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1. OZET

Endokrin bozucularin (EDC) insan sagligi, hayvanlar ve cevre iizerindeki
potansiyel zararli etkileri, onemli bir halk sagligi problemi olarak iizerinde
durulan bir konu haline gelmistir. Bu c¢alisma; Tiirkiye’de yaygin olarak
kullanilan ve dogada uzun siire kalma potansiyeline sahip organoklorlu
(Endosulfan) ve pyrethroid (Cypermethrin) pestisitler ile herbisitlerin (2,4-D ve
Trifluralin) Hershberger metodu ile peri-pubertal erkek rat modelinde serum LH
ve FSH diizeyleri ile androjen duyarli dokular (prostat, bulbouretral bezler,
seminal vezikiiller, m. Levator ani) {izerine androjenik ve anti-androjenik
etkilerini arastirmak amaciyla planlandi.

Calismada toplam 56 adet peri-pubertal 42 giinliik erkek Sprague Dawley rat
kullanildi. 11k grup sham kastrasyon olarak ayrildi. Geriye kalan toplam 49 adet
rat xylazin+ketamin anestezisi altinda total olarak (testisler + epididimis) kastre
edildi. On giinliik iyilesme siiresinin sonunda ratlarin viicut agirliklar1 belirlendi
ve yedi gruba daha ayrildi: Kastrasyon grubu; Testosteron propiyonat (TP) grubu
(0.5 mg/kg/giin s.c. TP); TP+Flutamide grubu (25 mg/kg/giin, oral gavaj);
TP+Endosulfan grubu (10 mg/kg/giin, oral gavaj); TP+2,4-D grubu (10
mg/kg/giin, oral gavaj); TP+Cypermethrin grubu (20 mg/kg/giin, oral gavaj);
TP+Trifluralin grubu (15 mg/kg/giin, oral gavaj). On giinliikk uygulamalarin
sonunda tiim hayvanlarin viicut agirliklar tekrar belirlendi. Son uygulamadan 24
saat sonra ratlar dekapite edildi ve kan Ornekleri toplandi. Tiim hayvanlarin

prostat bezi, bulbouretral (cowper) bezleri, seminal vezikiiller ve musculus levator



ani (mLA) ile karaciger ve bobrekleri hemen diseksiyon ile ¢ikartildi ve tartildi.
Serum testosteron, LH ve FSH diizeyleri ELISA yontemi ile belirlendi.

Kastrasyon, tiim androjen-duyarli doku agirliklarinda azalmaya neden
olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP uygulanmasi bu dokularin
agirliklarinin sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). Endosulfan,
Cypermethrin ve Trifluralin androjen-duyarli dokulardan bulbouretral bez
agirliklarinda TP grubuna gore anlamli azalmaya yol agarken (p<0.01); 2,4-D ise
seminal vezikiil agirliklarinda TP grubuna gore anlaml artis olusturdu (p<0.01).
Uygulanan test bilesiklerinden hicbiri prostat ve m. Levator ani agirliklarinda TP
grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi (p>0.05). 2,4-D, Cypermethrin ve
Trifluralin serum FSH diizeylerinde anlamli artisa yol agarken; serum LH
diizeylerindeki artis sadece Trifluralin grubunda istatistiksel olarak anlaml1 idi.

Sonug olarak; bu calismadan elde edilen bulgular, Hershberger metodunda
Endosulfan, Cypermethrin ve Trifluralin’in bulbouretral bez {iizerinde anti-
androjenik; 2,4-D’nin ise seminal vezikiil tizerinde androjenik etkilere sahip
olabilecegini gostermistir. Bu ¢evresel kirleticilerin erkek iireme fonksiyonlarini
olumsuz yonde etkileyebilecegi ongoriilebilir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucular (EDC), Endosulfan, Cypermethrin,

2,4-D, Trifluralin, Hershberger assay.



2. ABSTRACT

The potential harmful effects of endocrine-disrupting chemicals (EDC) on
human health, animals and environment constitutes a major concern as an
important public health problem. The present study was aimed to investigate the
androgenic and anti-androgenic effects of organochlorid (Endosulfan) and
pyrethroid (Cypermethrin) pesticides and herbicides (2,4-D and Trifluralin),
which have potential to accumulate in nature and widely used in Turkey, on serum
LH and FSH levels and androgen-sensitive tissues (prostate, bulbourethral glands,
vesicula seminalis, m.Levator ani) in peri-pubertal rat model with Hershberger
assay.

