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LĠNURON, KLORĠDAZON VE METRĠBUZĠN’ĠN GRANÜLOZA HÜCRE 

STEROĠDOGENEZĠSĠ ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN ĠN-VĠTRO ARAġTIRILMASI 

Metehan Eser KAHVECĠ 

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Veterinerlik Fizyolojisi Anabilim Dalı 

Doktora Tezi, Haziran 2022 

DanıĢmanlar: Prof. Dr. AyĢe Arzu YĠĞĠT, Doç. Dr. Ebru ÇETĠN 

 

ÖZET 

Endokrin bozucu (EB) bileĢikler, farklı sağlık problemlerine yol açması nedeniyle hem 

hayvanlar hem de insanlar için bir endiĢe kaynağı haline gelmiĢtir. Bu araĢtırmada EB 

etkileri araĢtırılan pestisitlerin bir dalı olan ve bitkisel ürünlerin çoğunda verimi 

artırmak amacıyla kullanılan herbisitlerden linuron, kloridazon ve metribuzinin inek 

granüloza hücrelerinin canlılık düzeyi ile bu hücrelerden sentezlenen östrojen ve 

progesteron hormonları üzerine etkileri incelendi.  

Bu amaçla ovaryumdaki foliküllerden izole edilen granüloza hücreleri 96 saat boyunca 

10, 50 ve 250 µM linuron; 10, 100 ve 1000 µM kloridazon ve 25, 250 ve 2500 µM 

metribuzine maruz bırakıldı. 48 ve 96. saatte hücre canlılıkları belirlenerek, 

medyumlarda östrojen ve progesteron düzeyleri ölçüldü. Elde edilen veriler GraphPad 

istatistik programında tekrarlı ölçümlerde varyans analizi metodu ile değerlendirildi. 

Gruplar arasındaki farklılığın değerlendirilmesinde ise Tukey testi kullanıldı. 

Linuronun hiçbir dozunun hücre canlılığına önemli derecede bir etkisi görülmezken, 

kloridazon ve metribuzinin özellikle en yüksek dozlarının hücre canlılığını azalttığı 

görüldü. Linuron, kloridazon ve metribuzine maruz kalan granüloza hücrelerinde 

östrojen salınımı 96. saatte 48. saate göre azaldı (p<0.05). Östrojen salınımı yönünden 

doz grupları arasındaki fark da her bir herbisit uygulamasında özellikle 96. saatte ve en 

yüksek uygulama gruplarında (250 µM linuron, 1000 µM kloridazon ve 2500 µM 

metribuzin) oldu. En yüksek dozda linurona maruz kalan grupta 96. saatte progesteron 

düzeyi doza bağımlı olarak azalırken, kloridazon ve metribuzin gruplarında da en 

yüksek dozlarında inkübasyon süresi uzamasıyla bu azalma daha belirgin hale geldi.  

ÇalıĢmada özellikle yüksek dozlarda kloridazon ve metribuzinin sitotoksik etkiye sahip 

olduğu ve inkübasyon medyumuna steroit hormon sentezinin devamı için 

androstenedion eklenmesine rağmen üç herbisitin de granüloza hücrelerinde östrojen 

salınımını azalttığı ortaya konulmuĢ olup, bu herbisitlerin testosteronun östrojene 

dönüĢümünü engelleyerek androjen reseptör antagonisti gibi davrandığı 

düĢünülmektedir. Ayrıca yüksek dozda linuron, kloridazon ve metribuzinin progesteron 

düzeyini de düĢürdüğü belirlendiğinden ileriki çalıĢmalarda bu herbisitlerin steroit 

hormon sentez basamaklarındaki enzim yolaklarına etkilerinin araĢtırılması uygun 

olacaktır. Bu araĢtırma sonucunda linuron, kloridazon ve metribuzinin üreme 

hormonları üzerindeki endokrin bozucu etkisi gösterilerek insan ve hayvanlarda 

karĢılaĢılan üreme sistemi problemlerinde potansiyel bir neden olabileceği ortaya 

konulmaya çalıĢılmıĢtır. 

Anahtar Kelimeler: Granüloza hücresi; kloridazon; linuron; metribuzin; östrojen 
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IN-VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LINURON, CHLORIDAZON 

AND METRIBUZIN ON GRANULOSA CELL STEROIDOGENESIS 

Metehan Eser KAHVECĠ 

Erciyes University, Institute of Health Sciences 

Department of Veterinary Physiology 

PhD Thesis, June 2022 

Supervisors: Prof. Dr. AyĢe Arzu YĠĞĠT, Doç. Dr. Ebru ÇETĠN 

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 µM linuron, 10, 100 and 1000 µM chloridazon and 25, 250 and 2500 µM 

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 µM linuron, 1000 µM 

chloridazon and 2500 µM 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.  GĠRĠġ VE AMAÇ 

Her geçen gün artan dünya nüfusunun beslenme ihtiyacını karĢılayabilmek amacıyla 

tarımsal üretim miktarını artırmak için yabancı otlar, böcekler ve mantarlarla 

mücadelede çeĢitli pestisitler kullanılmaktadır. Dünya genelinde kullanılan bu 

kimyasalların en büyük kısmını %42’lik bir oran ile yabancı otlara karĢı kullanılan 

herbisitler oluĢturmaktadır  (Yiğit ve Kabakçı, 2020). Ülkemizde ise en son 

açıklanan verilere göre tarımsal ilaç kullanım miktarı son 10 yılda yaklaĢık %39 

oranında artarak 2020 yılında 53.672 tona ulaĢmıĢtır. Bu miktarın 13.250 tonunun ise 

herbisitler olduğu açıklanmıĢtır (TÜIK, 2021). 

Herbisitlerin dünyada yaygın Ģekilde kullanımı daha kaliteli ürün elde ederek üretim 

maliyetlerini düĢürebilir ancak, biyolojik çeĢitliliğe verdiği zararlar, suları kirleterek 

gerek insan sağlığına gerekse suda yaĢayan canlılara yönelik olumsuz etkileri ve 

uzun yarı ömürleri nedeniyle vücutta birikerek oluĢturdukları hasarlar 

düĢünüldüğünde endiĢe verici sonuçlar doğurmaktadır (Yiğit ve Kabakçı, 2020). 

Uygunsuz ve dikkatsiz Ģekilde kullanılan bu kimyasallara aĢırı maruziyet sonucu 

endokrin bozucu etkileri ile üreme sorunları da dahil olmak üzere pek çok olumsuz 

etkiler ortaya çıkmaktadır (Gupta, 2018).  

Hayvanlar üzerinde yapılan birçok araĢtırmada, herbisitlere uzun süreli düĢük doz 

maruziyetin, bağıĢıklık sisteminin baskılanması, hormonal bozukluklar, zeka geriliği, 

üreme ve geliĢim anormallikleri ve hatta kanser gibi olumsuz etkilerle bağlantılı 

olduğu ve kuĢ popülasyonlarının azalmasına neden olduğu belirtilmiĢtir (Gupta, 

2017). Östrus siklusunun bozulması, tekrarlayan yalancı gebelikler, fetal ölüm, 

hidronefroz, yarık damak, siklopi, diyafram fıtığı, iskelet ve iç organ 

malformasyonları gibi teratojenik etkiler de herbisit toksisitesinde görülen 
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semptomlardandır (Gupta, 2018). Hayvanların bu kimyasallara uzun süreli maruz 

kalmaları sonucunda, nörodejeneratif etkiler ve solunum problemleri dahil olmak 

üzere bir dizi sağlık problemine yol açabildiği de belirtilmiĢtir. Herbisitlerin insan 

sağlığı üzerindeki zararlı etkileri ise, bu bileĢiklerin kimyasal sınıfı, doz, süre ve 

maruz kalma yolu gibi çeĢitli faktörler tarafından belirlenmektedir (Marin-Morales 

ve ark., 2013). 

Ġnsanlar için hayati öneme sahip besin maddelerinin kaynağı olan ve ülke 

ekonomisine yüksek katma değer sağlayan ineklerde üretkenlik oldukça önemlidir. 

Üretkenlik, sağlıklı bir üreme fizyolojisi varlığında mümkün olabilmektedir (Kabakçı 

ve Yiğit, 2019). Üreme sistemindeki problemler hayvanın döl verimini etkileyerek 

ciddi ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Bu kapsamda ovaryum iĢlevselliğinin 

korunması hayvanın üreme sağlığı için oldukça önemli bir faktördür. Endokrin 

bozucular vücuttaki hormonların salınımına etki ederek homeostatik dengeyi 

bozarlar (Gupta, 2017). Üreme sistemi üzerine endokrin bozucu etkisi belirlenen 

20’den fazla herbisit bulunmakta ve bazı ülkelerde bunların bir kısmı kullanımdan 

kaldırılmıĢken, bazı ülkelerde kullanımına devam edilmektedir, (Mnif ve ark., 2011).  

AraĢtırmanın konusu olan herbisitler de farklı sistemlerde endokrin bozucu etkileri 

olduğu bilinen kimyasallardır. Ancak bu herbisitlerin diĢi üreme sisteminde endokrin 

bozucu olup olmadığına dair yapılan çalıĢmalar oldukça sınırlıdır. Bu nedenle bu 

çalıĢmada, günümüzde tarımsal ilaçlamada oldukça yaygın Ģekilde kullanılan 

pestisitlerden herbisit grubuna ait linuron, kloridazon ve metribuzinin inek granüloza 

hücreleri canlılığına ve bu hücreler tarafından sentezlenen östrojen ve progesteron 

hormonları üzerine etkilerinin in vitro ortamda araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Elde 

edilecek veriler ıĢığında bu herbisitlerin diĢi üreme sistemi üzerine etkilerinin 

yorumlanması, insan ve hayvan sağlığı üzerine etkilerinin değerlendirilmesi, herbisit 

kullanımına karĢı toplumsal bilinç geliĢtirilmesine katkı sağlayacaktır. 



 

 

 

 

2.  GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ġneklerde Ovaryum Fizyolojisi  

Ovaryum fizyolojisi, hormonların etkisiyle ovaryum üzerinde oluĢan foliküllerin 

geliĢmesi, oositlerin olgunlaĢması, ovulasyonun gerçekleĢmesi, korpus luteum 

(KL)’un oluĢması, östrojen ve progesteron hormonlarının salgılanması ve KL’un 

regrese olması süreçlerini kapsar (Kabakçı, 2017). Ovaryumlar steroit yapıdaki 

östrojen, progesteron ve oksitosin, relaksin, inhibin, aktivin gibi üreme hormonlarını 

salgılama iĢleviyle endokrin özellik taĢır. Ayrıca doğum sonrasında büyüme ve 

ikincil cinsiyet karakterlerinin oluĢumunu da kontrol eder (Schatten ve 

Constantinescu, 2008). 

Ovaryum üreme fonksiyonlarını düzenleyen çok sayıda farklılaĢmıĢ hücre tipini 

içerir. Ovaryum üzerinde yer alan foliküller oositi çevreleyen özelleĢmiĢ hücrelerden 

meydana gelir (Bristol-Gould ve Woodruff, 2006). Folikül duvarı dıĢ katmanında 

teka hücreleri, iç katmanında ise granüloza hücreleri yer almaktadır. FSH ve LH 

reseptörleri barındıran granüloza hücreleri östrojen ve ovulasyonun hemen öncesinde 

de progesteron ve inhibin hormonlarını üretirler. LH reseptörlerine sahip teka 

hücreleri ise sonrasında androjenlere dönüĢen progesteron hormonunu salgılarlar 

(Yiğit ve ark., 2019). 

2.1.1. Oogenez ve Folikülogenez 

Oositlerin çoğalma, geliĢme ve olgunlaĢma aĢamaları ile ilgili olaylara oogenez adı 

verilir. Oositlerin kökeni, fertilizasyonun 19. gününden sonra embriyonal endoderm 

katmanı çevresinde geliĢen primordiyal germ hücreleridir. Bu hücreler fetal dönemde 

çok sayıda mitoz bölünmeye uğrar ve oogonyumları oluĢturur. Oogonyumlar 

ineklerde gebeliğin 75-80. günlerinde birinci mayoz bölünme aĢamasına girer ancak, 
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bölünme tamamlanmaz ve profaz safhasında durur. Bu aĢamada primer oosit adını 

alan hücreler pubertaya kadar beklerler  (Adams ve ark., 2008; Kabakçı, 2017). 

Oogenez ve folikülogenez eĢzamanlı geliĢen süreçlerdir. Ovaryum folikülleri 

oositlerin beslenmesi ve geliĢmesi için uygun ortamı sağlayan fonksiyonel yapılardır. 

Primer oositin çevresi tek katlı yassı epitelle sarılarak primordiyal folikül oluĢur. DiĢi 

buzağının yeni doğduğu dönemde, her bir ovaryumda yaklaĢık 200-500 bin 

primordiyal folikül/primer oosit bulunur ve bu miktar yaĢam boyu ihtiyacının çok 

üzerindedir. Bununla birlikte, bu sayı puberta sonrası her siklusta azalmaya baĢlar ve 

ergin ineklerde yaklaĢık 60 bine, yaĢlı ineklerde ise birkaç bine kadar düĢer 

(Kabakçı, 2017). 

Puberta sürecine girilmesiyle her östrus siklusunda ortalama 300 primordiyal folikül 

periyodik Ģekilde, ovule olmak üzere geliĢmeye baĢlar. Ancak bunlardan bir tanesi 

geliĢimini tamamlayarak ovule olabilirken diğerleri geriler. GeliĢim sürecinde 

primordiyal foliküller sırasıyla primer, sekonder, preantral ve antral/tersiyer folikül 

evrelerinden geçerek olgunlaĢır. Folikül büyüdükçe çevresindeki hücreler dönüĢerek 

teka eksterna, teka interna ve granüloza hücrelerinden oluĢan katmanlar Ģekillendirir. 

GevĢek bağ dokudan oluĢan teka eksterna folikülü dıĢardan sarar ve ona destek olur. 

Teka interna LH’nın etkisi altında androjenleri üretirken, granüloza hücreleri de 

foliküler geliĢme için gerekli olan östrojen, inhibin ve folikül sıvısını üretir. Bu süre 

zarfında folikülün merkezinde antrum adı verilen bir boĢluk oluĢmaya baĢlar. Bu 

aĢamadaki foliküle antral/tersiyer folikül adı verilir (Kabakçı, 2017). Antral folikül 

geliĢimi sonlarına doğru FSH ve östrojen hormonları, granüloza hücreleri üzerinde 

LH reseptörleri oluĢumunu uyarır. Diğer yandan FSH reseptörleri de gerileme 

sürecindedir. Böylece folikül, artan düzeyde LH tarafından domine edilerek Graaf 

folikülüne dönüĢür. Ovulasyon öncesi LH’nın ani artıĢı, folikül duvarını enzimatik 

olarak tahrip eden çeĢitli kollajenaz ve prostaglandinlerin miktarında artıĢa neden 

olur ve Graaf folikülünü patlatır ve sekonder oosit ovaryumdan atılır. Ovulasyonu 

indükleyen LH salınımı, eĢzamanlı olarak, profaz safhasında bekleyen primer oositi 

birinci mayoz bölünmesine devam etmesi için uyarır ve bölünme ovulasyonun 

hemen öncesinde tamamlanır. Sonuçta diploid (2n) kromozomlu sekonder oosit ile 

birinci polar cisimcik meydana gelir. Ovulasyon esnasında baĢlayan ikinci mayoz 

bölünme ise döllenme esnasında tamamlanır ve haploid (n) kromozomlu oosit ile 
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ikinci polar cisimcik Ģekillenir. Böylece oogenez sonucunda bir adet primer oositten 

bir adet olgun oosit meydana gelmiĢ olur (Alaçam, 2010) (ġekil 2.1). 

 

ġekil 2.1. Oogenez ve folikülogenez (Saladin, 2018)  

2.1.1.1. Foliküler Dalgalanma 

Ovaryum foliküllerinin büyümesi, geliĢmesi ve olgunlaĢması, çiftlik hayvanlarında 

yüksek üreme verimliliği için temel süreçlerdir. Fetal geliĢim sırasında sabit sayıda 

oluĢturulmuĢ primordiyal folikül ile baĢlayan ovaryan folikül büyümesi, 3-4 aylık bir 
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süre alır ve gonadotropinden bağımsız ve gonadotropine bağımlı aĢamalar halinde 

gerçekleĢtirilir. Ġneklerde gonadotropin bağımlı foliküler büyüme, bir östrus döngüsü 

için 2 veya 3 foliküler dalga hareketi ile Ģekillenir (ġekil 2.2). Her bir büyüme 

dalgası, folikülün oluĢumunu, seçilmesini ve dominant hale geliĢini ve sonrasında 

dominant folikülün ovule olması veya atreziye olması evrelerini kapsamaktadır 

(Forde ve ark., 2011). 

 

ġekil 2.2. Foliküler dalgalı östrus siklusu (Forde ve ark., 2011) 

Hem FSH hem de LH, ovaryum folikülü geliĢiminde önemli bir role sahiptir. 

Foliküllerin hipotalamus, hipofiz ve eĢey hormonlarının (östradiol ve inhibin) negatif 

ve pozitif geri besleme mekanizmalarına dahil olduğu düĢünüldüğünde, bu 

hormonların sığırlarda östrus döngüsünün düzenlenmesinde yönetici bir rolü olduğu 

anlaĢılmaktadır (Forde ve ark., 2011). 

