgilanmasina,
atilmasina ve gorevlerine miidahale ederler. Ureme sistemi iizerine etkili olanlar ise
folikiillerdeki Ostrojen iiretimi ve ovulasyon problemlerine ya da progesteron
salmmmint olumsuz etkileyip disiiklere yol acgarak steroit hormon sentezini

bozabilirler (Gregoraszczuk, 2002).

Mevcut aragtirmada linuronun, 48. saatte tiim konsantrasyonlarda graniiloza
hiicrelerinde Gstrojen ve progesteron sentezini etkilemedigi, 96. saatte ise 250 pM’lik
en yiksek uygulama dozunda her iki hormon diizeyini azalttigi (p<0.05)
belirlenmistir. Daha 6nce yapilan benzer in vitro g¢alismalarda, 0.1-10 ng/ml
(yaklasik 0,0004-0,04 pM) linuron ile 72 saat inkiibe edilen inek graniiloza
hiicrelerinde (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) ve 2.5, 25 ve 250 pg/L (yaklasik 0.01,
0.1 ve 1 uM) linuron ile 12 saat inkiibe edilen kocakafa golyan baligi (Pimephales
promelas) ovaryumlarinda (Ornostay ve ark., 2013) &strojen sekresyonunun
degismedigi bildirilmistir. Ozellikle Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un elde ettigi bu
bulgular 48. saatte tiim dozlarda, 96. saatte 10 ve 50 uM linuron ile buldugumuz
sonuglarla paralel olsa da uyguladiklari doz caligmamizdan oldukca diisiik ve
inkiibasyon siiresi ¢alismamizdan kisadir. Ayn1 ¢alismada 0.1 ve 10 ng/ml linuronun

graniiloza hiicrelerinde testosteronu artirict etki gosterdigi goriilmiis ve bu sonug
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linuronun inek graniiloza hiicrelerinde androjenlerin Ostrojene doniigiimiinii
engelleyebilecegi seklinde aciklanmistir. Bunun aksine, linuronun erkek ratlarda
lireme sistemine etkilerini arastiran in vivo ve in vitro calismalarda testosteron
sekresyonunu onemli diizeyde azalttig1 (Ding ve ark., 2017; Wilson ve ark., 2009)
bulgularina ulasilsa da androjen reseptor antagonisti oldugu (Cook ve ark., 1993;
Lambright ve ark., 2000; Mclintyre ve ark., 2000) bulgularim1 bildiren in vivo
caligmalar agirlik kazanmaktadir. Bu calismalarda da belirtildigi gibi antiandrojenik
maddelerin bazilar1 androjen reseptorlerine baglanmak icin androjenlerle yarisirlar,
androjen reseptorlerinin (AR) DNA’ya baglanmasini inhibe ederler ve gerek in vivo
gerekse in vitro androjen bagimli gen ekspresyonlarini degistirirler. Linuron
antiandrojenik bir etkiyle androjen reseptorlerine yarigsmali olarak baglanir.
Dolayisiyla ¢alismamizda en yiiksek dozda (250 pM) linuronun inkiibasyon stiresi
uzadik¢a 96. saatte etkisinin belirginlesmis ve Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un
yukaridaki agiklamasina paralel sekilde graniiloza hiicrelerindeki androjen
reseptorlerine  baglanarak testosteronun Ostrojene donilisiimiinii  engellemis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Bununla birlikte Cook ve ark. (1993) tarafindan 2 hafta siire ile 200 mg/kg dozda
linuronun, sekstiel olgunluga ulagmis erkek ratlarda serum E2 ve LH diizeyini
artirdig1 ve artan LH ile birlikte Leydig hiicre timorii olusumunun indiiklendigi, in
vitro ortamda testosteron ile inkiibe edilmis ventral prostat sitozoliinde androjen
reseptorlerine baglanarak testosteron ile yaristigi, Stoker ve ark. (2000) tarafindan da
linuronun erkek ratlarda puberte yasimi geciktirdigi, aksesuar cinsiyet organlarinin
agirliklarini azalttigr belirtilmis ve bu bulgularin altinda yatan nedenin linuronun AR
antagonisti olmasindan baska, MSS-hipotalamus-hipofiz ve gonadlar arasindaki
iliskiyi degistirmesi ve steroit katabolizmasini artirmasi olabilecegi sonucuna

varilmistir.