A total of 56 peri-pubertal 42 days old Sprague Dawley rats were used in the
study. The first group was separated as sham castration. The remaining 49 rats
were totally (testes and epididymis) castrated under xylazin+ketamine
aneasthesia. After 10 days recovery period, rats were weighed and divided into
further seven groups: Castration group; Testosterone Propionate (TP) group (0.5
mg/kg/day s.c. TP); TP+Flutamide group (25 mg/kg/day, oral gavage);
TP+Endosulfan group (10 mg/kg/day, oral gavage); TP+2,4-D group (10
mg/kg/day, oral gavage); TP+Cypermethrin group (20 mg/kg/day, oral gavage);
TP+Trifluralin group (15 mg/kg/giin, oral gavage). After 10 days application all
animals weighed again. 24 hours after the last application, rats were decapitated
and blood samples were obtained. Prostate, bulbourethral (Cowper) gland,
vesicula seminalis and musculus levator ani (mLA) as well as liver and kidneys
were dissected immediately and weighed. Serum testosterone, LH and FSH levels

were determined with ELISA.



Castration caused significant reduction in all androgen-sensitive tissue
weights (p<0.001); whereas TP application to the castrated animals recovered this
tissue weights to the levels of sham group (p<0.001). While Endosulfan,
Cypermethrin and Trifluralin caused significant decrease in bulbourethral gland
weights (p<0.01); 2,4-D significantly increased vesicula seminalis weights
compared to TP group (p<0.01). None of the applied test compounds caused
significant differences in prostate and m. Levator ani weights compared to TP
group (p>0.05). 2,4-D, Cypermethrin and Trifluralin significantly increased serum
FSH levels; but the increase in serum LH levels was only significant in Trifluralin
group.

In conclusion; data obtained from this study showed that 2.,4-D has
androgenic effects on vesicula seminalis whereas Endosulfan, Cypermethrin and
Trifluralin have anti-androgenic effects on bulbourethral gland. It can be
suggested that, these environmental pollutants could affect male reproductive
functions negatively.

Key Words: Endocrine disrupting chemicals (EDC), Endosulfan,

Cypermethrin, 2,4-D, Trifluralin, Hershberger assay.



3. GIRiS

3.1. ANDROJENLER

Testosteron, dihidrotestosteron (DHT), dehidroepiandrosteron (DHEA) ve
androstenedion gibi erkek cinsiyet hormonlarini igeren hormon topluluguna
“androjenler” denir (48). Androjenler; erkek tireme fonksiyonlarn iizerinde
baslica diizenleyici etkiyi saglayan 19 karbonlu steroidlerdir (86). Erkek cinsel
farklilagmasi, sekonder seks karakterlerinin gelisimi ve devamliliginda,
spermatogenezde karakteristik rolleri ve somatik dokularda anabolik etkileri
bulunmaktadir (14, 44, 49). Bu acidan ele alindiginda; en 6nemli iki androjen
testosteron ve aktif metaboliti olan Sa-dihidrotestosteron’dur.

3.1.1. Testosteron ve Dihidrotestosteron (DHT)

Testosteron erkeklerdeki major androjendir. Bir¢cok dokuda, kendisinden
daha potent bir androjen olan aktif metaboliti DHT ye doniigiir. Bu doniisiim,
NADPH-bagimli mikrozomal bir enzim olan Sa-rediiktaz tarafindan katalize edilir
(14, 49).

Ayn1 androjen reseptorii araciligi ile etki gosteren bu androjenlerden her biri
erkeklerde cinsel farklilasma sirasinda kendine ait spesifik role sahiptir.
Testosteron Wolf kanalindan koken alan yapilarin (epididimis, vas deferens,
seminal vezikiil, ejekiilator kanallar) farklilagsmasi ve gelisimine direkt olarak
katilirken; Sa-dihidrotestosteron ise iirogenital sinils ve tiiberkiil ile bunlardan
koken alan (prostat bezi, skrotum, uretra, penis) diger androjen hedef dokularda
aktif liganddir (11, 14, 82, 118).