Gonadotropine bağımlı folikül geliĢimi, FSH konsantrasyonlarında geçici bir artıĢ ile 

tipik olarak ≥5 mm çaplarında 5-20 folikülden oluĢan bir folikül topluluğunun ortaya 

çıkmasıyla baĢlamıĢ olur. Folikül dalgasının 3. gününe kadarki süreç foliküllerin 

granüloza hücrelerine lokalize FSH reseptörleri (FSH-R) ile FSH'ya bağımlı folikül 

büyümesinin baĢladığını gösterir. FSH konsantrasyonlarındaki bu geçici artıĢ, ayrıca 

ovaryum foliküllerinin granüloza hücrelerinde androjeni östrojene dönüĢtüren 

aromataz enzim aktivitesinde (P450arom; CYP19) bir artıĢa da yol açar. Folikül 

topluluğunda artan çapı ile beliren folikül, dominant foliküldür (DF) ve en büyük 



 

7 

 

sağlıklı folikül olarak kabul edilir. Bu büyüme, foliküler sıvı östradiol ve inhibin 

konsantrasyonlarının da artmasına neden olur. Östradiol ve inhibin, negatif geri 

besleme yoluyla ön hipofiz bezinden salınan FSH’yı baskılar. Folikül geliĢiminin 

farklı aĢamalarında sağlıklı foliküllerin teka ve granüloza hücrelerinde bulunan LH-

R’nin  çoğalmasıyla, DF granüloza hücreleri üzerindeki LH reseptörlerine daha da 

duyarlı hale gelir ve azalan FSH konsantrasyonlarına rağmen büyümeye devam eder 

(Forde ve ark., 2011). 

Erken luteal faz sırasında daha az genlikte ve daha yüksek frekanslı (20–30 atım/24 

saat) LH atımları meydana gelirken, orta luteal dönemde LH atımları daha büyük 

genliğe ve daha düĢük frekansa sahiptir (6–8 atım/24 saat). Her iki atım da DF'nin 

nihai olgunlaĢması ve devamında ovule olması için yetersizdir. Bunun sonucunda 

östrus döngüsünün luteal fazında üretilen DF atreziye uğrar, E2 ve inhibin üretimi 

azalır ve hipotalamus/hipofiz üzerindeki negatif geri besleme bloğu ortadan kalkar, 

FSH salgısı artar ve yeni bir folikül dalgası ortaya çıkar (Forde ve ark., 2011). 

Diğer foliküllere kıyasla yüksek konsantrasyonlarda östradiol üretimi, DF'nin 

belirleyici bir özelliğidir ve folikül çapındaki görünür farklılıklardan önce gelir. 

Büyüyen foliküllerden östradiol üretimi, yeterli LH atım frekansına bağlıdır. LH'nın 

teka hücrelerindeki reseptörlerine bağlanması, bir dizi reaksiyon yoluyla kolesterolün 

testosterona dönüĢmesini sağlar. Daha sonra testosteron, granüloza hücrelerine 

difüze olur ve aromataz enzimi tarafından östrojenlere dönüĢtürülür (ġekil 2.6). 

Östradiol, folikül geliĢimi üzerinde sadece lokal bir etkiye sahip olmakla kalmaz, 

aynı zamanda hipotalamus ve hipofiz bezi üzerine pozitif geri besleme mekanizması 

yoluyla sistemik bir role de sahiptir. Östrus döngüsünün foliküler fazı sırasında, 

progesteron konsantrasyonları bazal seviyedeyken, ovulasyon öncesi DF tarafından 

üretilen bu yüksek östradiol konsantrasyonu, hipotalamustan bir GnRH 

dalgalanmasına neden olur. Ardından oluĢan LH dalgalanması, DF'nin nihai 

olgunlaĢmasını ve ovulasyonunu uyarmak için yeterli genlik ve frekanstadır. Ayrıca 

artan östradiol konsantrasyonu, baĢarılı çiftleĢme için gerekli olan östrus 

davranıĢlarının ortaya çıkmasını da sağlamaktadır (Forde ve ark., 2011). 

Ġki ligand IGF-I ve IGF-II, iki reseptör IGFR-I ve IGFR-II ve çok sayıda bağlayıcı 

protein ve proteazdan oluĢan insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ailesi, ovaryum 
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folikülünde IGF-I'in biyoyararlanımından sorumludur. IGF-I, hipotalamus ve 

hipofizde östradiol kaynaklı negatif geri besleme mekanizmasını etkileyerek, 

seleksiyona uğrayan folikülün granüloza hücreleri tarafından LH-R’nin erken 

edinilmesini ve dolayısıyla folikül seçim sürecini kolaylaĢtırır. Ayrıca, oluĢacak olan 

DF'nin büyümesine, çoğalmasına ve steroidojenik kapasitesine katkıda bulunur 

(Forde ve ark., 2011). 

DönüĢtürücü büyüme faktörü beta (TGF) ailesi ise TGF, anti-müllerian hormon, 

inhibinler, aktivinler ve kemik morfogenetik proteinleri, TGF reseptörleri, aktivin 

reseptörü benzeri kinaz, alkalin fosfataz, aĢağı akımı sinyalleme molekülleri gibi 

ligandlar da dahil olmak üzere yapısal olarak iliĢkili 30'dan fazla protein içerir. Bu 

proteinler ilk olarak foliküler sıvıda salgılanan FSH modülasyonları yoluyla 

tanımlanmıĢtır. Bunlardan aktivin foliküler sıvıda östradiol üretimini artırabilirken 

follistatin, aktivinlerin pozitif steroidojenik etkilerini engeller. Ġnhibinler ise ön 

hipofizden salgılanan FSH'nın baskılanmasında ve östrus döngüsünün 

düzenlenmesinde rol oynamaktadırlar (Forde ve ark., 2011). 

2.1.2. Östrus Siklusu Dönemleri ve Hormonal Mekanizması 

Östrus siklusu, diĢi hayvanların belirli bir süre için çiftleĢmeyi kabul etmelerini ve 

dolayısıyla fertilizasyonun gerçekleĢmesini sağlayan döngüsel ovaryum aktivitesini 

temsil eder (Forde ve ark., 2011). Ġnekler, mevsime bağlı olmayan poliöstrik 

hayvanlardır. Dolayısıyla yılın her döneminde östrus gösterebilmektedirler (Fails ve 

Magee, 2018).  
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ġekil 2.3. Östrus siklusu dönemleri ve hormonal değiĢimler (Anonim, 2022a). 

Düvelerde östrus siklusları puberta dönemi ile baĢlar (Forde ve ark., 2011). Bu 

dönem ırk ve beslenme Ģekline göre değiĢmekle birlikte düveler, yetiĢkin vücut 

büyüklüğünün yaklaĢık üçte ikisine ulaĢtıklarında ortaya çıkmaktadır. Düvelerde 

östrus siklusu ortalama 20 gün, ineklerde ise ortalama 21 gün civarı seyretmektedir 

(Fails ve Magee, 2018). Siklus, ilk 4-8 günü foliküler faz ve sonraki 14-18 günü de 

luteal faz olmak üzere iki aĢamadan oluĢmaktadır. Foliküler faz korpus luteumun 

regrese olması ile ovulasyon baĢlangıcına kadar geçen dönemdir ve proöstrus ve 

östrus safhaları bu faz içerisinde gerçekleĢmektedir. Ovaryum foliküllerinin geliĢimi, 

ovulasyon ve sonrasında oositin döllenmesine imkân verilecek Ģekilde ovidukta 

atılması olayları da foliküler faz aĢamasında meydana gelmektedir. Luteal faz ise 
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ovulasyonun ardından korpus luteumun Ģekillendiği dönemdir ve siklusun metöstrus 

ve diöstrus safhalarını kapsamaktadır (Forde ve ark., 2011) (ġekil 2.3). 

2.1.2.1. Proöstrus Dönemi  

Ġneklerde proöstrus, gebeliğin Ģekillenmemesi ile önceki döngüde oluĢan korpus 

luteumun uterustan salınan PGF2α etkisiyle regrese olmasını takiben bir veya iki gün 

devam eden bir dönemdir (Fails ve Magee, 2018). Korpus luteumun gerilemesiyle 

birlikte bu dokudan sentezlenen progesteron seviyesi önemli ölçüde azalmıĢtır. Bu 

azalma hipotalamustan GnRH salınımını uyarır. Portal kan dolaĢımı ile hipofizin ön 

lobuna gelen GnRH, buradan gonadotropinlerin  (FSH ve LH) salınımını baĢlatır 

(Forde ve ark., 2011). Bu gonadotropinler ovaryuma gelerek foliküler geliĢimi ve 

dolayısıyla foliküllerden östrojen salınımını baĢlatırlar. Böylelikle foliküler faza 

girilmiĢ olur. Foliküler büyümenin son olgunlaĢma aĢamaları bu faz içinde 

gerçekleĢir. Foliküllerden emilerek kana geçen östrojenler, tübüler genital organlarda 

damarlaĢmayı ve hücre geliĢimini arttırarak östrus ve gebelik için hazırlık oluĢturur. 

Proöstrusun sonlarına doğru ise çiftleĢmeye  hazırlık baĢlar (Fails ve Magee, 2018). 

Bu aĢamada, uterus hafifçe geniĢler, endometriyumda konjesyon ve ödem gözlenir, 

uterus bezleri salgı aktivitesi artar. Vajinal mukoza hiperemik hale gelir ve yüzeysel 

katmanları kornifiye olur. Vulvada ise ödem, hiperemi ve sanguinöz akıntı gibi dıĢ 

belirtiler gözlemlenir (Noakes ve ark., 2018). 

2.1.2.2. Östrus Dönemi  

ÇiftleĢmenin kabul edildiği bu dönem, ovulasyonun hemen öncesinde olgun 

foliküllerden salgılanan östrojenin artıĢı ile baĢlatılmaktadır. Genel olarak 12 ila 24 

saat süren dönem, ineklerde ortalama 18 saat, düvelerde ise biraz daha kısa bir zaman 

dilimini oluĢturmaktadır. Kızgınlık dönemi olarak da bilinen bu dönem, baĢka bir 

inek veya boğa tarafından üzerine atlanıldığında hareket etmeden duracağı süre 

olarak da tanımlanabilir (Fails ve Magee, 2018). Hayvan genellikle erkeği arar ve 

kendisiyle çiftleĢmesine izin verir. Uterus, servikal ve vajinal bezler artan miktarda 

mukus salgılar ve bu salgı Ģeffaf vajinal akıntı halinde dıĢardan gözlemlenebilir. 

Ayrıca vajinal epitel ve endometriyum hiperemik ve konjesyone hale gelir ve serviks 
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gevĢer. Östrus belirtileri baĢlangıcından 24 ila 32 saat sonra ovulasyon meydana gelir 

(Fails ve Magee, 2018; Noakes ve ark., 2018). 

2.1.2.3. Metöstrus Dönemi  

ÇiftleĢme isteğinin son bulması, korpus luteum fonksiyonunun egemen olduğu 

metöstrus döneminin baĢlamasına iĢaret etmektedir. Bu dönem yaklaĢık 3-4 gün 

sürmektedir. Ovulasyon normal olarak inekte östrus bitiminden yaklaĢık 10 ila 14 

saat sonra metöstrus dönemi içerisinde görülmektedir. Ovulasyon ile folikül kollabe 

olarak önce korpus hemorajikuma, ardından korpus luteuma dünüĢür. Bu süreçte 

folikül içindeki granüloza ve teka hücreleri de lüteinleĢme evresine girer ve serum 

östrojen seviyesi azalırken progesteron seviyesi artar. Bu artıĢ ile uterus üzerinde 

önemli değiĢiklikler meydana gelir. Endometriyal zar kalınlaĢır, uterus bezleri büyür 

ve uterus kaslarında geliĢim artıĢı gözlemlenir. Böylece gebeliğin oluĢumu ve 

sürdürülmesine veya yeni bir östrus siklusuna hazırlık yapılmıĢ olur. Plazma östrojen 

seviyesi azaldıkça dıĢ genital organlar östrus öncesi durumuna geri döner. Servikal 

ve vajinal bezlerden salgılanan mukus miktarında bir azalma meydana gelir (Forde 

ve ark., 2011; Fails ve Magee, 2018; Noakes ve ark., 2018). 

2.1.2.4. Diöstrus Dönemi 

Ġneklerde yaklaĢık 12-16 gün süren bu dönemde KL tamamen fonksiyoneldir ve 

yüksek seviyede progesteron salgılar. Progesteron negatif feedback ile 

hipotalamustan GnRH ve hipofizden FSH ve LH salınımını inhibe ederek foliküler 

geliĢimi engeller (Kabakçı, 2017). Ayrıca progesteron etkisiyle uterus bezleri 

hipertrofi ve hiperplaziye uğrar, serviks daralır, genital sistem sekresyonları azalır ve 

yapıĢkan hale gelir, vajinal mukoza soluklaĢır (Noakes ve ark., 2018).  

Diöstrusun sonlarına doğru maksimum boyutuna ulaĢan KL, herhangi bir gebelik 

durumu oluĢmaması sonucu uterus endometriyumundan salınan PGF2α etkisiyle 

gerileme sürecine girer ve buna bağlı olarak progesteron seviyesi azalır. Bu azalma 

ile hipotalamus ve hipofiz üzerindeki baskı kalkar ve yeni bir siklus baĢlamıĢ olur 

(Forde ve ark., 2011) (ġekil 2.4). 
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ġekil 2.4. Hipotalamus, hipofiz ve ovaryum arasındaki nöroendokrin iliĢkiler (Anonim, 

2022b). 

2.1.3. Steroit Hormonlar 

Steroit hormonlar gonadal ve adrenokortikal olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. Temel 

gonadal steroitler östradiol, progesteron ve testosteron iken bunlarla benzer 

fizyolojik aktivite gösteren metabolitleri (östrojenler, projestinler ve androjenler) de 

bu gruba dahildir. Temel adrenokortikal steroitler ise aldosteron ve kortizoldur. 

Fizyolojik fonksiyonları oldukça farklı olsa da steroit hormonların ovaryum, testis ve 

adrenal bezde sentezlenmeleri sürecinde izlenen yol ortaktır. Tüm steroit 

hormonların ön maddesi kolesteroldür (Reece ve ark., 2015) (ġekil 2.5).  

Asetattan sentezlenen veya kandan alınan kolesterol, hücrelerde pregnenolona ve 

sonrasında progesterona dönüĢtürülür. Progesterondan da üç farklı yolla aldosteron, 

kortizol ve andojenler üretilir. Östradiol ise androjenlerden elde edilmektedir. Ancak 

bu sentez mekanizmaları dokuda gerekli enzim varlığında çalıĢabilmektedir (Reece 

ve ark., 2015). 
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Bu kimyasal reaksiyonların çoğu tek yönlü çalıĢır. Örneğin, östradiol testosterona, 

testosteron da progesteron ve kolesterole dönüĢemez. Steroidogenez yalnızca 

gonadlar ve adrenal kortekste sınırlı kalmayıp karaciğer, kaslar ve adipoz dokuda da 

gerçekleĢmektedir (Reece ve ark., 2015). 

 

ġekil 2.5. Adrenal bezlerde ve ovaryumlarda steroit hormonların biyosentezi (Payne ve 

Hales, 2004)            

2.1.4. Östrojen ve Progesteron Hormonları 

Östrusun fiziksel ve psikolojik belirtilerinin oluĢumunda, diĢilerde genital kanalın 

gebeliğe hazırlanmasında, laktopoez ve galaktojenez süreçlerinde önemli rol oynayan 

östrojenler, ovaryum, plasenta, adrenal korteks ve az miktarda da testisten salgılanan 

steroit yapıda hormonlardır. Ovaryum folikülleri duvarından östradiol (primer 

östrojen), östron ve östriol olarak salınırlar. DiĢilerde üreme organlarının geliĢmesi 

ve seksüel karakterlerin belirginleĢmesi, siklus sırasında hipotalamusa pozitif geri 

tepki ile gonadotropinlerin kontrolü gibi fonksiyonlarının yanı sıra vitamin ve 

mineral metabolizmaları üzerine de anabolik etkileri mevcuttur (Alaçam, 2010). 

Vücudun ve özellikle üreme sisteminin önemli hormonlarından biri olan progesteron 

(P4), östrus döngüsünün düzenlenmesi ve embriyonun uterus duvarına tutunması gibi 

kritik süreçlerde görev alması nedeniyle steroit hormonlar arasında da önemli bir 

yere sahiptir. Çoğunlukla KL ve gebelik sırasında plasenta tarafından sentezlenen P4, 
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düĢük miktarlarda adrenal korteks, testis ve ovaryum foliküllerinde de üretilmektedir. 

En önemli iĢlevi uterus kontaksiyonlarını önleyerek ve endometriyal doku geliĢimini 

uyararak embriyonun implantasyonunu ve gebeliğin devamını sağlamaktır. Bunun 

yanında ovulasyona katkıda bulunmak, süt sentezi için meme dokusunun lobular ve 

alveoler yapısını geliĢtirmek ve doğum öncesi süt proteinleri üretimini engellemek, 

beyinde cinsel davranıĢları kontrol eden sinyalleri düzenlemek gibi önemli etkilere 

de sahiptir (Kabakçı ve Yiğit, 2019). 

2.1.5. Granüloza Hücrelerinde Östrojen ve Progesteron Sentezi 

Foliküler geliĢimde önemli görevler üstlenen hormonlardan östrojen, granüloza 

hücreleri tarafından sentezlenirken, progesteron hem granüloza hem de teka hücreleri 

tarafından sentezlenmektedir. Östrojen, folikülde granüloza hücrelerinin çoğalmasını 

uyararak  FSH ve LH’nın etkisini kolaylaĢtırır (Hsueh ve ark., 1984). 

LüteinleĢtirici hormonun teka hücrelerindeki reseptörlerine bağlanması ile kolesterol 

pregnenolona çevrilir ve bir dizi öncül iĢlemlerden geçtikten sonra androjenler 

üretilir. Daha sonra androjenler granüloza hücrelerine geçiĢ yaparlar. Bu sırada 

granüloza hücrelerinde bulunan reseptörüne bağlanan FSH ise aromataz enzimi 

aktivitesini uyararak teka hücresinden gelen androjenlerin östrojenlere çevrilmesini 

sağlar (Drummond, 2006) (ġekil 2.6). 