Literatiir taramasinda linuronun graniiloza hiicrelerinden saliman progesteron
seviyelerine etkisini arastiran herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis olup, linurona
72 saat maruz birakilan inek luteal hiicrelerinde 0.1 ng/ml (yaklasik 0,0004 pM) doz
ile etkilenmeyen progesteron diizeyinin, 1 ng/ml’lik doz (yaklasik 0,004 uM) ile
baskilandigini bildiren ¢alisma (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017), inkiibasyon siiresi ve

kullanilan hiicrelerin farkli olusu goz ardi edildiginde doza paralel sekilde etkinin
49



olugmasi yoniiyle ¢aligmamiza benzemekte olsa da linuronun 10 ng/ml’lik (yaklagik
0,04 uM) en yiiksek dozda progesteron iizerine istatiktiksel olarak anlamli bir etki
olusturmadig1 bulgusu ile ¢alismamizdan farklilik gostermektedir. Yine inek luteal
hiicreleriyle yapilan baska bir ¢alismada (Bilmen ve ark., 2016) da inek graniiloza
hiicrelerine uyguladigimiz linuronun 50 pM’lik orta dozu ayni inkiibasyon
stirelerinde sonuglarimizla benzer sekilde progesteron sekresyonunu etkilememis,
fakat 100 ve 200 uM’lik dozlarda hem 48. saatte hem de 96. saatte progesteron
salinnmmi o6nemli oranda baskilayarak fark olusturmustur. Dolayisiyla
aragtirmamizda 48. saatte 250 uM dozda bile gérmedigimiz bu baskilayici etkinin
anilan ¢alismada 100 uM dozdan itibaren goriilmesi, linuronun graniiloza hiicrelerine
kiyasla luteal hiicrelerde progesteronu azaltici etkisinin daha belirgin oldugunu

gosterebilir.

Ayrica yapilan in vivo calismalarda kolesterolden progesterona ve ondan da
testosterona doniisiim siirecinde etkili olan enzim ve proteinlerin gen ekspresyonlari
da degerlendirilmistir. Linuronun erkek yavru ratlara etkilerini incelemek tizere gebe
ratlara uygulandigi calismalarda Insl3, StAR mRNA ve CypllAl, Cypl7Al
ekspresyonlarint etkilemedigi (Wilson ve ark., 2009; Katsanou ve ark., 2020)
bulgulart ¢alismamizda uyguladigimiz linuronun diisiik ve orta dozdaki etkileri ile
uyum igerisindedir. Steroit hormonlarin sentezi disi hayvanlarda farkli hiicrelerde
gerceklesse de mekanizmalar1 temelde aynidir. Insl3 ve Cypl7Al progesterondan
androstenedion {iiretiminde StAR ve CypllAl ise kolesteroliin pregnenolona
donilisiimii stirecinde rol oynamaktadir. Androstenedion testosterona ve ardindan
Ostrojene, pregnenolon ise progesterona doniismektedir. Bulgularimizda da
belirtildigi iizere diisilk ve orta dozda linuron hem Ostrojen hem de progesteron
diizeyini etkilememistir. Bu yonleriyle yukarida anilan g¢alismalar farkli tiir ve

cinsiyette yapilmis olsalar da ¢calismamizin bu sonuglarini desteklemektedir.