Periferal hedef dokularda androjenik etki icin DHT olusumu gerekli iken;
testosteron konsantrasyonunun ¢ok yiiksek oldugu dokularda (testis, wolf kanalr)

virilizasyon i¢in DHT olusumu gerekli olmayabilir (33).



3.1.2. Androjenlerin Biyosentezi

Androjenler testis, bobrek {istii bezi ve az miktarda da overlerde iiretilirler.
Sentez edildikleri yere gore “adrenal androjenler” ve “gonadal androjenler”
olarak iki gruba ayrilabilirler. Androjenlerin yaklasik %901 testislerde {iretilip
testosteron  seklinde  salgilamirken; geri  kalam  adrenal  korteksten
dehidroepiandrosteron (DHEA) seklinde serbestlenirler (99).

Androjenler  kolesterolden  sentezlenir.  Kolesteroliin  testosterona
biyosentetik doniisiimii birka¢ basamakta gerceklesir. Bunlardan ilki; kolesteroliin
steroidogenik akut regiilator protein (StAR) ile distan i¢ mitokondrial membrana
transferini ve kolesterol yan zinciri yikan enzim ile kolesteroliin pregnenolona
dontigiimiinii kapsamaktadir. Bu reaksiyon androjen sentezinde hiz-sinirlayici
basamaktir. Daha sonraki basamaklar icin ise 17a-hidroksilaz, 17,20-desmolaz,
3B-hidroksisteroid  dehidrogenaz/izomeraz  kompleksi, 17a-hidroksisteroid
dehidrogenaz enzimleri gereklidir (14, 16, 49, 101). Androjenler i¢in sentez

basamaklar1 Sekil 1°de gosterilmistir.

3.1.2.1. Adrenal Androjenler

Adrenal androjenler zona fasiculata ve zona retikularis tarafindan prekiirsor
substrat olan 17a-hidroksipregnenolon’dan sentezlenir. Adrenal androjenlerin
sekresyonu; hipotalamik bir peptid olan Kkortikotropin-salgilatict hormon
(CRH)’1n kontrolii altinda olan adrenokortikotropik hormon (ACTH) tarafindan
diizenlenmektedir (Hipotalamik-hipofizer-adrenal kortikal eksen) (16).

Bu androjenler androstenedion, testosteron, DHEA ve 11B-

hidroksiandrostenedionu icermektedir. Kantitatif bakimdan en ©6nemli adrenal



androjenler DHEA ve dehidroepiandrosteron-siilfat (DHEA-S)’tir (2, 16).
Dolasgimdaki DHEA’nin %50’ye yakin1 ve DHEA-S’nin %90’mdan fazlasi
adrenal bezlerden salgilanir. Adrenal bezden giinliik iiretilen testosteron miktari
ise 0.1 mg’dan azdir. Plazmadaki testosteronun %]1’inden daha azi DHEA’dan
elde edilir. Insan viicudu yag doku, kemik, kas, akcigerler, prostat, cilt ve beyin
gibi bircok dokuda DHEA’1 testosteron ve DHT’a doniistiirecek enzimleri icerir

(107).

3.1.2.2. Gonadal Androjenler

Baslica androjen olan testosteronun %95’inden fazlasi matiir testis hacminin
yaklagik %35’ini olusturan interstisyel (intertubuler) kisimda yerlesmis Leydig
hiicrelerinde bir dizi enzimatik reaksiyon sonucunda kolesterolden sentezlenir
(49). Fotal insan testisinde testosteron iiretimi gebeligin altinci haftasinda baslar.
Fotal testiste Leydig hiicre farklilasmasi ve ilk erken testosteron biyosentezi
Luteinize edici hormon (LH)’dan bagimsizdir (36, 79). Testis gelisimi sirasinda
testislerden testosteron iiretimi, hipofiz tarafindan iiretilen LH’nin kontrolii altina
girer. LH’'min sentez ve salinimi ise Luteinize edici hormon salgilatici hormon
(LH-RH) aracilig1 ile hipotalamusun kontrolii altinda gerceklesir ve negatif feed-
back sistemi ile testosteron tarafindan baskilanir (gonadal-hipotalamik-hipofizer
eksen) (14, 26, 49, 99).