 

ġekil 2.6. Steroit hormon sentezinde teka ve granüloza hücreleri arasındaki iliĢki.       

(Dariyerli, 2011). 

LDL: DüĢük yoğunluktaki lipoprotein, cAMP: Siklik AMP, ATP: Adenozin trifosfat 



 

15 

 

Ovulasyondan hemen önce preantral folikülün granüloza hücreleri tarafından FSH`ya 

yanıt olarak düĢük seviyelerde progesteron üretilir. Folikül uyarıcı hormon bu etkiyi 

P450 enziminin salınımını artırarak gerçekleĢtirir (Hillier, 2001). Sitokrom P450 

enzimi (CYP11A), progesteron sentezinin ilk adımlarından biri olan kolesterolün 

pregnenolona dönüĢtürülmesinde rol oynar. Bununla birlikte FSH, pregnenolonu 

progesterona dönüĢtüren 3β-HSD enziminin sentezlenmesini de uyarmaktadır (Hsueh 

ve ark., 1984). 

2.2. Pestisitler 

Ġnsan ve hayvan vücudu ile bitki ve cansız nesnelerin üzerinde ya da çevresinde 

yaĢayan, bunun yanı sıra besin maddelerinin üretilmesinde, hazırlanmasında, 

depolanmasında ve tüketimi esnasında besin değerini azaltan veya hasara uğratan 

zararlıların etkisiz hale getirilmesi amacıyla kullanılan maddeler pestisit olarak 

sınıflandırılır (Kaya ve ark., 2002). Gelecekte tüm dünyada kendini ciddi ölçüde 

hissettirecek olan açlık sorunu, ekosistemde birim alandan daha fazla ürün 

alınmasıyla tolere edilmeye çalıĢılmaktadır. Bu amaçla kullanılan pestisitler ürün 

kaybına sebep olan hastalık etkenlerinin etkisiz hale getirilmesi için tarımsal 

üretimde, bahçecilikte, balık yetiĢtiriciliğinde, ormancılıkta, kereste korumacılığında, 

endüstriyel böcek kontrolünde, gıdaların saklanmasında, hayvancılıkta ve toplum 

hijyeninde yaygın bir kullanım alanı bulmuĢtur (Çağatay ve Çobanoğlu, 1997). 

Günümüzde binden fazla etken maddenin karıĢımı ile elde edilen yaklaĢık 35.000 

çeĢit pestisit preparatı bulunmaktadır (Palüzar, 2013) ve bu sayıya her geçen gün 

yeni ruhsat alanlar eklenmektedir (Yiğit ve Kabakçı, 2020). 

Pestisitlerin tarım alanlarındaki zararlılara karĢı aĢırı miktarda ve bilinçsiz bir Ģekilde 

kullanılması hava, su, toprak ve besin maddelerinin kontaminasyonuna yol açar. 

Bunun sonucunda da besin zincirine giren ve son tüketici durumundaki insanlara 

kadar bütün canlılar pestisit kalıntılarına maruz kalır (Kaya ve ark., 2002). Bu 

kalıntılar, etkileri irritasyondan dermatite, sistemik emilime bağlı olarak ölüme kadar 

değiĢebilen akut zehirlenmelere (Çağatay ve Çobanoğlu, 1997) ya da pestisit üretilen 

ve uygulanan alanlarda çalıĢma veya pestisit kalıntısı bulunan gıdaların az oranlarda 

defalarca alımı ile kanser, doğum anomalileri, nörotoksisite, nörodavranıĢsal 

bozukluklar, endokrinolojik ve immünolojik anormallikler ve fertilite üzerinde 
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istenmeyen durumlar ortaya çıkaran kronik zehirlenmelere neden olurlar (Palüzar, 

2013; Chiali ve ark., 2013). Pestisitler, kullanıldıkları zararlı gruplarına ya da hedef 

alınan organizmaya göre; tarım alanlarındaki yabani otlara karĢı kullanılan 

herbisitler, mantar zararlılarına karĢı kullanılan fungusitler ve böceklere karĢı 

kullanılan insektisitler olarak sınıflandırılırlar (Tiryaki ve ark., 2010). Herbisitler 

dünya genelinde kullanılan pestisitlerin %42’sini oluĢtururken, %27 oranında 

insektisitler, %22 oranında fungusitler, %9 oranında da dezenfektanlar ve diğer tarım 

kimyasalları kullanılmaktadır (Yiğit ve Kabakçı, 2020).  

2.3. Endokrin Bozucu Herbisitler 

Türkiye Ġstatistik Kurumu’nun verilerine göre 2009 yılında 5.961 ton olan herbisit 

kullanımı 2020’de 13.250 ton olmuĢtur (TÜIK, 2021). Ülkemiz bu rakamlar ile 

1990-2017 yılları arasında dünyada ilk 10 ülkenin gerisinde kalsa da pestisit ve 

herbisitlerin zararlı etkileri üzerine yapılan çalıĢmalar bilinçli tarım ilacı kullanımını 

üzerinde daha çok çalıĢılması gereken bir konu haline getirmiĢtir (Yiğit ve Kabakçı, 

2020). 

Herbisitler, kullanıldıkları alanlarda toprak erozyonu azaltmakta ancak, bununla 

birlikte herbisitlere dirençli yabancı otların geliĢmesine de sebep olmaktadırlar. 

Ayrıca bu alanlara yakın bölgelerde yaĢayan kuĢların ve yararlı böceklerin barındığı 

bitkileri de yok etmeleri sonucu doğal dengeyi tahrip etmektedirler. Tarımsal 

üretimde yabani ot temizliği insan eliyle veya makineyle yapıldığında üreticiler için 

bir maliyet oluĢturur. Herbisit kullanımı bu maliyeti düĢürebilir fakat gerek doğadaki 

canlı çeĢitliliğine gerekse suları kirletmeleri ve/veya canlı vücudunda kalıntı 

bırakmaları nedeniyle insanlara ve suda yaĢayan canlılara verdikleri onarılamaz 

hasarlar oldukça kaygı vericidir (Eyhorn ve ark., 2015).  

Herbisitler ticari olarak ilk defa 1946 yılında kullanılmıĢtır fakat, bu kimyasalların 

zararlarına dair endiĢeler 2015 yılında Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansı 

(IARC) tarafından herbisit glifosat’ın kanserojen olarak ilan edilmesiyle baĢlamıĢtır 

(Yiğit ve Kabakçı, 2020).  

Endokrin bozucu kimyasallar, zararlı etkileri nedeniyle yaklaĢık son 20 yıldır dikkat 

çeken heterojen bir madde grubudur. Amerikan Çevre Koruma Ajansı (EPA) 

tarafından, vücutta birçok fizyolojik süreci kontrol eden hormonların üretimine, 
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salınmasına, taĢınmasına, metabolizmasına ve atılımına müdahale ederek 

homeostazisi bozan ekzojen ajanlar olarak tanımlanmaktadırlar. Üreme sistemi göz 

önüne alındığında, bu kimyasallar etkilerini östrojen veya androjen aracılı iĢlevleri 

etkileyerek gösterirler. Endokrin bozucuların özellikle endojen maddeleri taklit 

ederek hormon reseptörlerini etkiledikleri ve endokrin regülasyonunun bozulmasına 

sebep oldukları iyi bilinmektedir. Bu hormon reseptörleri arasında endokrin 

bozucuların en çok etkileĢime girdiği östrojen reseptörleri, androjen reseptörleri, 

tiroit hormon reseptörleri ve peroksizom proliferatör aktive reseptörleri 

bulunmaktadır. Ayrıca nükleer reseptörlerle etkileĢmeleri protein transkripsiyonu ve 

translasyonunda değiĢikliklere neden olabilmektedir. Bunun yanı sıra, oksidatif 

stresi, DNA, lipit ve protein hasarını indükleyebildikleri, aynı zamanda birçok 

epigenetik modifikasyona ve sonucunda da kansere sebep olabildikleri 

belirtilmektedir (Köse ve ark., 2020).  

Erkek ve diĢi üreme hormonları üzerinde endokrin bozucu etki gösterdiği 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) tarafından 2018 yılında açıklanan verilere 

göre etki Ģekilleri bakımından dünyada en yaygın kullanılan herbisitler; fotosentezi 

inhibe edenler, Asetolakto Sentetaz (ALS) enzimini engelleyenler, uzun zincirli yağ 

asitlerini inhibe ediciler, Protoporfirinojen Oksidaz enzimini inhibe edenler, 

mikrotubullerin birleĢimini engelleyenler ve bitki büyüme hormonunu taklit ederek 

etki gösterenlerdir. Ülkemizde son yıllarda en fazla kullanım izni verilen herbisitler 

ise ALS enzimi inhibitörleri, Asetil CoA Karboksilaz inhibitörleri, fotosentezi 

engelleyenler ve bitki büyüme hormonunu taklit edenlerdir. Bu araĢtırmada 

kullanılan linuron, kloridazon ve metribuzin fotosentezi inhibe eden, sırasıyla üre ve 

tiyoüre, piridazinon ve triazinon grubuna dahil herbisitlerdir  (Yiğit ve Kabakçı, 

2020). 
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2.3.1. Linuron 

2.3.1.1. Linuron'un Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

Linuron, kokusuz, beyaz renkli, kristal formda bulunur ve suda çok az 

çözünmektedir (Chen, 2014). Linuron’a ait diğer genel bilgiler Tablo 3.1’de 

verilmiĢtir.  

 

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

Genel Adı Linuron 

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

methylurea 

Diğer isimleri 

Methoxydiuron 

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

methylurea 

CAS Numarası 330-55-2 

EC Numarası 206-356-5 

Moleküler Formülü C9H10Cl2N2O2 

Moleküler Ağırlığı 249.09 g/mol 

Kimyasal Yapısı 

 

Renk / Form Beyaz / Kristal 

Kokusu Kokusuz 

Yoğunluğu 1,49 g/cm³ (20 °C)  

Buhar Basıncı 1.43x10⁻⁶ mm Hg (25 °C) 

Kaynama Noktası 180-190 °C 

Erime Noktası 93 °C 

Sudaki Çözünürlüğü 75 mg/l (25 °C) 

2.3.1.2. Linuron'un Kullanıldığı Alanlar 

Linuron, tek yıllık ve çok yıllık geniĢ yapraklı ve çimenli yabani otları kontrol etmek 

için bitkilerde yetiĢme öncesi ve sonrası kullanılan fenilüre grubu bir herbisittir. 

Hedefi yabancı otlarda fotosentezi engellemektir. Soya fasulyesi, pamuk, patates, 

mısır, fasulye, bezelye, kıĢlık buğday, kuĢkonmaz, havuç ve meyve bitkilerine 

uygulanmaktadır (Chen, 2014). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22N%27-(3%2C4-Dichlorophenyl)-N-methoxy-N-methylurea%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%209502%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22N%27-(3%2C4-Dichlorophenyl)-N-methoxy-N-methylurea%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%209502%5bStandardizedCID%5d
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H10Cl2N2O2
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2.3.1.3. Linuron'a Maruziyet Yolları 

Linuron, deriye temas yoluyla vücuda girebildiği gibi, birincil maruziyet yolu 

kontamine besin kaynaklarının (yiyecek veya su) oral yolla alınması olarak kabul 

edilmektedir. Kabul edilebilir günlük alım miktarı 0.005 mg/kg/gündür (Chen, 2014).  

Linuronun orta derecede kalıcı olduğu, yarı ömrünün 30 ila 150 gün arasında 

değiĢtiği belirtilmiĢtir. Ayrıca organik içeriği düĢük topraklarda etkinliğinin arttığı, 

emilim ve mikrobiyal bozunma süreçleri ile yeraltı suyuna göçünün sınırlandığı; bu 

nedenle de daha çok yüzey sularına karıĢabileceği bildirilmiĢtir (Chen, 2014).  

Linuronun da dahil olduğu poliüre herbisitlerine genel olarak sığırların, koyun, kedi 

ve köpeklerden daha duyarlı olduğu da bildirimler arasındadır (Gupta, 2012). 

2.3.1.4. Linuron'un Toksik Etkileri 

Linuron etkisini androjen reseptörü antagonisti olarak, androjen reseptörüne 

bağlanmak için testosteron ile rekabet ederek gösterir. Fare dokularında 

konsantrasyonla orantılı olarak dihidrotestosteron tarafından indüklenen androjen 

reseptörü transkripsiyonunu rekabetçi bir Ģekilde bloke ettiği bildirilmiĢtir (Chen, 

2014). 

Katsanou ve ark. (2020) tarafından yapılan bir çalıĢmada da gebeliğin 6-21. günleri 

arasında 1.5-50 mg/kg c.a./gün linuron verilen sıçanların erkek yavrularında steroit 

hormonların sentezine aracılık eden StAR, Cyp11A1, Cyp17A1 gibi genlerin 

ekspresyon düzeylerinde bir farklılık görülmediği bildirilmiĢtir.  Ding ve ark. (2017) 

ise oral gavajla gebeliğin 13-18. günleri arasında günde bir kez 50, 100, 150 ve 200 

mg/kg linuron verilen annelerden doğan erkek yavru ratlarda Leydig hücrelerinde 

testosteron sentezinden sorumlu P450scc, 3β-HSD ve prolifere edici hücre nükleer 

antijen (PCNA) ekspresyonlarında azalma görmüĢlerdir. Gebeliğin 13-18. günlerinde 

de oral olarak günlük 12.5, 25, 50 ya da 75 mg/kg linuron verilen ratlarda, 50 ve 75 

mg/kg’lık dozların androjene bağlı dokularda malformasyonlar oluĢturarak fetal 

testosteron seviyelerinin önemli ölçüde azalttığını ancak, Insl3, Cyp11A1, Cyp17A1 

ve StAR mRNA ekspresyonlarının değiĢmediği, fetal testislerin in vitro ortamda 1–

300 μM linuron ile inkübe edilmesi sonucunda 30 μM ve üzeri dozda linuronun 

testosteron seviyesini önemli ölçüde azalttığı da bildirimler arasındadır (Wilson ve 
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ark., 2009).  Mclntyre ve ark. (2000)  da gebeliğin 12-21 günleri arasında uterus içi 

günlük 12.5, 25, 50 mg/kg verdikleri ratlarda linuronun en düĢük dozda dahi 

androjen antagonisti gibi hareket ederek erkek yavrularda androjen bağımlı 

dokularda malformasyonlara neden olduğunu, testosteron kaynaklı reprodüktif 

geliĢmeyi baskıladığını bildirmiĢlerdir. Linuronun hem in vivo hem de in vitro 

etkilerinin araĢtırıldığı çalıĢmalarda da bir androjen reseptör antagonisti olduğu 

gösterilmiĢtir (Fang ve ark., 2003; Lambright ve ark., 2000). Cook ve ark. (1993)’nın 

erkek ratlara 2 hafta süre ile 200 mg/kg linuron verdikleri bir araĢtırmada erkek 

eklenti bezleri ağırlıklarının kontrol grubuna göre azaldığı, seksüel olgunluğa 

ulaĢmıĢ ratlarda serum E2 ve LH düzeyinin arttığı ve artan LH ile birlikte Leydig 

hücre tümörü oluĢumunun indüklendiği belirlenmiĢtir. Ayrıca linuronun androjen 

reseptörlerine bağlanarak testosteron ile yarıĢtığı ve bu Ģekilde antiandrojenik etki 

yaptığı ortaya konulmuĢtur. Gebeliğin 12-20. günleri arasında uterus içi 50 

mg/kg/gün linurona maruz bırakılan erkek rat fetüslerinde epididimis ve vas 

deferenste malformasyonlar oluĢmuĢ, linuronun büyüme faktörü sinyali ve doku 

morfogenezinden sorumlu genlerin ekspresyon düzeyini değiĢtirdiği belirlenmiĢtir 

(Turner ve ark., 2003). 

Schmutzler ve ark. (2007) ise bir sıçan tirosit modeli olan FRTL-5 hücrelerine 

linuron uygulayarak yaptıkları çalıĢmada, linuronun tiroit reseptör agonisti olduğunu 

göstermiĢlerdir. BaĢka bir çalıĢmada; linuronun 200 mg/kg dozda mide entübasyonu 

ile gebe ratlara gebeliğin 6-15. günleri arasında verilmesi sonucunda fetüslerde göğüs 

kemiği, kaburgalar ve ekstremitelerde defektlere yol açması gibi teratojenik etkiler 

oluĢtuğu belirlenmiĢtir (Khera ve ark., 1978). 

Atrazin ve linuronun genotoksik etkilerini belirlemek için tek baĢına ve kombinasyon 

halinde in vitro test edildiği bir çalıĢmada 0.5 µg/ml linuron ve 0.0005 µg/ml atrazine 

maruz kalan insan lenfositlerinde önemli kromozom hasarı gözlenmiĢtir (Roloff ve 

ark., 1992). Beagle ırkı köpeklerle yapılan kronik toksisite çalıĢmalarında, linuron 

kırmızı kan hücresi tahribatına ve karaciğer ağırlığında değiĢikliklere neden olduğu, 

sıçanların kullanıldığı uzun süreli çalıĢmalarda ise, testis tümörleri, kırmızı kan 

hücresi hasarı ve büyüme geriliğine yol açtığı kaydedilmiĢtir. Kronik 

uygulamalarında farelerde karaciğer tümörlerinde istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar, 

vücut ağırlığında azalma ve artan karaciğer ağırlıkları rapor edilmiĢtir (Chen, 2014). 
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Ġnsan prostat (LNCaP) hücre hattına 100 µM dozda uygulanan linuronun önemli 

ölçüde sitotoksik etki gösterdiği de bildirimler arasındadır (Lorenzetti ve ark., 2010). 

Koyunlarda yapılan çalıĢmalarda da linuronun, hipohemoglobinemi ve 

hipoproteinemi, hematüri ve ataksi, enterit, karaciğer dejenerasyonu ve kas distrofisi 

ile birlikte eritrositoz ve lökositoza neden olduğu belirtilmiĢtir (Gupta, 2018). 