Buna ragmen c¢alismamizda yiiksek dozda linuron ile gozlemledigimiz Ostrojen ve
progesteron seviyelerinde azalma bulgularini destekleyen arastirmalar da mevcuttur.
Gebe ratlara linuronun uygulandigi bir aragtirmada (Ding ve ark., 2017) erkek
yavrularda P450scc ve 3B-HSD enzimleri ekspresyonunda azalma tespit edilmistir.
Nitekim P450scc’nin kolesteroliin pregnenolona, 33-HSD’nin ise pregnenolonun

progesterona doniisiimiinde etkili oldugu bilinmektedir. Oysa P450scc ailesinden
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olan Cyp11ATl’in ve 38-HSD oncesinde rol oynayan StAR proteininin yukaridaki
caligmalarda linuron ile etkilenmedigi bildirilmistir. Buradaki ayriligin doz
farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla her ne kadar erkek
hayvanlarda yapilan ve farkli bulgular1 bildiren ¢alismalarin bir kismi sonug¢larimizi
desteklese de Ozellikle inek luteal hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar linuronun farkl
hiicreleri farkli siirelerde etkileyebilecegini gdstermesi bakimindan Onemlidir.
Aragtirmamizda gozlemledigimiz 250 uM dozda linuronun Ostrojen ve progesteron
sentezini azaltict etkisi doz ve inkiibasyon siiresi arttik¢a linuronun Ostrojen ve
progesteron iretiminde etkili olan bazi enzimlerin ekspresyonunu baskilamaya
basladigin1 gosterebilir. Bu konuda 6zellikle graniiloza hiicreleriyle yapilacak olan

daha ayrintili ¢calismalarin bulgularimizi destekleyebilecegini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda linuron ile benzer sekilde yalnizca 96. saatte en yiiksek dozdaki
(1000 uM) kloridazonun 0Ostrojen sentezini baskiladigi (p<0.05) belirlenmistir.
Bununla birlikte inkiibasyonun 48. saatinde yalnizca en yiiksek dozda (1000 puM),
96. saatinde ise tiim dozlarda (10, 1000, 1000 uM) kloridazonun graniiloza
hiicrelerinin progesteron sentezini baskiladigi ortaya konulmus olup, 48. saatte
linuron ve metribuzinin higbir doz grubunda progesteron sentezinde istatiktiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmemesine ragmen kloridazonun en yiiksek dozu ile
goriilen azalma, hiicrelerin bu dozda kloridazona kisa siireli maruziyetinin dahi
progesteron Uretimini baskiladigini gdstermesi bakimindan Onem tasimaktadir.
Yapilan literatlir taramalarinda kloridazonun ratlarda uterus epitel hiicrelerinde
hipertrofiye sebep oldugunu ve neonatal ratlarda vajinanin agilma siiresini kisaltarak
Ostrojenik etkiler olusturdugunu belirten in vivo ¢alisma (Vargova ve ark., 1995)
disinda iireme hormonlarina etkilerine dair herhangi bir aragtirmaya ulasilamamistir.
Ancak kloridazonla ayn1 organoklorin grubu pestisitlerle yapilan ve bulgularimizi

destekler nitelikte asagida belirtilen ¢alismalar mevcuttur.

Domuz folikiiler hiicrelerinde p,p’-DDT'nin (0,4-4 pg/ml) E2 {iretimini azalttigi, 4
ug/ml dozda DDT izomerleri (p,p’- ve o,p’-DDT) ve DDE izomeri p,p’-DDE ile
progesteron sentezi azalirken diger izomer o,p’-DDE ile bu etkinin goriilmedigi
calisma (Wojtowicz ve ark., 2007) bulgular1 bir yandan sonuglarimiz ile uyum
icerisindeyken ayni ¢alismada o,p’-DDT ve o,p’-DDE’nin 0,004 ila 4 ug/ml dozlarda