Testislerde testosterona ilaveten DHT, DHEA ve androstenedion da

tiretilmektedir.
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3.1.3. Androjenlerin Transportu

Testosteron ve DHT plazmada serbest (yaklasik %1-3) veya plazma
proteinlerine bagli olarak dolasimda bulunurlar. Baglandigi proteinler spesifik
seks hormonu-baglayict globulin (SHBG) ve albumin gibi non-spesifik
proteinlerdir. SHBG steroidler i¢in yiiksek affiniteli fakat diisiik kapasiteye sahip
bir B-globulindir. Albumin ise steroidler igin yiiksek kapasiteye fakat diisiik
affiniteye sahiptir. SHBG en yiiksek affiniteyi DHT ye karsi gostermektedir.
Erkeklerde testosteron %44-65 oraninda SHBG’ye ve %33-50 oraninda albumine
bagli olarak dolasgimda bulunur. Testosteron ve SHBG’nin dolasimdaki
konsantrasyonlart1 ~ ritmik  varyasyon  goOstermekte  olup;  testosteron
konsantrasyonlar1 sabah erken saatlerde pik yapmaktadir. Albumine bagli (non-
SHBG-bagli) testosteron ve serbest testosteron, biyolojik olarak aktif olan
formlaridir (16, 49).

3.1.4. Androjenlerin Metabolizmasi

Androjenler esas olarak karacigerde metabolize edilirler. Testosteron
metabolizmast sonrasinda biyoaktif metabolitler yada {iriner ve biliyer
ekskresyona ugrayacak oksidize ve konjuge inaktif metabolitler olusur.
Testosteron So-rediiktaz enzimi ile aktif metaboliti olan dihidrotestosterona
dontisgtiriiliir. Diger bir aktif metabolit ise aromataz enzimi ile testosterondan
olusan oOstradiol’diir (16, 49, 99). Testosteronun 17. karbon pozisyonunda
yiikseltgenmesi sonucu ise aktivitesi diisiik yada inaktif 17-ketosteroidler
meydana gelir.

Plazma testosteronunun periferal metabolizmasi Sekil 2’de gosterilmistir.



Plazmna Testosteronu
(5 mg/gim)

Hidroksilazlar, ) _
7B hidrolksisteroid e opgasyon enzmler

detudrogenaz
el
- : A 17-Eetosteroidler Polar Metabolitler
Ostrad@. Dlludrntestn?teron Androsteron + Efiokolanolon Dioller, trioller ve konjugatlar
[0.02 mg/gin) (0.3 mg/gn) X {2 tngfmin) (2.5 mg/min) )
Alctif Metaholitler Ekskretor Metaholitler

Sekil 2. Plazma testosteronunun periferal metabolizmas, (16)

3.1.5. Androjenlerin Etki Mekanizmasi

Testosteron, DHT ve diger androjenler hedef hiicrelerde etkilerini tek bir
androjen reseptoriinii (AR) aktive ederek gosterirler. Androjen reseptoril,
steroid/niiklear reseptor ailesine bagl ligand-bagimli bir transkripsiyon faktoriidiir
(13, 14, 68, 71, 122). Androjen reseptorii;, DNA-baglanma bolgesi, C-terminal
ligand-baglanma bolgesi, N-terminal transaktivasyon bolgesi olmak iizere baslica
ic fonksiyonel bolge icermektedir. Ayrica DNA-baglanma ile ligand-baglanma
bolgeleri arasinda bir baglanti alan1 yer almaktadir (14, 41, 51, 96).