2.3.1.5. Linuron'un DiĢi Üreme Sistemi Üzerine Etkileri 

Ġnek luteal hücreleri üzerine linuronun etkilerini inceleyen bir araĢtırmada 50 µM’lık 

dozun  progesteron sekresyonu üzerine etkisinin olmadığı, 100 ve 200 µM’lık 

dozların ise progesteron salınımını baskıladığı gösterilmiĢtir (Bilmen ve ark., 2016). 

Ġnekten elde edilen miyometriyal, endometriyal, granüloza ve luteal hücrelerle 

yapılan bir çalıĢmada (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) da 0.1, 1 ve 10 ng/ml 

dozlarındaki linuronun 72 saat sonra en yüksek dozda dahi hücreler için toksik etki 

göstermediği ve canlılıklarını etkilemediği bildirilmiĢtir. Aynı araĢtırmada herbisitin 

myometriyumda ve endometriyumda prostaglandin F2α (PGF2α) sentezini 

etkilemediği, sadece en düĢük dozunun endometriyumda prostaglandin E2 (PGE2) 

salınımını azalttığı ve bütün dozlarının da bazal ve oksitosin uyarımlı myometriyal 

kontraksiyonları zayıflattığı bulgular arasındadır. Linuronun granüloza hücrelerinde 

oksitosin ve östrojen salınımına etki etmediği ancak, 0.1 ve 10 ng/ml dozlarda 

testosteron sekresyonunu uyarıcı etki gösterdiği, luteal hücrelerde ise 0.1 ve 10 

ng/ml’lik dozda oksitosin salınımını arttırdığı ve 1 ng/ml’lik dozda progesteron 

sentezini baskıladığı da bildirilmektedir.  

Linuronun farklı dozlarda diğer endokrin bozucu kimyasallarla karıĢımının perinatal 

olarak gebe ratlara uygulandığı bir çalıĢmada (Johansson ve ark., 2016) ise plazma 

prolaktin düzeylerinde azalma, ovaryum ağırlıklarında düĢme ve östrus döngüsünde 

düzensizleĢme görülmüĢtür. 

2.3.2. Kloridazon 

2.3.2.1. Kloridazon'un Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

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

(2H)-one), BASF Aktiengesellschaft tarafından 1960'ların baĢında geliĢtirilen bir 
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kimyasaldır, günümüzde yaygın olarak kullanılmaktadır. Sistemik yaprak ve toprak 

herbisiti olan bu pridazinon bileĢiği, bitkilerde fotosentezi engelleyerek etki 

göstermektedir (Suwalsky ve ark., 1998). 

Kloridazonun toprakta kalıcılığı, karanlık ve aerobik koĢullarda yüksek olabilmekte, 

su ve toprakta çevresel bozunması fotoliz desteği ile gerçekleĢmektedir (Tomlin, 

2006). Kloridazon’a ait bazı genel bilgiler Tablo 3.2’de verilmiĢtir. 

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

Genel Adı Kloridazon 

IUPAC Adı 5-amino-4-chloro-2-phenylpyridazin-3-one 

Diğer isimleri 
(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl) methanol 

Pyrazon  

5-amino-4-chloro-2-phenyl-3 (2H)-pyridazinone 

CAS Numarası 1698-60-8 

EC Numarası 216-920-2 

Moleküler Formülü C10H8ClN3O 

Moleküler Ağırlığı 221.64 g/mol 

Kimyasal Yapısı 

 

Renk / Form Renksiz / Katı 

Kokusu Kokusuz 

Yoğunluğu 1.54 g/cm³ (20 °C)  

Buhar Basıncı 4.50x10⁻⁷ mm Hg (20 °C) 

Kaynama Noktası 312,2 °C (760 mm Hg) 

Erime Noktası 206 °C 

Sudaki Çözünürlüğü 400 mg/l (20 °C) 

2.3.2.2. Kloridazon'un Kullanıldığı Alanlar 

Kloridazon, çoğunlukla Ģeker pancarlarının yetiĢtirildiği tarım alanlarındaki tarla 

akça çiçeği, büyük ballıbaba, kaz ayağı, hardal ve yakup otu gibi geniĢ yapraklı 

yabani otları kontrol etmek için yetiĢme öncesi ve sonrası kullanılan bir organoklorin 

herbisittir. Ayrıca soğanlı bitkiler ve güller de dahil olmak üzere süs bitkilerinde de 

kullanılmaktadır (Sánchez-Martín ve Sáanchez-Camazano, 1991). 
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2.3.2.3. Kloridazon'a Maruziyet Yolları 

Kloridazona maruziyet genellikle oral, dermal ve inhalasyon yollarıyla 

gerçekleĢmektedir. Kloridazon hem üretimi aĢamasında çeĢitli atıklar yoluyla hem de 

bazı sebze ve süs bitkilerinde herbisit olarak kullanılması ile çevreye doğrudan 

salınabilmektedir, 20 °C'de 4.5 x10⁻⁷ mm Hg'lık bir buhar basıncında havaya 

karıĢması halinde, kloridazon atmosferde hem buhar hem de partikül fazlarında 

bulunabilir. Buhar fazlı kloridazon, fotokimyasal olarak üretilen hidroksil radikalleri 

ile reaksiyona girerek atmosferde bozunacaktır; havadaki bu reaksiyonun yarı 

ömrünün 10 saat olduğu tahmin edilmektedir. Partikül fazlı kloridazon ise ıslak veya 

kuru çökeltme yoluyla atmosferden uzaklaĢtırılmaktadır. Kloridazon, simüle edilmiĢ 

güneĢ ıĢığında 150 saatlik bir yarı ömür sergilemiĢ ve bu nedenle güneĢ ıĢığı ile 

doğrudan fotolize duyarlı olabileceği belirtilmiĢtir (Pubchem, 2021a). Kloridazon 

çeĢitli toprak tiplerinde hareket edebilir veya toprakta ve suda kalıcılık gösterebilir. 

Toprakta fotoliz yarı ömrü 69 gün iken, aerobik toprakta yarı ömür 90 ile 152 gün 

arasındadır. Kloridazonun fotoliz ile suda bozunma süresi ise 12,5 gün olarak 

belirlenmiĢtir. Topraktan yüzeye veya yeraltı sularına taĢınması mümkündür ve bu 

nedenle su kaynaklarında kirliliğe neden olabilecek kirleticiler kategorisindedir 

(USEPA, 2005). 

2.3.2.4. Kloridazon'un Toksik Etkileri 

Kloridazonun rat, fare ve köpeklerde de vücut ağırlığını etkilediği, karaciğer ve 

böbreklerde toksisiteye neden olduğu, köpeklerde çok yüksek dozun çok kısa bir 

sürede gastrik mukozayı etkilediği bilinmektedir (EFSA, 2016). 

Kloridazonun insan eritrositleri hücre zarına olumsuz etkilerinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, 0,1 mM dozun eritrositlerde çentik oluĢumunu tetiklediği ortaya 

koyulmuĢtur (Suwalsky ve ark., 1998).  

Kromozom hasarlarının araĢtırıldığı in vitro çalıĢmalarda ; 7x10⁻⁶ M, 7x10⁻⁵ M ve 

7x10⁻⁴ M konsantrasyonlardaki kloridazonun koyun ve sığır periferal lenfositlerinde 

mikronükleus (MN) indüksiyonu üzerine etkili olduğu, ayrıca sığır lenfositlerinde 

kromozom anomalilerine ve kardeĢ kromatit değiĢikliklerine neden olduğu tespit 

edilmiĢtir (Piesova, 1998; Šivikova ve ark., 1999). Kloridazonun DNA hasarının 
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değerlendirilmesi yoluyla genotoksik potansiyeli araĢtırılmıĢ, spektrofotometri ve 

spektropolarimetri ile izlenmiĢ ve DNA molekülünde önemli konformasyonel 

değiĢiklikler oluĢturduğu rapor edilmiĢtir (Mehd ve ark., 2009). Ayrıca kloridazon 

gibi bir pridazinon türevi olan LCS-1’in 250 μM dozda, bir antioksidan olan SOD1 

enzimini inhibe ederek insan lösemi (HL-60) hücrelerinin canlılıklarını azalttığı da 

bildirimler arasındadır (Steverding ve Barcelos, 2020). 

2.3.2.5. Kloridazon'un DiĢi Üreme Sistemi Üzerine Etkileri 

Kloridazonun üreme ve geliĢimsel etkilerinin araĢtırıldığı çalıĢmalarda, rat 

fetüslerinin rezorbsiyonuna neden olduğu ve hamster fetüslerinde ise kaburga ve 

kuyruk anomalilerine yol açtığı belirtilmektedir (Schardein, 2000). Ayrıca ratlarda 

yapılan bir çalıĢmada, uterus epitel hücrelerinde hipertrofiye sebep olduğu ve 

neonatal ratlarda vajinanın açılma süresini kısaltarak östrojenik etkiler oluĢturduğu 

(Vargová ve ark., 1995) bildirilmiĢ olup, bu etkilerini östrojen reseptörlerine 

bağlanarak gösterdiği düĢünülmektedir (Kojima ve ark., 2004). 

2.3.3. Metribuzin 

2.3.3.1. Metribuzin'in Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

Metribuzin (4-amino-6-(1,1-dimetil-etil)-3(metiltio)-1,2,4-triazin-5(4H)-1), 

metiltiotriazin kimyasal türevlerine ait, duyarlı bitki türlerinin fotosentezini 

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

Metribuzin’e ait bazı genel bilgiler Tablo 3.3’te verilmiĢtir. 
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Tablo 3.3. Metribuzin’in fiziksel ve kimyasal özellikleri (Pubchem, 2021c) 

Genel Adı Metribuzin 

IUPAC Adı 4-amino-6-tert-butyl-3-methylsulfanyl-1,2,4-

triazin-5-one 

Diğer Ġsimleri 

4-amino-6-tert-butyl-4,5-dihydro-3-methylthio-

1,2,4-triazin-5-one  

4-amino-6-tert-butyl-3-(methylsulfanyl)-1,2,4-

triazin-5(4H)-one  

 
4-Amino-6-Tert-Butyl-3-(Methylthio)-1,2,4-

Triazin-5-One CAS Numarası 21087-64-9 

EC Numarası 244-209-7 

Moleküler Formülü C8H14N4OS 

Moleküler Ağırlığı 214.3 g/mol 

Kimyasal Yapısı 

 

Renk / Form Beyaz / Kristal 

Kokusu Zayıf karakteristik koku 

Yoğunluğu 1,28 g/cm³ (20 °C / 4 °C) 

Buhar Basıncı 4.35x10⁻⁷ mmHg (20 °C) 

Kaynama Noktası 132 °C 

Erime Noktası 126,2 °C 

Sudaki Çözünürlüğü 1050 mg/l (20 ℃) 

 

2.3.3.2. Metribuzin'in Kullanıldığı Alanlar 

Metribuzin, geniĢ yapraklı yabani otları ve çimenli yabancı ot türlerini seçici olarak 

kontrol etmek için bitkilerde yetiĢme öncesi ve sonrası için kullanılan geniĢ 

spektrumlu bir herbisittir. Genellikle soya fasulyesi, patates, mercimek, bezelye, 

domates, yonca, kuĢkonmaz, mısır, hububat ve Ģeker kamıĢı gibi ürünlere uygulanır 

(Roberts, 1998; Chiali ve ark., 2013). 

2.3.3.3. Metribuzin'e Maruziyet Yolları 

Genel popülasyonun bu herbisite maruz kalması, herbisit ile muamele edilen 

gıdaların tüketilmesiyle ortaya çıkabilir. Gıdalarda herbisitlerin varlığı, hem akut 
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hem de kronik etkileri olabileceğinden büyük bir endiĢe kaynağıdır (Alavanja ve 

ark., 2004; Bassil ve ark., 2007).  

Suda eriyebilirliğinin çok yüksek olmasından dolayı metribuzin yer altı sularına 

karıĢma ihtimali en yüksek olan herbisitlerden biri olarak bildirilmiĢtir (USEPA, 

2003). Milano’da yapılan bir çalıĢmada (Loffredo ve ark., 2021) toprağın en üstteki 

0-5 cm’lik tabakasında da konsantrasyonu 5.84 µg/g olarak bulunmuĢtur ve bu 

bölgedeki bitkilerin kök ve filizlerinde de az miktarlarda metribuzin tespit edilmiĢtir. 

2.3.3.4. Metribuzin'in Toksik Etkileri 

Hem diĢi hem de erkek Sprague-Dawley sıçanlara içme sularıyla metribuzinin 

verildiği bir çalıĢmada diĢilerde hipertiroidiye neden olduğu, erkeklerde de tiroksin 

ve somatotropin seviyesini artırdığı belirlenmiĢtir (Porter ve ark., 1993). 

İn vitro ortamda insan ve sıçan dalak lenfositleri metribuzine maruz bırakıldığında 

düĢük konsantrasyonların (1-10 µM) lenfosit proliferasyonu için sitokin üretimini 

aktive ettiği, yüksek konsantrasyonların (25-100 µM) ise, lenfosit proliferasyonunun 

ve sitokinlerin doza bağlı inhibisyonunu indüklediği, oksidatif stres indüksiyonu ile 

immünomodülatör özellik gösterdiği gözlenmiĢtir (Medjdoub ve ark., 2011). 

Medjdoub ve ark. (2016)’nın insan lenfosit kültürleri ile yaptıkları benzer bir 

araĢtırmada da 50 µM dozda metribuzinin lenfositlerin proliferasyonu için gerekli 

uyarımı sağlayan sitokin sekresyonunu azaltarak immunsupresif etki oluĢturduğu 

gösterilmiĢtir. DeğiĢik dozlarda metribuzin (0.3-1000 mg/L) ve triazin türevi 

ametrinin (1.5-1000 mg/L) doğrudan insan lenfosit kültürlerine eklendiği baĢka bir 

deneyde ise 48 saat sonrası, 1.5 mg/L ve üzerindeki metribuzin ve 6.5 mg/L ve 

üzerindeki ametrinin hücresel ölümü meydana getirdiği tespit edilmiĢtir (Flores-

Maya ve ark., 2005). 

Ġnsanların diyet yoluyla maruz kalmasını taklit eden dozlarda kronik metribuzin 

maruziyetinin in vivo etkilerinin değerlendirildiği bir çalıĢmada, erkek ve diĢi 

sıçanlara 3 ay boyunca düĢük dozlarda (1,3 mg/kg, 13 mg/kg) metribuzin içeren bir 

patates diyeti verilmiĢ, vücut ağırlığı, gıda alımı ve plazma glikozu, trigliserit, üre, 

kreatinin, ALT ve AST seviyelerinde artıĢ gibi biyokimyasal parametrelerde olumsuz 

değiĢikliklere neden olduğu gösterilmiĢtir. DüĢük konsantrasyonlarda bile organ 
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fonksiyonları üzerinde fizyolojik bozulmaya yol açan olumsuz etkileri tespit 

edilmiĢtir (Chiali ve ark., 2013). 

AltmıĢ günlük erkek Wistar sıçanlarına günlük olarak uygulanan yüksek dozlarda 

yine bir triazin türevi atrazinin (50 veya 200 mg/kg/gün), bu bireylerin serumundaki 

androstenedion, testosteron, östradiol, östron, progesteron ve kortikosteron gibi 

çeĢitli hormon seviyelerinde hafif artıĢlara neden olduğu gözlemlenmiĢtir (Modic, 

2004). 

Pestisitlerin insan mineralokortikoit reseptörlerine etkilerinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada (Zhang ve ark., 2018), atrazin metaboliti disisopropil atrazin ve yine 

triazin grubu herbisitlerden terbutilazinin aldosteron antagonisti olduğunu, insan 

vasküler düz kas hücrelerinde mineralokortikoide yanıt veren aldosteron kaynaklı 

Alk (alkalin fosfataz) gen ekspresyonunu %50’den fazla artırdığını göstermiĢlerdir. 

Sprague-Dawley sıçanlarında 25, 100 ve 200 mg/kg/gün dozlarında atrazinin 

teratojenik ve embriyotoksik etkilerinin değerlendirildiği bir çalıĢmada (Wu ve ark., 

2007), doğum öncesi maruziyet ile herbisitin en yüksek dozu, yeni doğan erkek 

sıçanların %10.23'ünde hipospadiasa ve en düĢük dozu ise bazı bireylerde çeĢitli 

embriyotoksik hasarlara neden olmuĢtur. 

Genotoksisitelerini araĢtırmak için, farelerin intraperitoneal enjeksiyonla maksimum 

tolere edilen dozlara kadar triazinlere maruz bırakıldığı bir çalıĢmada, atrazin ve 

siyanazinin lökositlerde DNA hasarında doza bağlı artıĢa neden olduğu gösterilmiĢtir 

(Tennant ve ark., 2001). Atrazin ayrıca kemirgenlerde sitogenetik hasarları 

indükleme yeteneğini değerlendirmek için test edilmiĢ ve 20 ppm dozda atrazin 

sıçanların içme sularına katıldığında kromozom sapmalarının sayısında artıĢ ile 

anomalilere neden olduğu gözlemlenmiĢtir (Meisner ve ark., 1992). 