aromataz aktivitesi ve E2 sentezini artirdif1 ancak ostrojen reseptorii beta (ERbeta)
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ekspresyonunu azalttigi bulgusu Ostrojen artmis olsa da baglanacagi reseptorlerin
azalmast nedeniyle etkilerinin engellenebilecegini  gostermesi  bakimindan
hipotezimizi desteklemektedir. Diger yandan (100 ng/ml) DDE’nin insan graniiloza
hiicrelerinde testosteronu Ostradiole donlistiiren aromataz enzimini artirdig
(Younglai ve ark., 2004) belirtilmis, domuz graniiloza hiicrelerinde ise 0.3—-320
ug/ml dozda progesteron sentezini bloke ettigi ve buna CAMP sentezi ve Cypl1Al
ekspresyonunu baskilamasmin eslik ettigi bildirilmistir (Chedrese ve Feyles, 2001;
Crellin ve ark., 2001). Buna gére DDE’nin 6ncelikle cAMP olusumunu engelledigi
ve dolayisiyla kolesterolii pregnenolona doniistiren CypllAl ekspresyonunun
azalmasma yol ag¢tifi ve steroidogenezisi bu mekanizmayla degistirdigi

diistiniilebilir.

Organoklorlu pestisitlerden metoksiklor ile yapilan ¢alismalarda da 250-500 mg/kg
dozun inkiibe edilen rat ovaryumlarinda E2 ve testosteron iiretimini azalttigi, gebe
ratlarda implantasyonu bozdugu ve serum progesteron diizeylerini diistirdiigl
(Cummings ve Laskey, 1993) belirtilirken, 0.1-3.5 ng/ml dozun domuz graniiloza
hiicrelerinde bazal ve FSH ile uyarilan progesteron iiretimini azalttigi, ancak
yukarida belirttigimiz DDE bulgusunun aksine cAMP seviyelerini degistirmeden
CypllA1l transkriptinin seviyelerini artirdigi gosterilmis ve bu durumda
metoksiklorun steroit sentezinde kolesteroliin pregnenolona doniisiimii Oncesi bir
basamag: bloke edebilecegi one siiriilmiistiir (Chedrese ve Feyles, 2001; Crellin ve
ark., 2001). Ayrica fare antral folikiillerinde metoksiklorun (1-100 pg/ml) StAR, 3p-
HSD, CypllAl, Cypl7A1, Cypl9A1 mRNA'larin ekspresyonunu azalttigini ve
ardindan ana cinsiyet steroitlerinde diisiisler oldugunu (Basavarajappa ve ark., 2011),
bunun yani sira metoksiklora (20 pg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin) fetal ve neonatal
maruziyetin Ostrojen reseptorii-2 (ESR2) ekspresyonunu baskilayarak ratlarda
ovaryum disfonksiyonuna neden oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Armenti
ve ark., 2008; Zama ve Uzumcu, 2009). Diger taraftan metoksiklorun metaboliti
HPTE’nin (500 mg/kg) fare ovaryum ve uterus dokularinda antiandrojenik etki
gosterdigi de bildirimler arasindadir (Waters ve ark., 2001).

Yapilan diger in vivo ¢alismalarda, Straube ve ark. (1999) kloridazonun da iginde
bulundugu bir grup pestisit ilaglamasinda c¢alisan erkeklerde maruziyetten 1 giin

sonra testosteron ve Ostradiol diizeyinin diistiigiinii, aylarca kronik maruziyette ise
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testosteron diizeyinin arttigini ve ostrojenin diismeye devam ettigini bildirmis, Haake
ve ark. (1987) ise gesitli organoklorlu pestisitlere maruz biraktiklari ratlarda benzer
bulgulara ulasmis ve bu degisikliklerin nedenini pestisitler tarafindan enzimlerin
indiiksiyonu sonucu olusan testosteron metabolitlerinin aromataz sistemini inhibe
etmesine baglamislardir. Benzer sekilde Tomczak ve ark. (1981) da organoklorlu
pestisitlerden insektisit heksaklorosikloheksanin iiretim biriminde c¢alisan erkek
iscilerin 8 yil bu kimyasala maruziyeti ile serum LH diizeylerinin arttigini, FSH
diizeylerinde 6nemli bir deg8isim gozlenmezken testosteron diizeylerinin biraz

diistiigiini belirtmislerdir.