Serbest testosteron pasif yada kolaylastirilmig difiizyon ile hiicre zarmi
gecerek sitoplazmaya girer. Serbest testosteron yada hiicre membran1 yaninda
albuminden ayrilarak serbestlesen testosteron pasif olarak hiicreye girebilirken;
SHBG’ye bagli testosteronun hiicreye girebilmesi i¢in membran reseptoriine
gerek duyulmaktadir (99). Sitoplazmaya girdikten sonra testosteron hedef hiicrede
bu sekilde kalir yada Sa-rediiktaz enzimi ile DHT ye doniistiiriiliir. Testosteron ve
DHT ig¢in tek bir androjen reseptorii vardir; fakat DHT nin reseptdre baglanma
ilgisi testosterondan daha fazladir (14, 33, 49). Reseptdre hormon baglanmasi
sitoplazma yada niikleusta gerceklesir. Reseptor niikleusa intrinsik bir niiklear
lokalizasyon sinyali ile girer (11). Hormonun androjen reseptoriine baglanmas;

1s1-s0k proteinlerinin (heat-shock proteins-HSP) ayrilmasina ve androjen reseptor
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proteininde konformasyonel bir degisiklige yol acar (14, 49, 96, 98). Bu
degisiklik; androjen-yanit elemam (androgen responsive element-ARE) olarak
adlandirilan, AR geni iizerindeki “promoter” ve “enhancer” bolgelerinde yer alan
DNA segmentlerine reseptoriin baglanmasini kolaylastirir (41, 49). Androjen
reseptoriiniin, diger transkripsiyon faktorleri ile birlikte ARE’ye baglanmasi
mRNA ekspresyonunu diizenler; mRNA ve ilgili protein sentezi sonucu spesifik

androjen yanit1 olusur (11, 14, 49, 70, 99).

TESTOSTERON

I" ’ANI]ROJEN g?

| | RESEPTORII
\\_
bY
\, W EMHANCER
1.1___1_1
Sitoplazma

ANDROJENIK
YANIT

Sekil 3. Hedef hiicrede androjen etk mekarizmas (11, 14)
(DHT: Dihidrotestosteron; RMA Pol I RNA Polimeraz [I; GTFs: Genel Transkripsiyon Faltarlerd)

3.1.6. Androjenlerin Etkileri
Androjenler, 6zellikle testosteron ve DHT asagidaki olaylarda yer alir (16,
44, 48, 119):

« Fotal hayatta testislerin skrotuma inmesini saglar.

» Fotusta iirogenital kanalin ve dis genital organlarin virilizasyonu ve
pubertede gelismesini saglar.

« Cinsel farklilagmada etkilidir.

 Sekonder seks karakterlerinin (penisin biiyiimesi, girtlak ve kash yapinin
gelismesi, yiiz, kasitk ve koltukalti killanmasinin olugmasi, cildin

koyulagmasi) ortaya ¢ikmasin saglar.
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o Testisler, penis, prostat, seminal vezikiil ve aksesuar salgi bezlerinin

biiyiimesi;

spermatogenezin

olgunlagmasinda etkilidir.

baslamasi ve

spermatozoidlerin

» Larenkste biiyiime, ses tellerinde uzama ve kalinlasma sonucu sesin

kalinlagsmasina yol acar.

« Anabolik etkileri vardir.

« Erkek tipi davranisin gelismesini saglar.

» Temel metabolik hiz1 artirir.

» Kirmizi1 kan hiicrelerinin yapimim artirir.

« Kemiklerde kalsiyum depolanmasini artirir.

« Bobrek distal tiibiillerinde sodyum tutulumunu artirir.

Tablo 1. Steroid yapidaki hormonlarin hedef dokular iizerindeki etkileri ve bu

etkiyi ortaya ¢ikaran steroid hormon tiirii (119).

Steroid

Testosteron

DHT

DHT

Testosteron ve Ostradiol
Testosteron ve DHT
DHT

Testosteron / DHT
Testosteron ve DHT
Testosteron

Testosteron / DHT

DHT ve Ostradiol

DHT ve Ostradiol
Testosteron ve DHT
Testosteron / DHT

DHT
Testosteron/DHT/Ostradiol

Hedef Doku

Wolf kanali
Eksternal genital
Urogenital sinus
Kemik

Larinks

Deri

Bobrekler
Karaciger
Kas

Kemik iligi
Testis
Prostat
Gogiis
Hipofiz
Hipotalamus

Beyin

Etki

Biiyiime ve farklilasmanin uyarilmasi
Maskiinalizasyon ve biiyiime
Maskiinalizasyon ve biiyiime
Epifizlerin kapanmasi ve anabolik etki
Vokal kordlarin uzunlamasina biiyiimesi