Ġnsan nöroblastom (SH-SY5Y) hücre hattına değiĢik konsantrasyonlarda (5-25-50 

µg/mL) muamele edilen atrazinin 24 saatlik inkübasyonun ardından 25 µg/mL 

(yaklaĢık 116 µM) dozda hücre canlılığını önemli oranda azalttığı belirtilmiĢtir 

(Abarikwu ve Farombi, 2015). 
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2.3.3.5. Metribuzin'in DiĢi Üreme Sistemi Üzerine Etkileri 

Metribuzin’in üreme sistemi üzerine etkilerini araĢtıran bir çalıĢmaya rastlanılamasa 

da metribuzin gibi triazin türevi bir herbisit olan atrazinin 0.1, 1 ve 10 ng/ml 

dozlarında inek uterus ve ovaryum hücrelerine uygulandığı bir çalıĢmada granüloza 

hücreleri için sitotoksik etki göstermediği belirtilmiĢtir. Endometriyum ve 

myometriyumda prostaglandin F2α (PGF2α) salınımını etkilemezken, yalnızca en 

düĢük dozunun endometriyumdan salınan prostaglandin E2 (PGE2) seviyesini 

düĢürdüğü ve yüksek dozda ise spontan ve oksitosin kaynaklı myometriyal 

kontraksyonları azalttığı gösterilmiĢtir. Granüloza hücrelerinde atrazinin 1 ng/mL 

dozda oksitosin salınımını ve tüm dozlarda da testosteron ve östrojen salınımını 

artırdığı, luteal hücrelerde ise en yüksek dozunun progesteron salınımını azalttığı 

bildirilmiĢtir (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017). 

Domuz granüloza hücrelerinin  0.1, ve 10 µM dozda atrazin ile 48 saat inkübe 

edildiği in vitro bir çalıĢmada da atrazinin granüloza hücre canlılığını ve 

proliferasyonunu etkilemediği, 0.1 µM dozda östrojen sentezini azaltırken, 10 µM 

dozda progesteron sentezini artırdığı gözlemlenmiĢtir (Basini ve ark., 2012). 

Ayrıca atrazinin 2 mg/kg dozunun domuzlarda ovaryumlarda multipl kistlere ve  

persistent KL’a neden olduğu, serum östradiol düzeyini düĢürürken progesteron 

seviyesini artırdığı (Gojmerac ve ark., 1996; Gojmerac ve ark., 1999), ratlara in vivo 

uygulanan 300 mg/kg dozun yeni oluĢmuĢ korpus luteumda serum progesteronunu 

artırdığı, StAR, Cyp11A1 ve 3β-HSD ekspresyonlarını artırırken 17β-östradiole 

dönüĢümü sağlayan 17-βHSD’yi düĢürdüğü gösterilmiĢtir (Taketa ve ark., 2011). 

Pogrmic-Majkic ve ark. (2014)’nın yaptıkları çalıĢmada FSH ile uyarılan rat primer 

granüloza hücreleri 20 µM atrazine maruz bırakılınca, hücrelerde FSH duyarlılığını 

artırarak cAMP, AKT ve CEBPB sinyallerinde ve progesteron üretiminde belirgin 

bir artıĢa neden olduğu görülmüĢ, ayrıca luteal markırlar olan StAR ve Cyp11A1 

ekspresyonunda aĢırı artıĢ ve progesteron/östradiol oranında bozulmalara 

rastlanılmıĢtır. Benzer bir çalıĢmada da aynı dozda atrazin uygulamasının Cyp19A1 

ve LH-R (LH reseptörü) ekspresyonunu azalttığı ve bu nedenle östradiol üretiminde 

de azalma olduğu bildirilmiĢtir (Fa ve ark., 2013). Tinfo ve ark. (2011) ise 10 ve 30 

µM atrazinin rat granüloza hücrelerinde testosteronu östradiole dönüĢtüren aromataz 
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enzimi aktivitesini ve östradiol üretimini, 1-30 µM dozda ise progesteron üretimini 

artırdığını bildirmiĢlerdir. Holloway ve ark. (2008) da insan granüloza hücreleri ile 

yaptıkları çalıĢmada östradiol sentezini artırdığı bulgusuna ulaĢmıĢlardır. 



 

 

3.  GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araç ve Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

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

JON) 

2. Biyolojik hava kabini (Esco Class Ⅱ BSC) 

3. Karbondioksitli inkübatör (Binder, CB 150) 

4. Santrifüj cihazı (Hettich, EBA 21) 

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

6. Hassas terazi (Sartorius, CP225D) 

7. Vorteks (Stuart, SA8) 

8. Çalkalamalı su banyosu (Julabo, SW23) 

9. Isıtmalı manyetik karıĢtırıcı (IKA-RET, Basic) 

10. Masaüstü buharlı sterilizatör (Systec, 2540EL) 

11. Paketleme cihazı (Euroseal, 2001 Plus) 

12. Etüv (Nüve, EN 055) 

13. Otomatik hücre sayım cihazı (Life Technologies, Countess II) 

14. Mikropleyt okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan Go) 

15. Mikroplak çalkalayıcı (Isolab, I.613.11.001) 

16. Otoanalizör (Roche Diagnostics, Cobas e601) 
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

1. Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu / F-12 Ham Besin KarıĢımı (Sigma, 

D6421, ABD) 

2. Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu / F-12 Ham Besin KarıĢımı (Fenol 

kırmızısı içermeyen) (Sigma, D6434, ABD) 

3. ITS Premiks (Sigma, I3146, ABD) 

4. Antibiyotik/ Antimikotik Solüsyon (Sigma, A5955, ABD) 

5. Yenidoğan Buzağı Serumu (Sigma, N4637, ABD) 

6. Tripan Mavisi Solüsyonu (Sigma, T8154, ABD) 

7. L-Glutamin (Sigma, G7513, ABD) 

8. Fosfat Tamponlu Tuz Solüsyonu Tableti (Sigma, P4417, ABD) 

9. Pursept(R)-AF Yüzey dezenfektanı (Sigma, Z637386, ABD) 

10. Deoksiribonükleaz (Sigma, D5025, ABD)  

11. 4-Androstene-3, 17-dione (Sigma, 46033, ABD) 

12. Dimetil Sülfoksit (Sigma, D2650, ABD) 

13. Etanol (Sigma, 34870, ABD) 

14. WST-1 kiti (Abcam, ab155902, Ġngiltere) 

15. Linuron (Sigma, 36141, ABD) 

16. Kloridazon (Sigma, 45385, ABD) 

17. Metribuzin (Sigma, 36165, ABD) 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücrelerin Ġzolasyonu 

AraĢtırmaya hazırlık amacıyla deneyden bir gün önce; tüm cam ve metal malzemeler 

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

laboratuvar dezenfekte edildi ve ultra saf su ile PBS (Phosphate Buffered Saline) 
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çözeltisi hazırlanarak otoklavda sterilize edildi. Deney öncesinde hepa filtreli hava 

filtrasyon cihazı çalıĢtırıldı.  

Yerel mezbahalarda kesilen ineklerden alınan ovaryumlar önceden hazırlanan 37 ℃ 

sıcaklıkta ve %1 antibiyotik içeren steril PBS içeren termosa koyularak 1 saat içinde 

laboratuvara getirildi (ġekil 3.1). 

 

ġekil 3.1. Mezbahadan alınan ovaryumlar. 

    

ġekil 3.2. Ġzolasyon için ayrılan ovaryumlardan örnekler. 
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Hücreler Glister ve ark. (2001)’nın granüloza hücre izolasyonu yöntemi modifiye 

edilerek izole edildi. Ovaryumlar çözelti berraklaĢana kadar defalarca PBS çözeltisi 

ile yıkandı (ġekil 3.2). Yüzey dezenfeksiyonunu sağlamak için %70’lik etanolden 

geçirilen ovaryumlar, biyolojik hava kabini içine, antibiyotikli steril PBS içeren bir 

behere nakledildi.  Ovaryum üzerindeki 3-6 mm çapındaki foliküllerden 21 gauge 

kanüllü enjektör ile folikül sıvıları aspire edildi ve antibiyotikli PBS içeren falkon 

tüpe aktarıldı. Ayrıca steril bir petri üzerinde, sıvısı aspire edilmiĢ foliküllerde kalan 

granüloza hücrelerini toplayabilmek için, foliküller steril bir bistüri ile ikiye ayrıldı 

ve iç kısımları plastik öze ile nazikçe kazındı ve PBS ile yıkanarak petrideki yıkama 

sıvısı tüpe aktarıldı (ġekil 3.3).  

 

ġekil 3.3. Folikül sıvısının toplanması. 

Tüplerde toplanan hücre süspansiyonu, içindeki oositlerden elimine etmek için 

100µm’lik süzgeçten filtre edildi. Hücreler 1000 g’de 5 dakika santrifüje edilerek 

PBS ile 2 kez yıkandı. Santrifüj iĢlemi sonunda pellet kırıldı. Daha sonra kan 

hücrelerini hemolize etmek için üzerine 2 ml steril distile su ilave edilerek 10 sn 

beklendi ve tüp 15 ml’ye kadar PBS ile tamamlanarak tekrar 1000 g’de 5 dk 

santrifüje edildi. Santrifüj iĢlemi sonrası tekrar hücre pelleti kırıldı. 

Yıkama esnasında parçalanan hücrelerden açığa çıkan DNA kalıntıları, granüloza 

hücrelerinin birbirine yapıĢmasına neden olmaktadır. Bu sorunu ortadan kaldırmak 
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için, %0,004 oranında DNAaz enzimi içeren antibiyotikli PBS çözeltisi ile tüp 15 

ml'ye kadar tamamlandı. Sonrasında yine 1000 g’de 5 dk santrifüje edildi ve 1 ml 

süspansiyon kalacak Ģekilde süpernatant atıldı. Geriye kalan hücre pelleti yine kırıldı 

ve toplam 1 ml hücre süspansiyonu olacak Ģekilde medyumla homojenize edildi 

(ġekil 3.4)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.4. Ġzole edilen granüloza hücreleri. 

3.2.2. Hücrelerin ekimi, uygulama gruplarının oluĢturulması ve inkübasyonu 

Hücre sayımı ve canlılık oranını belirlemek amacıyla tripan mavisi solüsyonu 

(%0,4’lük) kullanıldı. Tripan mavisi; canlılığını kaybetmiĢ hücrelerin zarlarından 

içeri girerek hücreyi maviye boyamakta iken, canlı hücre membranından 

geçememekte ve hücreler saydam-sarımsı-beyaz renkte gürünmektedir. Bu iĢlem için 

homojenize edilmiĢ 1 ml hücre süspansiyonundan 20 µl alınarak 20 µl tripan mavisi 

ile karıĢtırıldı. Otomatik hücre sayım cihazı lamına aktarılarak 5 dk bekletildi ve 

lamın cihazda okutulması sonucu 1 ml hücre süspansiyonundaki canlı hücre sayısı 

belirlendi (ġekil 3.5). 
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ġekil 3.5. Boyama sonrası hücre sayım cihazı lamında granüloza hücreleri ve canlılık 

oranları. 

Deney düzeneği hazırlamak amacıyla, 96 kuyucuklu hücre kültürü pleytleri 48 ve 96 

saatlik inkübasyonlar için ayrı ayrı olacak Ģekilde; kontrol grubu, linuron, kloridazon 

ve metribuzinin düĢük, orta ve yüksek dozları için 3’er kuyucuk olacak Ģekilde 

iĢaretlendi.  

Hücrelerin ekimi için önceden oda ısısına getirilen kimyasallar ile medyum 

hazırlandı. Bu amaçla granüloza hücreleri için uygun besi yeri olan 15 mM HEPES’li 

DMEM F12-HAM içerisine; inkübasyon süresince hücrelerin pleyt tabanına 

yapıĢmaları, yeterince beslenebilmeleri, ayrıca hücre kaybının önlenebilmesi için 

%10 FBS (Fetal Buzağı Serumu), %1 L-glutamin, olası bakteri ve mantar 

kontaminasyon risklerini en aza indirmek için ise %1 antibiyotik-antimikotik 

solüsyonu eklendi. HazırlanmıĢ olan medyumdan pleytte iĢaretli tüm kuyucuklara 

100’er µl konuldu. Daha sonra her kuyucuğa 2x10⁴ hücre eklendi (ġekil 3.6). 
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ġekil 3.6. Pleytlerin iĢaretlenmesi ve hücre ekimi. 

Homojen bir dağılım olması için pleytler mikroplak çalkalayıcı ile hafifçe çalkalandı. 

Sonrasında pleytler %5 CO₂ içeren 37 ℃’ye ayarlanmıĢ inkübatörde hücrelerin 

yapıĢması için 24 saat inkübe edildi. 

24 saatlik inkübasyon sona ermeden 1-2 saat önce hücrelere uygulanacak endokrin 

bozucu bileĢikler içeren medyum hazırlandı. Bunun için, öncelikle kontrol ve 

deneme gruplarında steroit hormonların sentezinin devamını sağlamak amacıyla 

0,001 M’lık androstenedion stok çözeltisi ile, 10⁻⁷ M androstenedion içeren DMEM 

F12-HAM medyumu hazırlandı. Bu medyuma %1 antibiyotik-antimikotik, %1 L-

glutamin ve granüloza hücrelerini çoğaltmak amacıyla %1 ITS premiksi (10 µg/ml 

insulin, 5,5 µg/ml transferrin, 5 ng/ml sodyum selenit) eklendi. Hazırlanan medyum 

kontrol grubunda ve endokrin bozucu herbisitlerin uygulama dozlarının 

hazırlanmasında kullanıldı. Uygulama dozları yapılan ön çalıĢmalar ile belirlendi. 

Öncelikle linuron, kloridazon ve metribuzinin stok solüsyonları hazırlandı. 

Herbisitlerin çözdürülmesinde linuron için saf etil alkol, kloridazon ve metribuzin 

için steril DMSO (Dimetilsülfoksit) kullanıldı. Tüm gruplarda çözücü oranları en 
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fazla %0,1 olacak Ģekilde ayarlandı. Stok çözeltiler belli oranlarda medyumla 

sulandırılarak uygulama dozları elde edildi (Tablo 3.4).  

Tablo 3.4. Granüloza hücrelerine uygulanan endokrin bozucu herbisitler ve dozları. 

Linuron Kloridazon Metribuzin 

10 µM 10 µM 25 µM 

50 µM 100 µM 250 µM 

250 µM 1000 µM 2500 µM 

 

Ġlk 24 saatlik inkübasyon sonunda eski medyum atıldı ve pleyte yapıĢan hücreler 

üzerine her kuyucuk için 100’er µl yukarıda verilen dozlarda endokrin bozucu içeren 

medyum, kontrol medyumu ve %0,1 etil alkol/DMSO içeren medyum eklendi. 

Sonrasında pleytler 48 saat daha inkübe edildi. 

3.2.3. Canlılık testleri ve hormon örneklerinin toplanması 

Kırk sekiz saat inkübasyon sonrasında pleytler inkübatörden çıkarıldı. Hormon 

analizi için medyumlar mikrotüplere toplandı ve analiz yapılıncaya kadar -20 ℃’de 

muhafaza edildi. Pleytte kalan hücrelere WST testi yapıldı. 96 saat inkübasyon için 

iĢaretlenmiĢ pleytlere yeniden kontrol medyumu, %0,1 etil alkol/DMSO içeren 

medyum ve farklı dozlardaki endokrin bozucu içeren medyumlar eklenerek 48 saat 

daha inkübasyon için etüve konuldu.  

Sitotoksite düzeyini belirlemek amacıyla uygulanan WST testinde, bir tetrazolyum 

bileĢiği olan WST-1’in hücre medyumuna eklenip inkübe edilmesi sonucunda; WST-

1 içeriğindeki tetrazolyum tuzları yalnızca canlı hücrelerden elektron alarak 

indirgenmekte ve formazan denilen yapıya dönüĢerek renk değiĢikliği 

oluĢturmaktadır, bu değiĢim de kolorimetrik olarak ölçülerek hücrelerdeki canlılık 

düzeyi belirlenmektedir. Bu amaçla hormon analizi için medyumu alınmıĢ 48 saatlik 

pleyt kuyucuklarına 100’er µl %10 antibiyotik-antimikotik solüsyonu, %10 ITS 

premiksi, %10 L-glutamin içeren fenol redsiz DMEM F12-HAM (Sigma, D6434, 

ABD) medyum hazırlanarak eklendi. Ayrıca 9 yeni kuyucuğa 3 er tekrar olmak üzere 

blank olarak hücre içermeyen medyum ve %0,1 etil alkol/DMSO içeren medyum 

ilave edildi. Ardından tüm kuyucuklara WST-1 kitinden 10’ar mikrolitre eklenerek 
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ıĢık almayacak Ģekilde folyo ile sarılarak 4 saat inkübatörde bırakıldı (ġekil 3.7). 

Ġnkübasyon sonunda pleyt karanlık ortamda mikropleyt okuyucuya konularak 450 

nm ve 650 nm’ye karĢı absorbans değerleri ölçüldü. Net absorbanslar (abs450-

abs650)-blank formülüne göre hesaplandı. Bu değerler, canlılığının %100 olduğu 

farz edilen kontrol gruplarıyla kıyaslanarak endokrin bozucu bileĢiklerin canlılık 

üzerine etkisini belirlemede kullanıldı. Canlılık oranı = uygulama grubunun 

absorbansı / kontrol grubunun absorbansı x100 formülüne göre hesaplandı. 96 saat 

inkübe edilen pleyt için de medyum örnekleri alımı ve WST testi aynı Ģekilde 

tekrarlandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.7. WST ölçümü için hazırlanmıĢ pleyt. 

3.2.4. Hormon analizleri 

Östrojen ve progesteron hormon ölçümleri Kırıkkale Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Biyokimya Laboratuvarında elektrokemiluminesans yöntemi ile ticari kitlerle yapıldı 

(Roche Cobas e601 otoanalizör). Bu yöntemde örnek ve biotinize hormon spesifik 

antikor immunkompleks oluĢturmak için inkübe edilir ve hormon miktarına bağlı 

olarak immunkompleks oluĢur. Streptovidin kaplı mikropartiküller ve rutenyum 

kompleksi ile kaplanmıĢ bir hormon türevi bu karıĢıma eklenir ve antikor-hapten 

kompleksi oluĢur. Bütün kompleks streptovidin-biotin etkileĢimi yardımıyla katı faza 

yapıĢmaya baĢlar. Reaksiyon karıĢımı ölçüm hücrelerine aspire edilir ve 
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kemilüminesans ıĢımaya neden olan elektrotlara voltaj uygulanır. IĢıma yoğunluğu 

kaydedilir ve bu da numunenin hedeflenen analitinin miktarının belirlenmesini 

sağlar. 