Kloridazon ve onun bagli oldugu organoklorlu pestisitler grubundaki kimyasallar ile
yapilan calismalarin bir kismi her ne kadar arastirmada ulastigimiz bulgular
desteklese de bu calismalarda uygulanan kimyasallarin metabolitleri ile bile farkli
bulgulara ulasildiginin goriilmesi, benzer kimyasal bilesime sahip herbisitlerin ayni
etkileri gostermeyebilecegini ifade etmesi bakimimndan Onem tasimaktadir.
Arastirmamizda Ostrojen ve progesteron iiretim basamaklarinda rol oynayan enzim
ifadelerine bakilmadigindan kesin bir sonuca varilamamis ancak, yapilan literatiir
incelemelerine gore kloridazonun 1000 pM’lik dozda Ostrojen sentezini
baskilamasinin ve inkiibasyonun 48. saatinde en yiiksek dozda (1000 pM), 96.
saatinde ise tiim dozlarda (10, 1000, 1000 uM) progesteron sentezini azaltici
etkisinin altinda yatan mekanizmanin bu dozlarda kloridazonun androjen reseptor
antagonisti gibi davranarak Ostrojen ve progesteron lretiminde etkili olan bazi
enzimlerin aktivitelerini engellemesiyle ilgili olabilecegini ve ileride yapilacak daha

ayrintili caligsmalarla bulgularimizin desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Linuron ve kloridazondan farkli olarak, inkiibasyonun 48. saatinde metribuzinin en
yiiksek dozu (2500 uM) ostrojen salinimini belirgin diizeyde (p<0.001) azaltict etki
gostermis ve bu etkinin zamanla arttigi 96. saatte gdézlemlenmistir. Progesteron
salinimi ise 48. saatte degismemis 96. saatte 250 ve 2500 uM dozda daha da belirgin
olmak iizere azalmistir (p<0.001). Metribuzinin disi ratlarda hipertiroidiye sebep
oldugu, erkek ratlarda ise tiroksin ve somatotropin diizeylerini artirdigi in vivo
calisma (Porter ve ark., 1993) disinda endokrin etkilerine dair daha once yapilan

herhangi bir arastirmaya ulasilamamis olup, metribuzin gibi triazin tiirevi atrazinin
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farkli dozlarda Gstrojen ve progesterona etkisini degisik tiirlerde inceleyen benzer in

vitro ve in vivo ¢alismalar bulunmaktadir.

Basini ve ark. (2012)’nin domuz graniiloza hiicrelerinde 0.1 uM dozda atrazinin 48
saatlik inkiibasyon sonrasi Ostrojen sentezini azalttigi, 10 uM dozda ise Ostrojeni
etkilemezken progesteron sentezini artirdigi, Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un inek
graniiloza hiicrelerinde atrazin ile 72 saatlik inkiibasyon sonrasi 0.1-10 ng/ml
(yaklasik 0,0005-0,05 uM) dozda 6strojen diizeyini artirdig1 ancak ayni inkiibasyon
stiresinde 10 ng/ml (yaklasik 0,05 uM) dozda atrazinin luteal progesteron sentezini
baskiladigi bulgulari mevcuttur. Wrobel ve Mlynarczuk (2017) ¢aligmasinda
graniiloza hiicrelerinden salinan testosteron diizeyini de Olgmiis ve atrazinin
testosteronu artirdigini, ostrojen artisinin da bundan kaynaklandigini ileri stirmiistiir.
Tinfo ve ark. (2011) tarafindan ise 10 ve 30 uM atrazinin 24 saatlik inkiibasyon
sonrast rat graniiloza hiicrelerinde testosteronu Ostradiole doniistiiren aromataz
enzimi aktivitesini ve Ostradiol iiretimini artirdigi, 1-30 uM dozda da progesteron
sentezini artirdig1 belirlenmistir. Bunun aksine, yine rat graniiloza hiicrelerinde 20
uM atrazinin Cypl9A1 (aromataz) ile birlikte Gstradiol {iretimini azalttigi (Fa ve
ark., 2013), bazal progesteron seviyesini etkilemedigi ancak FSH ile uyarilmis
hiicrelerde FSH duyarliligint artirarak progesteron iiretiminde belirgin bir artiga
neden oldugu, progesteron/ostradiol oraninda bozulmalara yol agtigi bildirilmistir
(Pogrmic-Majkic ve ark., 2014). Insan graniiloza hiicrelerinde 1-10 uM atrazinin
aromataz enzimi aktivitesini artirdigi da bildirimler arasindadir (Holloway ve ark.,
2008).