Sebum iiretimi, kil folikiillerinin biiyiimesi,
androjenik alopesi

Eritropoetin iiretimi

Enzim {iretimi ve protein sentezi

Anabolik etki

Eritropoezis

Spermatogenezis

Biiyiime ve fonksiyon

Biiyiimenin inhibisyonu

LH / FSH sekresyonunda negatif geri kontrol
GnRH sekresyonunda negatif geri kontrol
Psikotropik etkiler
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3.2. ANTIANDROJENLER

Antiandrojenler; androjenlerin hedef hiicrelerde aktivite gostermelerini
engelleyen bilesiklerdir (75, 91). Androjen etkisinin bloke edilmesi birkag¢ sekilde
gerceklesir (77):

« Gonadotropin sentezi veya saliniminin inhibisyonu,

« Testosteron ve/veya DHT biyosentezi ile interferans,

« Protein sentezinin engellenmesi,

« Reseptor bolgelerinde androjenler ile yarisma (competition).

Anti-androjenler; hedef dokularda endojen androjenlerin (testosteron ve
DHT) reseptorlerine baglanmalarimi inhibe etmenin yanisira, androjen uptake’ini
de inhibe edebilirler (114).

3.2.1. Antiandrojenlerin Simiflandirilmasi

Antiandrojenler yapisal olarak, ayrica hormon benzeri etki (Ostrojenik,
progestasyonel veya androjenik) gosterip gdstermemelerine gore steroidal ve non-
steroidal olmak iizere iki gruba ayrilirlar (45, 52, 91, 96, 109).

3.2.1.1. Steroidal Antiandrojenler

Steroidal antiandrojenler (O6rn: siproteron asetat, megestrol asetat,
klormadinon asetat gibi) parsiyel agonistik ve antagonistik androjenik etkiye sahip
olup; saf antiandrojenik etki gostermezler (11, 14, 96). Aym1 zamanda parsiyel
progestasyonel ve glukokortikoid etki ile antigonadotropik etki de sergileyebilirler
(11, 91). Siproteron asetat; kombine androjenik ve progestojenik etkiden dolay1
hipofizde progesteron reseptorilne baglanir, LH salimmim ve testislerden
testosteron {iretimini inhibe eder (4, 108). Testosteron diizeylerindeki azalma

sonucu libido ve seksiiel fonksiyon kaybina yol acarlar (4, 45, 90).
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3.2.1.2. Non-steroidal Antiandrojenler

Non-steroidal antiandrojenler (6rn: flutamid, nilutamid, bicalutamid,
anandron gibi) herhangi bir agonistik veya baska bir hormonal aktivite
gostermeksizin; androjen reseptoriinii bloke ederler ve saf antiandrojenik etki
gosterirler (14, 96). Bu saf antiandrojenler hipotalamik-hipofizer diizeyde etki
ederek, gonodal steroidlerin negatif feed-back mekanizmasimi inhibe ederler;
boylece hipofizden daha fazla gonadotropin ve gonadlardan daha fazla testosteron
ve Ostradiol salinimina yol acarlar (91).

3.2.2. Antiandrojenlerin Etki Mekanizmalari

Antiandrojenler hedef hiicrede androjen reseptoriine baglanarak; testosteron
ve DHT’nin reseptore baglanmasin1 kompetatif olarak inhibe ederler.
Antiandrojenlerin androjen reseptorii ile etkilesimleri, unstabil antiandrojen-
reseptor kompleksi olusumu ile sonuglanir. Bu kompleks gegici bir yap1 olup,
androjen-bagimli gen transkripsiyonu ve protein sentezini baslatmaz ve spesifik
androjen yanit1 olusmaz. Antiandrojenlerin androjen reseptoriine rolatif baglanma
affinitesi zamanla azalmaktadir. Bu da antiandrojen-reseptdr kompleksinin karali
bir yap1 olmayip, testosteron veya DHT-reseptor kompleksinden daha kolay ve
hizl aynistigim gostermektedir (100).