Yukarıda sayılan tüm uygulamalar istatistiksel doğruluğu artırmak amacıyla her bir 

grup için 3 kez tekrarlandı. 

3.2.5. Ġstatistiksel Analiz 

AraĢtırma sonunda elde edilen veriler GraphPad 6.0 (La Jolla, CA, USA) istatistik 

programında tekrarlı ölçümlerde varyans analizi metodu ile değerlendirildi. Gruplar 

arasındaki farklılığın değerlendirilmesinde ise Tukey testi kullanıldı. P<0.05 düzeyi 

anlamlı olarak ifade edildi. 

 

 



 

 

 

 

4.  BULGULAR 

4.1. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Granüloza Hücrelerinin Canlılığına 

Etkileri 

Linuronun çözücüsü olarak kullanılan %0,1’lik alkol ve kloridazonla metribuzinin 

çözücüsü olan %0,1’lik DMSO içeren medyumla inkübe edilen hücrelerin canlılık 

oranları hem 48 hem de 96 saatte %100 olarak kabul edildi ve deneme gruplarının 

canlılıkları kontrol grubuna oranlanarak belirlendi (ġekil 4.1 A-C). 

Linuronun 10, 50 ve 250 µM dozlarına maruz kalan hücrelerin canlılığında hem 48 

hem de 96. saatlerde bir fark bulunamadı. Kloridazonun 10 µM’lık dozunda 

inkübasyon süresinin ilerlemesiyle granüloza hücrelerinin canlılığı üzerine herhangi 

bir etki görülmedi. Ancak 100 ve 1000 µM’lık kloridazon dozlarında canlılık 96. 

saatte 48. saate oranla önemli düzeyde azaldı (sırasıyla p<0.001 ve p<0.05). Bunun 

yanı sıra kloridazonun 1000 µM’lık dozundaki canlılık, hem 48 ve hem de 96. 

saatlerde kontrol, 10 ve 100 µM’lık dozlarla kıyaslandığında azaldı (sırasıyla 

p<0.001, p<0.05 ve p<0.001).  

%
 c

a
n

lı
lı
k

KA L10 L50 L250
85

90

95

100

105

48 s

96 s

 A

%
 c

a
n

lı
lı
k

KD K10 K100 K1000
60

70

80

90

100

110

48 s

96 s

x

x ax

by az

bz

x

 B

%
 c

a
n

lı
lı

k

K D M 2 5 M 2 5 0 M 2 5 0 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

4 8  s

9 6  s

x
x

x

x

y

z

z

 C

 

ġekil 4.1. Farklı dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in granüloza 

hücrelerinin canlılığına etkisi. 

a, b:  Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasındaki önemi gösterir (P < 0.05). x, y, z: 

Kontrol ve uygulama grupları arasındaki farklılıkları gösterir (P < 0.05). 

Metribuzin uygulama gruplarında ise 25 µM’lık dozda 48. ve 96. saatte kontrol 

grubuna kıyasla hücre canlılığı değiĢmezken, 250 µM’lık dozda 96. saatteki hücre 
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canlılığı 48. saattekine göre  azaldı (p<0.05), 2500 µM’lık dozda ise hem 48 hem de 

96. saatte diğer doz grupları ile kıyaslandığında hücre canlılığı önemli derecede 

azaldı (p<0.001). 

4.2. Hormon Analizleri 

4.2.1. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Östrojen Salınımı Üzerine Etkileri 

ġekil 4.2 A-C’de görüldüğü gibi linuron, kloridazon ve metribuzine maruz kalan 

granüloza hücrelerinde östrojen salınımı 96. saatte 48. saate göre azaldı (p<0.05). 

Linuron ve kloridazon uygulama grupları kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında ise 48. 

saatte östrojen salınımında bir fark görülmezken, 96. saatte en yüksek dozdaki 

uygulama grubunda (250 µM linuron ve 1000 µM kloridazon) hormon düzeyi 

kontrol ve diğer uygulama gruplarına göre azaldı (p<0.05). Metribuzin grubunda da 

2500 µM’lık dozda östrojen düzeyi hem 48 hem de 96. saatte hem kontrol hem de 25 

µM ve 250 µM’lık doza göre azaldı (p<0.001). 

p
g

/2
x

1
0

4
 h

ü
c

r
e

K
A

4
8

K
A

-9
6

L
1

0
-4

8

L
1

0
-9

6

L
5

0
-4

8

L
5

0
-9

6

L
2

5
0

-4
8

L
2

5
0

-9
6

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

b x

a

b x

a

b x

a

b x

a y

b y

a

A

p
g

/2
x

1
0

4
 h

ü
c

r
e

K
D

4
8

K
D

-9
6

K
1

0
-4

8

K
1

0
-9

6

K
1

0
0

-4
8

K
1

0
0

-9
6

K
1

0
0

0
-4

8

K
1

0
0

0
-9

6

0
1

0
0

2
0

0
3

0
0

a

b x b x

a

b x

a

b x

a

b y

B
p

g
/2

x
1

0
4

 h
ü

c
r
e

K
D

4
8

K
D

-9
6

M
2

5
-4

8

M
2

5
-9

6

M
2

5
0

-4
8

M
2

5
0

-9
6

M
2

5
0

0
-4

8

M
2

5
0

0
-9

6

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

a x

b xb x

a x

b x
a y

b y

a x

C

 

ġekil 4.2. Farklı dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in östrojen 

salınımına etkisi.  

a, b:  Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasındaki önemi gösterir (P < 0.05). x, y: Kontrol 

ve uygulama grupları arasındaki farklılıkları gösterir (P < 0.05). 

4.2.2. Linuron, Kloridazon ve Metribuzin’in Progesteron Salınımı Üzerine 

Etkileri 

Linurona maruz kalan granüloza hücrelerinde 250 µM’lık dozda 96. saatteki 

progesteron düzeyi 48. saate oranla azaldı (p<0.001). 48. saatte hiçbir uygulama 

grubunun progesteron değerleri arasında istatistiksel bir anlam gözlenmedi. 96. saatte 

ise 250 µM Linuron grubunda kontrol, 10 ve 50 µM’lık gruplara göre progesteron 

düzeyi azaldı (p<0.05). Kloridazon ve metribuzin uygulama gruplarının hepsinde 96. 
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saatteki progesteron düzeyleri 48. saate göre azaldı (p<0.001). 48. saatte sadece en 

yüksek kloridazon dozundaki uygulama grubunda (1000 µM) progesteron düzeyi 

azalırken (p<0.05), 96. saatte bütün uygulama gruplarının progesteron düzeyleri 

kontrol grubuna göre düĢtü. Metribuzin uygulanan grupta ise 48. saatte progesteron 

düzeyleri değiĢmezken, 96. saatteki progesteron düzeyleri 25, 250 ve 2500 µM’lık 

grupta kontrol grubuna göre P<0.001 düzeyinde azaldı. 250 ve 2500 µM’lık 

uygulamalardaki azalma ise daha belirgin oldu (ġekil 4.3 A-C).  
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ġekil 4.3. Farklı dozlarda linuron (A), kloridazon (B) ve metribuzin (C)’in progesteron 

salınımına etkisi. 

a, b:  Her doz grubunda 48. ve 96. saatler arasındaki önemi gösterir (P < 0.05). x, y, z: 

Kontrol ve uygulama grupları arasındaki farklılıkları gösterir (P < 0.05). 
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5.  TARTIġMA VE SONUÇ 

5.1. TartıĢma 

Dünyada yaygın bir kullanım alanı olan herbisitler daha kaliteli ürün elde ederek 

üretim maliyetlerini düĢürebilir. Ancak, biyolojik çeĢitliliğe, suları kirleterek gerek 

insan sağlığına gerekse sularda yaĢayan canlılara verdiği zararlar, yağ dokuda 

birikerek oluĢturduğu hasarlar ve uzun yarı ömürleri düĢünüldüğünde kullanımları 

kaygı vericidir. 

Ovaryum iĢlevselliğinin korunması hayvanın üreme sağlığı için oldukça önemli bir 

faktördür. Üreme sistemindeki problemler hayvanın döl verimini etkileyerek ciddi 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Endokrin bozucu etkisi olduğu bilinen 20’ye 

yakın herbisit bulunmaktadır (Gupta, 2017) ve bu herbisitler ilaçlama yoluyla 

tarımsal ürünlerde ve doğaya karıĢarak suda kalıntı bırakmalarından dolayı bu 

ürünleri tüketen doğadaki canlıların ve bu canlıları tüketen insanların sağlığı için de 

potansiyel bir risk kaynağı oluĢturmaktadırlar (Mnif ve ark., 2011). 

Bu araĢtırmada tarımsal ilaçlamada yaygın Ģekilde kullanılan herbisitlerden diĢi 

üreme fizyolojisi üzerine etkilerine dair oldukça kısıtlı sayıda literatür bulunan 

linuron, kloridazon ve metribuzinin inek granüloza hücreleri canlılığına ve bu 

hücreler tarafından sentezlenen östrojen ve progesteron hormonları üzerine 

etkilerinin in vitro ortamda araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

Yapılan literatür taramasında, araĢtırma konusu olan endokrin bozucu herbisitlerden 

linuron, kloridazon ve metribuzinin diĢi üreme sistemi üzerine direkt veya dolaylı 

etkileriyle ilgili rat (Porter ve ark., 1993; Vargová ve ark., 1995; Johansson ve ark., 

2016), hamster (Kojima ve ark., 2004) ve inek (Bilmen ve ark., 2016; Wrobel ve 

Mlynarczuk, 2017)’lerde oldukça sınırlı sayıda in vivo ve in vitro araĢtırmaya 

rastlanmıĢ, ancak bu araĢtırmalardan granüloza hücreleri üzerinde çalıĢılan yalnızca 
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bir çalıĢmaya ulaĢılabilmiĢtir. Wrobel ve Mlynarczuk (2017) tarafından yapılan bu 

çalıĢmada sadece çok düĢük dozlardaki linuronun inek granüloza hücreleri 

canlılığına ve bu hücrelerden salınan östrojen üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Dolayısıyla çalıĢmamız inek granüloza hücre kültüründe linuron, kloridazon ve 

metribuzinin hücre canlılığı, östrojen ve progesteron sentezi üzerine etkilerinin 

araĢtırıldığı ilk çalıĢma olma özelliğine sahiptir.  

AraĢtırmada kullanılan herbisit dozları yapılan ön denemeler sonucunda, linuron için 

10, 50, 250 µM, kloridazon için 10, 100, 1000 µM ve metribuzin için 25, 250, 2500 

µM olarak belirlenmiĢtir. 

Mevcut araĢtırmada granüloza hücrelerine uygulanan 10, 50, 250 µM linuron 

konsantrasyonlarının hem 48. hem de 96. saatte hücreler için toksik etki göstermeyip 

canlılıklarını etkilememesi, in vitro ortamda 0.1, 1 ve 10 ng/ml (yaklaĢık olarak 

0.0004, 0.004 ve 0.04  µM) dozlarındaki linuronun inek myometriyum ve 

endometriyum hücreleri ve ovaryum granüloza ve luteal hücrelerine uygulandığı 

çalıĢmanın (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) bulguları ile paraleldir. Nitekim anılan 

çalıĢmada uygulanan dozların çalıĢmamızdaki dozlardan oldukça düĢük olması ve 

inkübasyon süresinin 72 saat olduğu düĢünüldüğünde, çalıĢmamız linuronun 

granüloza hücreleri canlılığını daha yüksek dozda ve daha uzun süre inkübasyonla 

bile etkilemediğini ortaya koymaktadır. Lambright ve ark. (2000)’nın yaptıkları in 

vitro çalıĢmada da linuronun 10 µM’lık dozunun maymun böbrek hücresi olan CV-1 

hücrelerinde sitotoksik etki göstermediğini vurgulamıĢlardır. Buna rağmen linuronun 

erkek ratlarda Leydig hücrelerinde hücre proliferasyonu sırasında DNA sentezi için 

bir belirteç olan PCNA proteini ekspresyonlarında azalmaya (Ding ve ark., 2017), 

androjene bağlı dokularda malformasyonlara neden olduğunu (Mclntyre ve ark., 

2000; Wilson ve ark., 2009), Leydig hücre tümörü oluĢumuna yol açtığını (Cook ve 

ark., 1993) bildiren in vivo araĢtırmalar da mevcuttur. Ayrıca, in vitro ortamda 

yapılan çalıĢmalarda Roloff ve ark. (1992)’nın insan lenfositlerine uyguladıkları 0.5 

µg/ml (yaklaĢık 2 µM) linuronun kromozom hasarına yol açtığı, Lorenzetti ve ark. 

(2010)’nın ise insan prostat adenokarsinom hücrelerine uyguladıkları 100 µM 

linuronun önemli oranda sitotoksik etki gösterdiği bulgularına ulaĢılmıĢtır. Farklı 

dokularda olumsuz etkilerinin görüldüğü linuronun araĢtırmamızda granüloza hücre 

canlılığına etkisinin görülmemesi yapılan araĢtırmalardaki canlı türleri, hücre tipleri 
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ve hücrelerin linurona maruz kalma süresi gibi farklılıklardan kaynaklanabileceği 

düĢünülmektedir. 

Pestisitlerin toksisitesinden sorumlu asıl mekanizma halen tam olarak çözülememiĢ 

olsa da artan reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin (ROS/RNS) sistemik oksidatif 

stresi tetiklenmesinin anahtar rol oynadığı bildirilmektedir. Ortaya çıkan toksisiteden 

sorumlu olduğu bilinen iki ana ROS kaynağı, mitokondri ve NADPH oksidaz 

enzimleridir (Kalyanaraman ve ark., 2016). Linuron gibi tiyoüre grubuna dahil bir 

herbisit olan diuron ile yapılan çalıĢmalarda oksidatif fosforilasyonu (Owen ve 

Halestrap, 1993), glukoneogenezisi inhibe ettiği ve mitokondriyal ATP/ADP oranını 

azalttığı öne sürülmüĢtür (da Silva Simões ve ark., 2017). Rat karaciğer 

mitokondrisinin izole edildiği baĢka bir in vitro çalıĢmada da diuronun hücre 

solunumunu ve mitokondriyal membrana bağlı enzim aktivitelerini inhibe ettiği 

görülmüĢtür. Diuron toksisitesinde ROS’un muhtemel mekanizma olduğu da 

bildirimler arasındadır (Huovinen ve ark., 2011; Kao ve ark., 2019). Ġnsan karaciğeri 

ölümsüz HepG2 hücrelerinde de diuron dozuna bağımlı bir ROS üretimi 

gösterilmiĢtir (Kao ve ark., 2019). Diuronla elde edilen bu sonuçlara göre, 

araĢtırmamızda uyguladığımız linuron dozlarının granüloza hücreleri canlılığını 

etkilememesi bu dozlarda linuronun granüloza hücrelerinde ROS üretimini 

değiĢtirmediği sonucuna bağlanabilir. 

AraĢtırmamızın bulgularına göre, granüloza hücrelerinde 48 saatlik inkübasyon 

sonrası kloridazonun sadece en yüksek (1000 µM) dozu kontrol grubuna kıyasla 

sitotoksik etki göstermiĢ ve 96. saatte de bu etki orta (100 µM) dozdan itibaren 

görülmeye baĢlamıĢtır. Literatür taramalarında kloridazonun herhangi bir türde 

üreme hücreleri canlılığına etkisini araĢtıran in vivo veya in vitro çalıĢmaya 

rastlanmamıĢ olup, farklı türlere ait farklı hücrelerle yapılan in vitro sitotoksite ve 

genotoksite çalıĢmaları bulunmaktadır. Bu çalıĢmalarda ise 100 µM dozda 

kloridazonun insan eritrositlerinde çentik oluĢumuna neden olduğu (Suwalsky ve 

ark., 1998), 7-70-700 µM dozlarda koyun ve sığır periferal lenfositlerinde 

mikronükleus (MN) indüksiyonu üzerine etkili olduğu, ayrıca sığır lenfositlerinde 

kromozom anomalilerine ve kardeĢ kromatit değiĢikliklerine yol açtığı bulgularına 

ulaĢılmıĢtır (Piesova, 1998; Šivikova ve ark., 1999). Kloridazon gibi bir pridazinon 

türevi olan LCS-1’in 250 μM dozda, bir antioksidan olan süperoksit dismutaz 
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enzimini kodlayan SOD1 geni ekspresyonunu inhibe ederek HL-60 hücrelerinin 

canlılıklarını azalttığı da bildirimler arasındadır (Steverding ve Barcelos, 2020). 

Hücrede mitokondriyal enerji üretimi esnasında oluĢan serbest radikallere karĢı temel 

savunmada önemi rol oynayan süperoksit dismutaz enziminin engellenmesi, hücrede 

serbest radikallerin birikmesine yol açarak oksidatif stres ve hücresel hasara neden 

olmaktadır (Aslankoç ve ark., 2019). Dolayısıyla araĢtırmamızda kloridazon ile 

oluĢan sitotoksik etki bu nedenle oluĢmuĢ olabilir. Ayrıca anılan çalıĢmalarda her ne 

kadar hücrelerin elde edildiği tür ve kullanılan hücre çeĢidi farklı olsa da uygulanan 

dozlar bakımından çalıĢmamızla benzerlik göstermektedir. 