Yapilan in vivo ¢alismalarda ise, 2 mg/kg atrazinin domuzlarda serum o&stradiol
diizeyini diisiirtirken progesteronu artirdigi (Gojmerac ve ark., 1996), disi ratlara
uygulanan 300 mg/kg dozun androstenedionun testosterona dolayisiyla da 17f3-
Ostradiole doniisiimii saglayan 17-BHSD’yi azalttigi ancak serum progesteronunu
artirdig1 gosterilmistir (Taketa ve ark., 2011). Bu iki arastirma atrazinin progesteron
seviyesini artirirken Ostrojen olusumunu azaltmasi ile androjen reseptor antagonisti
etkisi gosterebilecegini ortaya koymasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Diger yandan
erkek ratlarda yapilan in vivo ¢alismada ise (Modic, 2004), yiiksek dozlarda (50 veya

200 mg/kg/giin) atrazinin serum Ostradiol, dstron ve progesteron hormonlar1 yani sira
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androstenedion, testosteron ve kortikosteron hormonlart seviyesini de doza bagh

artirdig bildirilmistir.

Taketa ve ark. (2011) ve Pogrmic-Majkic ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 ¢alismalar
atrazinin progesteron diizeyini artirmasinda steroidogenesis siirecinde yer alan enzim
ve proteinlerin (StAR, Cyp11A1l, 3B-HSD, cAMP, AKT, CEBPB) ekspresyonlarini
artirarak etkili oldugunu gosterse de Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un yaptiklari
calisma disinda anilan tiim ¢alismalar inekten farkli hayvan tiirlerinde yapilmistir.
Tiim bu calismalarda metribuzinden farkli olarak atrazin uygulandigi ve in vitro
calismalarda graniiloza hiicrelerinin ¢alismamizdakinden farklt inkiibasyon
stirelerine maruz kaldigi goriilmektedir. Bununla birlikte Pogrmic-Majkic ve ark.
(2014)’nin galigmasina gore, atrazin 20 pM dozda rat graniiloza hiicrelerinde bazal
progesteron seviyelerini etkilememesine ragmen FSH ile uyarilan hiicrelere ayn
dozda uygulandiginda progesteron seviyelerini artirdigi bulgusu FSH etkisine
baglanabilir. Rat primer graniiloza hiicrelerine yine 20 uM dozda uygulanan
atrazinin LH-R ekspresyonunu azalttigin1 gésteren bir diger ¢alisma (Fa ve ark.,
2013) da bulgularimizi destekler niteliktedir. Nitekim LH’nin reseptérlerine
baglanmasi hiicre i¢ci cAMP'nin ve onun hedefi protein kinaz (PKA) ve cAMP guanin
niikleotit degisim faktorlerinin (CAMP-GEFs) aktivasyonuna yol acar. Bu da ERK
1/2 yolagim1 aktive ederek progesteron sekresyonunu dolayisiya steroidogenezi

diizenler (Chin ve Abayasekara, 2004)