3.2.3. Antiandrojenlerin Tedavide Kullamim Alanlar:

Terapotik ajan olarak antiandrojenler, androjene-duyarli ¢esitli hastaliklarin
tedavi edilmesinde topikal veya sistemik olarak uygulanmaktadir (96).
Antiandrojenlerin en 6nemli ve en yaygin klinik uygulama alani prostat kanserinin
tedavisidir (4, 45, 75, 108). Ayrica kadinlarda hirsutizm, akne, sebore ve
androgenetik alopesi gibi hiperandrojenik  bozukluklar, benign prostat
hiperplazisi, erkeklerde meme kanseri, erken puberte, hiperseksiialite ve seksiiel

deviasyon gibi durumlarda da antiandrojenler kullanilmaktadir (75, 89, 91, 109).
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3.3. ENDOKRIN BOZUCULAR (EDC-ENDOCRINE DISRUPTERS)

Endokrin sistemi etkileme potansiyeline sahip kimyasal maddeler
giinlimiizde genel anlamda “endokrin bozucular” (endocrine disrupters) olarak
adlandirilmaktadir (88, 103). Endokrin bozucu terimi daha genis kapsaml olarak
1996 yilinda Avrupa Komisyonu tarafindan Weybridge Seminerinde “intak bir
organizmada yada bunun yavrularinda, sonraki nesillerinde endokrin sistem
fonksiyonlarinda degisikliklere ve sonucta saglik icin zararl etkilere neden olan
ekzojen bir madde” seklinde tanimlanmistir (39). Endokrin bozucu kimyasallarin
(EDC-Endocrine Disrupting Chemicals) insan sagligi ve c¢evrede hayvanlar
izerinde olusturabilecegi potansiyel etkiler onemli bir halk sagligi sorunu olarak
tizerinde durulan bir konu haline gelmistir (46).

Giiniimiizde cok sayida cevresel Kkirleticinin endokrin bozucu 6zelliklere
sahip olduklar1 bildirilmistir (31, 59). Bu maddeler ksenohormonlar,
ksenoestrojenler veya ksenobiyotikler olarak da adlandirilmaktadir (Brooks-
1998). Ksenohormonlarin etkilerini viicudun dogal hormonlarim taklit ederek
(mimic) veya onlarin fizyolojik etki mekanizmalarin1 bozarak (antagonize ederek)
gosterdikleri sanilmaktadir (25, 72). Bu kirleticilerin endokrin bozucu etkileri esas
olarak Ostrojenik, anti-Ostrojenik, androjenik ve anti-androjenik Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir (87).

Endokrin bozucu kimyasallarin memeliler ve diger hayvanlarda
hipotalamik-hipofizer-gonadal fonksiyonlari; dstrojen, androjen ve tiroid hormon
sentezlerini; androjen ve Ostrojen reseptor-aracili etkileri degistirdigi
gosterilmistir  (46). Bu etkilerin sonucu olarak ksenobiyotiklerin kanser
insidansinda artiga (6zellikle testis, prostat ve meme kanseri), genital anomalilere
(hipospadias, kriptorsidizm) ve erkeklerde sperm sayisinda azalmaya yol

acabilecegi diistiniilmektedir (3, 5, 9, 30, 117).
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3.3.1. Endokrin Bozucularin Siniflandirilmasi
Endokrin bozucu maddeler genel olarak ii¢ gruba ayrilabilir (9):
1. Sentetik hormonlar (17a-etinilostradiol gibi endokrin sistemi kasith olarak
bozmaya yonelik iiretilen kimyasallar)
2. Dogal bilesikler (bir¢ok bitkide bulunan fitodstrojenler - genistein, kumestrol)
3. Sentetik kimyasallar (o,p’-diklorodifenil-trikloroetan (DDT) ve metabolitleri
(p,p’-DDE), dieldrin, chlordan ve endosulfan gibi pestisid ve herbisidler;
poliklorlu bifeniller (PCBs) ve dioksinler; Bisfenol A; bazi fitalatlar (PVC

gibi bir¢cok uygulamada yaygin kullanilan plastiklestiriciler) gibi.