AraĢtırmada uyguladığımız metribuzinin 25 µM’lık en düĢük dozunun 48. ve 96. 

saatte kontrol grubuna kıyasla granüloza hücre canlılığını etkilememesi, metribuzin 

gibi triazin türevi olan atrazinin 10 ng/ml (yaklaĢık 0,05 µM) dozlarda inek 

myometriyum ve endometriyum hücreleri ve ovaryum granüloza ve luteal hücreleri 

ile 72 saat inkübe edildiği (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) ve 0.1, ve 10 µM dozda 

atrazinin domuz granüloza hücreleri ile 48 saat inkübe edildiği (Basini ve ark., 2012) 

in vitro çalıĢmaların bu dozlarda hücre canlılığını etkilemediği bulgularıyla 

uyumludur. Ġnkübasyon süreleri çalıĢmamıza göre daha kısa olan bu iki çalıĢma, 

metribuzinin 25 µM konsantrasyonundan daha düĢük seviyelerde de granüloza hücre 

canlılığını etkilemeyebileceği olasılığını düĢündürmektedir.  

ÇalıĢmamızda uyguladığımız metribuzinin 250 µM’lık orta dozu ile yalnızca 96. 

saatte (p<0.05), 2500 µM’lık yüksek dozu ile hem 48. hem de 96. saatte hücre 

canlılığı önemli derecede azalmıĢtır (p<0.001). Metribuzinin hücre canlılığı ve 

proliferasyonu üzerine etkilerini araĢtıran sadece birkaç in vitro araĢtırmaya 

ulaĢılabilmiĢ olup, bu araĢtırmalar da lenfositler ile yapılmıĢtır. Medjdoub ve ark. 

(2011)’nın insan ve rat dalak lenfositlerine 48 saat inkübasyonla uyguladıkları 1-10 

µM metribuzinin lenfosit proliferasyonunu artırdığı ancak, 25-100 µM dozda 

oksidatif stres ve DNA hasarına neden olduğu ve lenfosit proliferasyonunu inhibe 

ettiği, yine aynı araĢtırmacıların (Medjdoub ve ark., 2016) insan lenfosit kültürleri ile 

yaptıkları benzer bir araĢtırmada da 50 µM metribuzinin lenfositlerin proliferasyonu 

azalttığı gösterilmiĢtir. Metribuzinin farklı dozlarda (0.3-1000 mg/L) doğrudan insan 

lenfositleri ile 48 saat kültüre edildiği baĢka bir çalıĢmada ise, 1.5 mg/L (yaklaĢık 7 

µM) ve üzerindeki dozların hücrelerde ölüme neden olduğu tespit edilmiĢtir (Flores-
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Maya ve ark., 2005). DeğiĢik türlere ait lenfositlerle yapılan bu çalıĢmalarda 

uygulanan dozların etkileri, çalıĢmamızdaki orta ve yüksek dozun etkileri ile kısmen 

benzerlik taĢısa da düĢük dozlardaki etkileri ile çalıĢmamızdan farklı sonuçlara 

sahiptir. Aynı zamanda Medjdoub ve ark. (2011)’nın insan lenfositlerinde düĢük 

dozlarda bildirdiği etkiler, Flores-Maya ve ark. (2005)’nın bulguları ile çeliĢmekte 

olup bu dozlardaki etkinin lenfositlerdeki güvenilirliği düĢündürücüdür. Yapılan in 

vivo çalıĢmalarda ise, ratlara 440, 220 ve 110 mg/kg dozlarında haftada 2 gün oral 

olarak 3 ay süre ile subkronik metribuzin uygulanmasıyla akciğer, karaciğer ve 

böbreklerde sitotoksik etki oluĢturduğu, mitokondriyal elektron transportu ve 

fosforilasyon üzerine olumsuz etki ettiği de bildirimler arasındadır (Abou Mosallam, 

2016). Karaciğer hücrelerindeki toksisitesi Samir ve Asma (2018) tarafından da 

gösterilmiĢtir. 

Benzer Ģekilde triazin türevi olan diğer herbisitlerin farklı hücrelerde sitotoksik 

etkilerine dair in vitro ve in vivo çalıĢmalarda, 25 ve 50 µg/mL (yaklaĢık 116 ve 232 

µM) atrazinin insan nöroblastom (SH-SY5Y) hücrelerinde (Abarikwu ve Farombi, 

2015), 6.5 mg/L ve üzeri dozda ametrinin insan lenfositlerinde ölüme yol açtığı 

(Flores-Maya ve ark., 2005), 0.0005 µg/ml (yaklaĢık 0.002 µM) (Roloff ve ark., 

1992) ve 0.01, 0.1, 1 µg/mL dozlarında atrazinin insan lenfositlerinde, 20 ppm dozda 

ise fare kemik iliği hücrelerinde önemli kromozom hasarına neden olduğu (Meisner 

ve ark., 1992), atrazin ve siyanazinin fare lökositlerinde DNA hasarına sebep olduğu 

(Tennant ve ark., 2001) bildirilmiĢtir. Genel olarak orta ve yüksek dozda metribuzin 

ile gözlemlediğimiz sonuçları destekleyen bu araĢtırmalara rağmen, çalıĢmamızda 25 

µM’lık en düĢük dozda metribuzinin granüloza hücrelerini etkilememesi bu 

hücrelerin bahsi geçen hücrelere göre metribuzine daha dayanıklı olduğunu 

gösterebilir. 

Ayrıca, metribuzinin, inkübasyon süreleri dikkate alındığında orta dozdan itibaren 

hücre canlılığını kloridazon ile benzer Ģekilde azalttığı fakat metribuzinde bu etkinin 

özellikle yüksek dozda daha güçlü olduğu anlaĢılmaktadır. ÇalıĢmamız hem 

kloridazon hem de metribuzinin granüloza hücreleri üzerine sitotoksik etkilerini 

değerlendiren ilk çalıĢma olma özelliğine sahiptir. Bu alanda çalıĢma yapılmasına 

daha fazla ihtiyaç olduğu görülmektedir. 
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AraĢtırmada hücrelerin canlılık oranlarını ölçmede kullanılan WST assay, 

mitokondriyal dehidrojenazın aktivitesini ölçen bir canlılık testidir. ÇalıĢmamızda 

linuron uygulamasında canlılığın değiĢmemesi, kloridazonun 100 ve 1000 µM’lık 

dozlarında süreye bağlı, 48 ve 96. saatte de en yüksek dozda (1000 µM) canlılığın 

azaldığının görülmesi; metribuzinde de canlılığın 48. saatte en yüksek dozda (2500 

µM), 96. saatte de hem 250 hem de 2500 µM’lık dozda azalması, bu gruplardaki 

hücrelerde mitokondriyal fonksiyonun kloridazon ve metribuzinin kullanılan dozları 

tarafından bozulduğunun bir göstergesidir. Bu herbisitlerin sitotoksik etkilerinin 

oluĢmasında mitokondriyal toksisite muhtemelen en önemli mekanizmadır. ROS 

üretimi de hücre canlılığını etkileyen önemli bir faktör olup, hücre tiplerinin ve 

herbisitlerle onların metabolitleri arasında ROS üretiminde farklılık görülebilir 

(Mohammed ve ark., 2020). AraĢtırmamızda kullanılan kimyasalların granüloza 

hücrelerinin canlılığı üzerindeki farklı etkileri de bu nedene bağlanabilir.  

Endokrin bozucular doğal hormonların bağlanacakları reseptörlere bağlanıp onları 

taklit ederek veya reseptörlere bağlanmadan onların sentezine, salgılanmasına, 

atılmasına ve görevlerine müdahale ederler. Üreme sistemi üzerine etkili olanlar ise 

foliküllerdeki östrojen üretimi ve ovulasyon problemlerine ya da progesteron 

salınımını olumsuz etkileyip düĢüklere yol açarak steroit hormon sentezini 

bozabilirler (Gregoraszczuk, 2002). 

Mevcut araĢtırmada linuronun, 48. saatte tüm konsantrasyonlarda granüloza 

hücrelerinde östrojen ve progesteron sentezini etkilemediği, 96. saatte ise 250 µM’lık 

en yüksek uygulama dozunda her iki hormon düzeyini azalttığı (p<0.05) 

belirlenmiĢtir. Daha önce yapılan benzer in vitro çalıĢmalarda, 0.1-10 ng/ml 

(yaklaĢık 0,0004-0,04 µM) linuron ile 72 saat inkübe edilen inek granüloza 

hücrelerinde (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017) ve 2.5, 25 ve 250 μg/L (yaklaĢık 0.01, 

0.1 ve 1 µM) linuron ile 12 saat inkübe edilen kocakafa golyan balığı (Pimephales 

promelas) ovaryumlarında (Ornostay ve ark., 2013) östrojen sekresyonunun 

değiĢmediği bildirilmiĢtir. Özellikle Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un elde ettiği bu 

bulgular 48. saatte tüm dozlarda, 96. saatte 10 ve 50 µM linuron ile bulduğumuz 

sonuçlarla paralel olsa da uyguladıkları doz çalıĢmamızdan oldukça düĢük ve 

inkübasyon süresi çalıĢmamızdan kısadır. Aynı çalıĢmada 0.1 ve 10 ng/ml linuronun 

granüloza hücrelerinde testosteronu artırıcı etki gösterdiği görülmüĢ ve bu sonuç 
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linuronun inek granüloza hücrelerinde androjenlerin östrojene dönüĢümünü 

engelleyebileceği Ģeklinde açıklanmıĢtır. Bunun aksine, linuronun erkek ratlarda 

üreme sistemine etkilerini araĢtıran in vivo ve in vitro çalıĢmalarda testosteron 

sekresyonunu önemli düzeyde azalttığı (Ding ve ark., 2017; Wilson ve ark., 2009) 

bulgularına ulaĢılsa da androjen reseptör antagonisti olduğu (Cook ve ark., 1993; 

Lambright ve ark., 2000; Mclntyre ve ark., 2000) bulgularını bildiren in vivo 

çalıĢmalar ağırlık kazanmaktadır. Bu çalıĢmalarda da belirtildiği gibi antiandrojenik 

maddelerin bazıları androjen reseptörlerine bağlanmak için androjenlerle yarıĢırlar, 

androjen reseptörlerinin (AR) DNA’ya bağlanmasını inhibe ederler ve gerek in vivo 

gerekse in vitro androjen bağımlı gen ekspresyonlarını değiĢtirirler. Linuron 

antiandrojenik bir etkiyle androjen reseptörlerine yarıĢmalı olarak bağlanır. 

Dolayısıyla çalıĢmamızda en yüksek dozda (250 µM) linuronun inkübasyon süresi 

uzadıkça 96. saatte etkisinin belirginleĢmiĢ ve Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un 

yukarıdaki açıklamasına paralel Ģekilde granüloza hücrelerindeki androjen 

reseptörlerine bağlanarak testosteronun östrojene dönüĢümünü engellemiĢ 

olabileceği düĢünülmektedir.  

Bununla birlikte Cook ve ark. (1993) tarafından 2 hafta süre ile 200 mg/kg dozda 

linuronun, seksüel olgunluğa ulaĢmıĢ erkek ratlarda serum E2 ve LH düzeyini 

artırdığı ve artan LH ile birlikte Leydig hücre tümörü oluĢumunun indüklendiği, in 

vitro ortamda testosteron ile inkübe edilmiĢ ventral prostat sitozolünde androjen 

reseptörlerine bağlanarak testosteron ile yarıĢtığı, Stoker ve ark. (2000) tarafından da 

linuronun erkek ratlarda puberte yaĢını geciktirdiği, aksesuar cinsiyet organlarının 

ağırlıklarını azalttığı belirtilmiĢ ve bu bulguların altında yatan nedenin linuronun AR 

antagonisti olmasından baĢka, MSS-hipotalamus-hipofiz ve gonadlar arasındaki 

iliĢkiyi değiĢtirmesi ve steroit katabolizmasını artırması olabileceği sonucuna 

varılmıĢtır. 

Literatür taramasında linuronun granüloza hücrelerinden salınan progesteron 

seviyelerine etkisini araĢtıran herhangi bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢ olup, linurona 

72 saat maruz bırakılan inek luteal hücrelerinde 0.1 ng/ml (yaklaĢık 0,0004 µM) doz 

ile etkilenmeyen progesteron düzeyinin, 1 ng/ml’lik doz (yaklaĢık 0,004 µM) ile 

baskılandığını bildiren çalıĢma (Wrobel ve Mlynarczuk, 2017), inkübasyon süresi ve 

kullanılan hücrelerin farklı oluĢu göz ardı edildiğinde doza paralel Ģekilde etkinin 
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oluĢması yönüyle çalıĢmamıza benzemekte olsa da linuronun 10 ng/ml’lik (yaklaĢık 

0,04 µM) en yüksek dozda progesteron üzerine istatiktiksel olarak anlamlı bir etki 

oluĢturmadığı bulgusu ile çalıĢmamızdan farklılık göstermektedir. Yine inek luteal 

hücreleriyle yapılan baĢka bir çalıĢmada (Bilmen ve ark., 2016) da inek granüloza 

hücrelerine uyguladığımız linuronun 50 µM’lık orta dozu aynı inkübasyon 

sürelerinde sonuçlarımızla benzer Ģekilde progesteron sekresyonunu etkilememiĢ, 

fakat 100 ve 200 µM’lık dozlarda hem 48. saatte hem de 96. saatte progesteron 

salınımını önemli oranda baskılayarak fark oluĢturmuĢtur. Dolayısıyla 

araĢtırmamızda 48. saatte 250 µM dozda bile görmediğimiz bu baskılayıcı etkinin 

anılan çalıĢmada 100 µM dozdan itibaren görülmesi, linuronun granüloza hücrelerine 

kıyasla luteal hücrelerde progesteronu azaltıcı etkisinin daha belirgin olduğunu 

gösterebilir. 

Ayrıca yapılan in vivo çalıĢmalarda kolesterolden progesterona ve ondan da 

testosterona dönüĢüm sürecinde etkili olan enzim ve proteinlerin gen ekspresyonları 

da değerlendirilmiĢtir. Linuronun erkek yavru ratlara etkilerini incelemek üzere gebe 

ratlara uygulandığı çalıĢmalarda Ġnsl3, StAR mRNA ve Cyp11A1, Cyp17A1 

ekspresyonlarını etkilemediği (Wilson ve ark., 2009; Katsanou ve ark., 2020) 

bulguları çalıĢmamızda uyguladığımız linuronun düĢük ve orta dozdaki etkileri ile 

uyum içerisindedir. Steroit hormonların sentezi diĢi hayvanlarda farklı hücrelerde 

gerçekleĢse de mekanizmaları temelde aynıdır. Insl3 ve Cyp17A1 progesterondan 

androstenedion üretiminde StAR ve Cyp11A1 ise kolesterolün pregnenolona 

dönüĢümü sürecinde rol oynamaktadır. Androstenedion testosterona ve ardından 

östrojene, pregnenolon ise progesterona dönüĢmektedir. Bulgularımızda da 

belirtildiği üzere düĢük ve orta dozda linuron hem östrojen hem de progesteron 

düzeyini etkilememiĢtir. Bu yönleriyle yukarıda anılan çalıĢmalar farklı tür ve 

cinsiyette yapılmıĢ olsalar da çalıĢmamızın bu sonuçlarını desteklemektedir.  

Buna rağmen çalıĢmamızda yüksek dozda linuron ile gözlemlediğimiz östrojen ve 

progesteron seviyelerinde azalma bulgularını destekleyen araĢtırmalar da mevcuttur. 

Gebe ratlara linuronun uygulandığı bir araĢtırmada (Ding ve ark., 2017) erkek 

yavrularda P450scc ve 3β-HSD enzimleri ekspresyonunda azalma tespit edilmiĢtir. 

Nitekim P450scc’nin kolesterolün pregnenolona, 3β-HSD’nin ise pregnenolonun 

progesterona dönüĢümünde etkili olduğu bilinmektedir. Oysa P450scc ailesinden 
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olan Cyp11A1’in ve 3β-HSD öncesinde rol oynayan StAR proteininin yukarıdaki 

çalıĢmalarda linuron ile etkilenmediği bildirilmiĢtir. Buradaki ayrılığın doz 

farklılığından kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. Dolayısıyla her ne kadar erkek 

hayvanlarda yapılan ve farklı bulguları bildiren çalıĢmaların bir kısmı sonuçlarımızı 

desteklese de özellikle inek luteal hücreleri ile yapılan çalıĢmalar linuronun farklı 

hücreleri farklı sürelerde etkileyebileceğini göstermesi bakımından önemlidir. 

AraĢtırmamızda gözlemlediğimiz 250 µM dozda linuronun östrojen ve progesteron 

sentezini azaltıcı etkisi doz ve inkübasyon süresi arttıkça linuronun östrojen ve 

progesteron üretiminde etkili olan bazı enzimlerin ekspresyonunu baskılamaya 

baĢladığını gösterebilir. Bu konuda özellikle granüloza hücreleriyle yapılacak olan 

daha ayrıntılı çalıĢmaların bulgularımızı destekleyebileceğini düĢünmekteyiz. 

AraĢtırmamızda linuron ile benzer Ģekilde yalnızca 96. saatte en yüksek dozdaki 

(1000 µM) kloridazonun östrojen sentezini baskıladığı (p<0.05) belirlenmiĢtir. 

Bununla birlikte inkübasyonun 48. saatinde yalnızca en yüksek dozda (1000 µM), 

96. saatinde ise tüm dozlarda (10, 1000, 1000 µM) kloridazonun granüloza 

hücrelerinin progesteron sentezini baskıladığı ortaya konulmuĢ olup, 48. saatte 

linuron ve metribuzinin hiçbir doz grubunda progesteron sentezinde istatiktiksel 

olarak anlamlı bir azalma gözlenmemesine rağmen kloridazonun en yüksek dozu ile 

görülen azalma, hücrelerin bu dozda kloridazona kısa süreli maruziyetinin dahi 

progesteron üretimini baskıladığını göstermesi bakımından önem taĢımaktadır. 

Yapılan literatür taramalarında kloridazonun ratlarda uterus epitel hücrelerinde 

hipertrofiye sebep olduğunu ve neonatal ratlarda vajinanın açılma süresini kısaltarak 

östrojenik etkiler oluĢturduğunu belirten in vivo çalıĢma (Vargová ve ark., 1995) 

dıĢında üreme hormonlarına etkilerine dair herhangi bir araĢtırmaya ulaĢılamamıĢtır. 