Bu caligmalarin yani sira insan H295R adrenokortikal karsinom hiicrelerine
uygulanan atrazin, simazin ve propazinin aromataz enzimi aktivitesini doza bagh
olarak (0-30 uM) yaklagik 2.5 katina ¢ikardigi ve bobrekiistii bezinden salinan
Ostrojen iretimini artirabilecegine dikkat cekilen (Sanderson ve ark., 2000) ve
disizopropil atrazin ve terbiitilazinin insanlarda aldosteron antagonisti oldugunun
gosterildigi (Zhang ve ark., 2018) c¢alismalar da triazin tiirevi herbisitlerin

steroidogenezise etkilerini ortaya koymasi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Her ne kadar triazin grubundaki herbisitlerle yapilan c¢alismalarmm bir kismi
metribuzin ile ulastigimiz bulgular1i desteklese de Ozellikle atrazinle yapilan
caligmalarin da birbiriyle celistigi goriilmistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar

incelendiginde metribuzinin 2500 puM’lik dozda Ostrojen sentezi {izerine ve
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inkiibasyonun 96. saatinde 6zellikle 250 ve 2500 uM’lik dozda belirgin olmak {izere
progesteron sentezi iizerine olan baskilayici etkisinin bu dozlarda metribuzinin diger
steroit endokrin bozucular gibi androjen reseptdr antagonisti gibi davranarak ve
Ostrojen ve progesteron sentezinde rol oynayan bazi enzimlerin ifadelerini
baskilamasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Bu konuda daha ayrintili

calismalarla sonuglarin desteklenmesine ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir.

5.2. Sonug¢ ve Oneriler

Bu caligmada, ozellikle yiiksek dozlarda kloridazon ve metribuzinin graniiloza
hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden oldugu ve inkiibasyon medyumuna steroit
hormon sentezinin devami i¢in androstenedion eklenmesine ragmen ii¢ herbisitin de
maruziyet siiresi uzadik¢a Ostrojen salimimini azalttifi ortaya konulmus olup, bu
herbisitlerin androjen reseptor antagonisti gibi davranarak testosteronun Ostrojene
dontigiimiinii engelledigi diistiniilmektedir. Ayrica yiiksek dozda linuronun 96. saatte,
kloridazon ve metribuzinin ise siire ve doza bagli olarak progesteron diizeyini
disiirdiigli  belirlendiginden daha sonra yapilacak c¢alismalar ile sentez

basamagindaki enzim yolaklarina etkilerinin arastirilmasi uygun olacaktir.

Sonu¢ olarak mevcut c¢aligma, kloridazon ve metribuzinin graniiloza hiicreleri
canliligt ve steroidogenezisi iizerine, linuronun ise graniilloza hiicrelerinde
progesteron diizeyi iizerine etkilerinin arastirildig: ilk ¢alisma olmast bakimindan
Oonem tagimaktadir. Calismamiz ayrica daha Once linuronla yapilmis ¢aligmalarda
kullanilan dozlardan daha genis bir aralikta linuronun etkilerini gosteren bir
arastirma olmustur. Yapilan denemelerle ortaya cikan sonuglar, bu herbisitlerin
ozellikle yiiksek dozlarmin ve uzun siireli maruziyetlerinin iireme fizyolojisi
acisindan biiyiik dneme sahip olan ovaryum hiicreleri lizerinde etkili olabilecegini ve
bu hiicrelerin salgiladiklart hormonlar1 olumsuz etkileyebilecegini gostermistir. Bu
yoniiyle ¢aligma sonuglarinin hayvanlarda ve dolayisiyla belki de insanlarda goriilen

muhtemel iireme sistemi problemlerinin nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir.

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, mevcut in vitro calismadan
elde edilen bu bulgular ile endokrin bozucu herbisitlerin insanlarin beslenmesinde
onemli yer tutan ve ekonomik degeri olan ¢iftlik hayvanlarinda gergek etkilerinin
ortaya c¢ikarilabilmesi agisindan in vivo calismalarla da desteklenmesinin faydali

56



olacag diisliniilmektedir. Ayrica iireme sagliginin tiim canlilarda neslin devamut igin
Oonemi diisliniildigiinde, tarimda giderek yayginlasan bu kimyasal uygulamalarinin
siirlandirilmast ve bu konuda toplum bilincinin olusturulmas: ig¢in Yyasal

diizenlemeler yapilmasinin yararli olacagi yadsinamaz bir gercektir.
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