Ancak kloridazonla aynı organoklorin grubu pestisitlerle yapılan ve bulgularımızı 

destekler nitelikte aĢağıda belirtilen çalıĢmalar mevcuttur. 

Domuz foliküler hücrelerinde p,p’-DDT'nin (0,4-4 µg/ml) E2 üretimini azalttığı, 4 

µg/ml dozda DDT izomerleri (p,p’- ve o,p’-DDT) ve DDE izomeri p,p’-DDE ile 

progesteron sentezi azalırken diğer izomer o,p’-DDE ile bu etkinin görülmediği 

çalıĢma (Wójtowicz ve ark., 2007) bulguları bir yandan sonuçlarımız ile uyum 

içerisindeyken aynı çalıĢmada o,p’-DDT ve o,p’-DDE’nin 0,004 ila 4 µg/ml dozlarda 

aromataz aktivitesi ve E2 sentezini artırdığı ancak östrojen reseptörü beta (ERbeta) 
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ekspresyonunu azalttığı bulgusu östrojen artmıĢ olsa da bağlanacağı reseptörlerin 

azalması nedeniyle etkilerinin engellenebileceğini göstermesi bakımından 

hipotezimizi desteklemektedir. Diğer yandan (100 ng/ml) DDE’nin insan granüloza 

hücrelerinde testosteronu östradiole dönüĢtüren aromataz enzimini artırdığı 

(Younglai ve ark., 2004) belirtilmiĢ, domuz granüloza hücrelerinde ise 0.3–320 

µg/ml dozda progesteron sentezini bloke ettiği ve buna cAMP sentezi ve Cyp11A1 

ekspresyonunu baskılamasının eĢlik ettiği bildirilmiĢtir (Chedrese ve Feyles, 2001; 

Crellin ve ark., 2001). Buna göre DDE’nin öncelikle cAMP oluĢumunu engellediği 

ve dolayısıyla kolesterolü pregnenolona dönüĢtüren Cyp11A1 ekspresyonunun 

azalmasına yol açtığı ve steroidogenezisi bu mekanizmayla değiĢtirdiği 

düĢünülebilir. 

Organoklorlu pestisitlerden metoksiklor ile yapılan çalıĢmalarda da 250-500 mg/kg 

dozun inkübe edilen rat ovaryumlarında E2 ve testosteron üretimini azalttığı, gebe 

ratlarda implantasyonu bozduğu ve serum progesteron düzeylerini düĢürdüğü 

(Cummings ve Laskey, 1993) belirtilirken, 0.1–3.5 ng/ml dozun domuz granüloza 

hücrelerinde bazal ve FSH ile uyarılan progesteron üretimini azalttığı, ancak 

yukarıda belirttiğimiz DDE bulgusunun aksine cAMP seviyelerini değiĢtirmeden 

Cyp11A1 transkriptinin seviyelerini artırdığı gösterilmiĢ ve bu durumda 

metoksiklorun steroit sentezinde kolesterolün pregnenolona dönüĢümü öncesi bir 

basamağı bloke edebileceği öne sürülmüĢtür (Chedrese ve Feyles, 2001; Crellin ve 

ark., 2001). Ayrıca fare antral foliküllerinde metoksiklorun (1-100 µg/ml) StAR, 3β-

HSD, Cyp11A1, Cyp17A1, Cyp19A1 mRNA'ların ekspresyonunu azalttığını ve 

ardından ana cinsiyet steroitlerinde düĢüĢler olduğunu (Basavarajappa ve ark., 2011), 

bunun yanı sıra metoksiklora (20 µg/kg/gün ve 100 mg/kg/gün) fetal ve neonatal 

maruziyetin östrojen reseptörü-2 (ESR2) ekspresyonunu baskılayarak ratlarda 

ovaryum disfonksiyonuna neden olduğunu bildiren çalıĢmalar da mevcuttur (Armenti 

ve ark., 2008; Zama ve Uzumcu, 2009). Diğer taraftan metoksiklorun metaboliti 

HPTE’nin (500 mg/kg) fare ovaryum ve uterus dokularında antiandrojenik etki 

gösterdiği de bildirimler arasındadır (Waters ve ark., 2001). 

Yapılan diğer in vivo çalıĢmalarda, Straube ve ark. (1999) kloridazonun da içinde 

bulunduğu bir grup pestisit ilaçlamasında çalıĢan erkeklerde maruziyetten 1 gün 

sonra testosteron ve östradiol düzeyinin düĢtüğünü, aylarca kronik maruziyette ise 



 

53 

 

testosteron düzeyinin arttığını ve östrojenin düĢmeye devam ettiğini bildirmiĢ, Haake 

ve ark. (1987) ise çeĢitli organoklorlu pestisitlere maruz bıraktıkları ratlarda benzer 

bulgulara ulaĢmıĢ ve bu değiĢikliklerin nedenini pestisitler tarafından enzimlerin 

indüksiyonu sonucu oluĢan testosteron metabolitlerinin aromataz sistemini inhibe 

etmesine bağlamıĢlardır. Benzer Ģekilde Tomczak ve ark. (1981) da organoklorlu 

pestisitlerden insektisit heksaklorosikloheksanın üretim biriminde çalıĢan erkek 

iĢçilerin 8 yıl bu kimyasala maruziyeti ile serum LH düzeylerinin arttığını, FSH 

düzeylerinde önemli bir değiĢim gözlenmezken testosteron düzeylerinin biraz 

düĢtüğünü belirtmiĢlerdir. 

Kloridazon ve onun bağlı olduğu organoklorlu pestisitler grubundaki kimyasallar ile 

yapılan çalıĢmaların bir kısmı her ne kadar araĢtırmada ulaĢtığımız bulguları 

desteklese de bu çalıĢmalarda uygulanan kimyasalların metabolitleri ile bile farklı 

bulgulara ulaĢıldığının görülmesi, benzer kimyasal bileĢime sahip herbisitlerin aynı 

etkileri göstermeyebileceğini ifade etmesi bakımından önem taĢımaktadır. 

AraĢtırmamızda östrojen ve progesteron üretim basamaklarında rol oynayan enzim 

ifadelerine bakılmadığından kesin bir sonuca varılamamıĢ ancak, yapılan literatür 

incelemelerine göre kloridazonun 1000 µM’lık dozda östrojen sentezini 

baskılamasının ve inkübasyonun 48. saatinde en yüksek dozda (1000 µM), 96. 

saatinde ise tüm dozlarda (10, 1000, 1000 µM) progesteron sentezini azaltıcı 

etkisinin altında yatan mekanizmanın bu dozlarda kloridazonun androjen reseptör 

antagonisti gibi davranarak östrojen ve progesteron üretiminde etkili olan bazı 

enzimlerin aktivitelerini engellemesiyle ilgili olabileceğini ve ileride yapılacak daha 

ayrıntılı çalıĢmalarla bulgularımızın desteklenmesi gerektiğini düĢünmekteyiz. 

Linuron ve kloridazondan farklı olarak, inkübasyonun 48. saatinde metribuzinin en 

yüksek dozu (2500 µM) östrojen salınımını belirgin düzeyde (p<0.001) azaltıcı etki 

göstermiĢ ve bu etkinin zamanla arttığı 96. saatte gözlemlenmiĢtir. Progesteron 

salınımı ise 48. saatte değiĢmemiĢ 96. saatte 250 ve 2500 µM dozda daha da belirgin 

olmak üzere azalmıĢtır (p<0.001). Metribuzinin diĢi ratlarda hipertiroidiye sebep 

olduğu, erkek ratlarda ise tiroksin ve somatotropin düzeylerini artırdığı in vivo 

çalıĢma (Porter ve ark., 1993) dıĢında endokrin etkilerine dair daha önce yapılan 

herhangi bir araĢtırmaya ulaĢılamamıĢ olup, metribuzin gibi triazin türevi atrazinin 
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farklı dozlarda östrojen ve progesterona etkisini değiĢik türlerde inceleyen benzer in 

vitro ve in vivo çalıĢmalar bulunmaktadır. 

Basini ve ark. (2012)’nın domuz granüloza hücrelerinde 0.1 µM dozda atrazinin 48 

saatlik inkübasyon sonrası östrojen sentezini azalttığı, 10 µM dozda ise östrojeni 

etkilemezken progesteron sentezini artırdığı, Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un inek 

granüloza hücrelerinde atrazin ile 72 saatlik inkübasyon sonrası 0.1-10 ng/ml 

(yaklaĢık 0,0005-0,05 µM) dozda östrojen düzeyini artırdığı ancak aynı inkübasyon 

süresinde 10 ng/ml  (yaklaĢık  0,05 µM) dozda atrazinin luteal progesteron sentezini 

baskıladığı bulguları mevcuttur. Wrobel ve Mlynarczuk (2017) çalıĢmasında 

granüloza hücrelerinden salınan testosteron düzeyini de ölçmüĢ ve atrazinin 

testosteronu artırdığını, östrojen artıĢının da bundan kaynaklandığını ileri sürmüĢtür. 

Tinfo ve ark. (2011) tarafından ise 10 ve 30 µM atrazinin 24 saatlik inkübasyon 

sonrası rat granüloza hücrelerinde testosteronu östradiole dönüĢtüren aromataz 

enzimi aktivitesini ve östradiol üretimini artırdığı, 1-30 µM dozda da progesteron 

sentezini artırdığı belirlenmiĢtir. Bunun aksine, yine rat granüloza hücrelerinde 20 

µM atrazinin Cyp19A1 (aromataz) ile birlikte östradiol üretimini azalttığı (Fa ve 

ark., 2013), bazal progesteron seviyesini etkilemediği ancak FSH ile uyarılmıĢ 

hücrelerde FSH duyarlılığını artırarak progesteron üretiminde belirgin bir artıĢa 

neden olduğu, progesteron/östradiol oranında bozulmalara yol açtığı bildirilmiĢtir 

(Pogrmic-Majkic ve ark., 2014). Ġnsan granüloza hücrelerinde 1–10 µM atrazinin 

aromataz enzimi aktivitesini artırdığı da bildirimler arasındadır (Holloway ve ark., 

2008).  

Yapılan in vivo çalıĢmalarda ise, 2 mg/kg atrazinin domuzlarda serum östradiol 

düzeyini düĢürürken progesteronu artırdığı (Gojmerac ve ark., 1996), diĢi ratlara 

uygulanan 300 mg/kg dozun androstenedionun testosterona dolayısıyla da 17β-

östradiole dönüĢümü sağlayan 17-βHSD’yi azalttığı ancak serum progesteronunu 

artırdığı gösterilmiĢtir (Taketa ve ark., 2011). Bu iki araĢtırma atrazinin progesteron 

seviyesini artırırken östrojen oluĢumunu azaltması ile androjen reseptör antagonisti 

etkisi gösterebileceğini ortaya koyması bakımından önem taĢımaktadır. Diğer yandan 

erkek ratlarda yapılan in vivo çalıĢmada ise (Modic, 2004), yüksek dozlarda (50 veya 

200 mg/kg/gün) atrazinin serum östradiol, östron ve progesteron hormonları yanı sıra 
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androstenedion, testosteron ve kortikosteron hormonları seviyesini de doza bağlı 

artırdığı bildirilmiĢtir. 

Taketa ve ark. (2011) ve Pogrmic-Majkic ve ark. (2014)’nın yaptıkları çalıĢmalar 

atrazinin progesteron düzeyini artırmasında steroidogenesis sürecinde yer alan enzim 

ve proteinlerin (StAR, Cyp11A1, 3β-HSD, cAMP, AKT, CEBPB)  ekspresyonlarını 

artırarak etkili olduğunu gösterse de Wrobel ve Mlynarczuk (2017)’un yaptıkları 

çalıĢma dıĢında anılan tüm çalıĢmalar inekten farklı hayvan türlerinde yapılmıĢtır. 

Tüm bu çalıĢmalarda metribuzinden farklı olarak atrazin uygulandığı ve in vitro 

çalıĢmalarda granüloza hücrelerinin çalıĢmamızdakinden farklı inkübasyon 

sürelerine maruz kaldığı görülmektedir. Bununla birlikte Pogrmic-Majkic ve ark. 

(2014)’nın çalıĢmasına göre, atrazin 20 µM dozda rat granüloza hücrelerinde bazal 

progesteron seviyelerini etkilememesine rağmen FSH ile uyarılan hücrelere aynı 

dozda uygulandığında progesteron seviyelerini artırdığı bulgusu FSH etkisine 

bağlanabilir. Rat primer granüloza hücrelerine yine 20 µM dozda uygulanan 

atrazinin LH-R ekspresyonunu azalttığını gösteren bir diğer çalıĢma (Fa ve ark., 

2013) da bulgularımızı destekler niteliktedir. Nitekim LH’nın reseptörlerine 

bağlanması hücre içi cAMP'nin ve onun hedefi protein kinaz (PKA) ve cAMP guanin 

nükleotit değiĢim faktörlerinin (cAMP-GEFs) aktivasyonuna yol açar. Bu da ERK 

1/2 yolağını aktive ederek progesteron sekresyonunu dolayısıya steroidogenezi 

düzenler (Chin ve Abayasekara, 2004) 

Bu çalıĢmaların yanı sıra insan H295R adrenokortikal karsinom hücrelerine 

uygulanan atrazin, simazin ve propazinin aromataz enzimi aktivitesini doza bağlı 

olarak (0-30 μM) yaklaĢık 2.5 katına çıkardığı ve böbreküstü bezinden salınan 

östrojen üretimini artırabileceğine dikkat çekilen (Sanderson ve ark., 2000) ve 

disizopropil atrazin ve terbütilazinin insanlarda aldosteron antagonisti olduğunun 

gösterildiği (Zhang ve ark., 2018) çalıĢmalar da triazin türevi herbisitlerin 

steroidogenezise etkilerini ortaya koyması bakımından önem taĢımaktadır. 

Her ne kadar triazin grubundaki herbisitlerle yapılan çalıĢmaların bir kısmı 

metribuzin ile ulaĢtığımız bulguları desteklese de özellikle atrazinle yapılan 

çalıĢmaların da birbiriyle çeliĢtiği görülmüĢtür. Daha önce yapılan çalıĢmalar 

incelendiğinde metribuzinin 2500 µM’lık dozda östrojen sentezi üzerine ve 
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inkübasyonun 96. saatinde özellikle 250 ve 2500 µM’lık dozda belirgin olmak üzere 

progesteron sentezi üzerine olan baskılayıcı etkisinin bu dozlarda metribuzinin diğer 

steroit endokrin bozucular gibi androjen reseptör antagonisti gibi davranarak ve 

östrojen ve progesteron sentezinde rol oynayan bazı enzimlerin ifadelerini 

baskılamasından kaynaklanabileceğini düĢünmekteyiz. Bu konuda daha ayrıntılı 

çalıĢmalarla sonuçların desteklenmesine ihtiyaç olduğu görülmektedir. 

5.2. Sonuç ve Öneriler  

Bu çalıĢmada, özellikle yüksek dozlarda kloridazon ve metribuzinin granüloza 

hücrelerinde sitotoksik etkiye neden olduğu ve inkübasyon medyumuna steroit 

hormon sentezinin devamı için androstenedion eklenmesine rağmen üç herbisitin de 

maruziyet süresi uzadıkça östrojen salınımını azalttığı ortaya konulmuĢ olup, bu 

herbisitlerin androjen reseptör antagonisti gibi davranarak testosteronun östrojene 

dönüĢümünü engellediği düĢünülmektedir. Ayrıca yüksek dozda linuronun 96. saatte, 

kloridazon ve metribuzinin ise süre ve doza bağlı olarak progesteron düzeyini 

düĢürdüğü belirlendiğinden daha sonra yapılacak çalıĢmalar ile sentez 

basamağındaki enzim yolaklarına etkilerinin araĢtırılması uygun olacaktır.  

Sonuç olarak mevcut çalıĢma, kloridazon ve metribuzinin granüloza hücreleri 

canlılığı ve steroidogenezisi üzerine, linuronun ise granüloza hücrelerinde 

progesteron düzeyi üzerine etkilerinin araĢtırıldığı ilk çalıĢma olması bakımından 

önem taĢımaktadır. ÇalıĢmamız ayrıca daha önce linuronla yapılmıĢ çalıĢmalarda 

kullanılan dozlardan daha geniĢ bir aralıkta linuronun etkilerini gösteren bir 

araĢtırma olmuĢtur. Yapılan denemelerle ortaya çıkan sonuçlar, bu herbisitlerin 

özellikle yüksek dozlarının ve uzun süreli maruziyetlerinin üreme fizyolojisi 

açısından büyük öneme sahip olan ovaryum hücreleri üzerinde etkili olabileceğini ve 

bu hücrelerin salgıladıkları hormonları olumsuz etkileyebileceğini göstermiĢtir. Bu 

yönüyle çalıĢma sonuçlarının hayvanlarda ve dolayısıyla belki de insanlarda görülen 

muhtemel üreme sistemi problemlerinin nedeni olabileceği düĢünülmektedir.  

Konuyla ilgili yapılan çalıĢmalar değerlendirildiğinde, mevcut in vitro çalıĢmadan 

elde edilen bu bulgular ile endokrin bozucu herbisitlerin insanların beslenmesinde 

önemli yer tutan ve ekonomik değeri olan çiftlik hayvanlarında gerçek etkilerinin 

ortaya çıkarılabilmesi açısından in vivo çalıĢmalarla da desteklenmesinin faydalı 
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olacağı düĢünülmektedir. Ayrıca üreme sağlığının tüm canlılarda neslin devamı için 

önemi düĢünüldüğünde, tarımda giderek yaygınlaĢan bu kimyasal uygulamalarının 

sınırlandırılması ve bu konuda toplum bilincinin oluĢturulması için yasal 

düzenlemeler yapılmasının yararlı olacağı yadsınamaz bir gerçektir. 
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