3.3.2. Endokrin Bozucularin Etki Mekanizmalari

Endokrin bozucularin baslica etki mekanizmasi; bu kimyasallarin hormon
reseptorleri ile direkt etkilesim sonucu reseptdr agonisti veya antagonisti olarak
endokrin fonksiyonlar1 bozmalandir. Son 20 yilda 6zellikle Ostrojen reseptorii
tizerinden endojen Ostrojeni taklit eden kimyasallar iizerine c¢alismalar
odaklanmistir. Ayrica son yillardaki caligmalarda endokrin bozucularin
bircogunun androjen reseptorii ile etkilesime girerek, androjenik ve antiandrojenik

etki gosterdigi bildirilmistir (64, 104).

3.3.2.1.0strojen Reseptoriiniin illegal Aktivasyonu

Niiklear reseptor ailesinin bir iiyesi olan Ostrojen reseptoriiniin dogal ligandi
17-B  ostradioldiir. Ostradioliin kendi reseptoriine baglanmasi reseptorde
konformasyonel degisikliklere ve 1s1 sok proteinlerinin ayrilmasina yol acar.

Hormon-reseptér kompleksi hedef promoter iizerinde Ostrojen yanit elemani
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(estrogen responsive element-ERE) olarak adlandirilan spesifik DNA bolgesine
baglanir.  Transkripsiyon koaktivatorlerinin  de  baglanmasindan  sonra
transkripsiyonel aktivasyon gerceklesir (72).

Poliklorlu pestisitler (endosulfan, toxafen, dieldrin, o,p’-DDT gibi) &strojen
reseptoril ile direkt etkilesime girerek 173-6stradiolii reseptoriinden uzaklastirirlar.
Ostrojen reseptorii-pestisid kompleksi 6stradiol varliginda promoter bolgeleri

aktive etme yetenegine sahiptir (72).

3.3.2.2. Ksenohormonlarin Androjenik veya Antiandrojenik Etkileri

3.3.2.2.1. Androjen Reseptor Antagonizmasi

Vinclozolin, o,p’-DDT ve metaboliti p,p’-DDE gibi baz1 bilesikler
antiandrojenik etki ile AR’ye baglanarak reseptorii bloke ederler. Puberte veya
erginlik doneminde bu gibi maddelere maruziyet, erkek cinsiyet karakterlerinin
gelisiminde aksamalara yol agmaktadir (58, 72).

3.3.2.2.2. Androjen Reseptoriiniin illegal Aktivasyonu

Baz1 durumlarda ise c¢esitli kimyasallar agonistik etki gostermektedir.
Hidroksiflutamid ve vinclozolinin bir metaboliti olan enanilid; testosteron
varliginda ve yiiksek konsantrasyonlarda AR iizerinde agonistik etki gosterir (72,
121).

3.3.2.2.3. Testosteron Sentezinin Inhibisyonu

Anti-fungal bir imidazol olan ketokonazol gibi bazi ajanlar direkt olarak
testosteron sentezi i¢in gerekli 17B-hidroksilaz1 bloke ederek Leydig hiicrelerinde

testosteron sentezini baskilayabilirler (54).
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3.3.2.2.4. Testosteronun Metabolik Klirensi

Endosulfan, o,p’-DDT gibi baz1 pestisitler indirekt olarak androjenlerin
eliminasyonunu artirirlar. Bu  etkileri, detoksifikasyonda rol oynayan ve
testosteronu elimine eden UDP-glukuronoziltransferaz ve monooksijenaz gibi
enzimleri indiiklemeleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir (72).

3.3.2.3. LH ve FSH’nin inhibisyonu

Testosteron, LH ve FSH spermatogenezi kontrol eden major hormonlardir.
Bunlarin etkileri LH-Leydig hiicreleri ekseni ve FSH-Sertoli hiicreleri ekseni
tizerinden meydana gelmektedir. Leydig hiicreleri plazma membran yiizeylerinde
LH reseptorlerini eksprese ederler. LH ile stimiilasyonu takiben bu endokrin
hiicreler testosteron serbestlerler; bu da negatif feed-back etki ile hipofizden LH
sekresyonunu inhibe eder. Boylece; androjenik aktiviteli  bilesikler
gonadotropinleri baskilayarak spermatogenezi bozar. (72). Ostradiolii taklit eden
bilesikler de testosterona benzer seklide LH sekresyonunu baskilayabilir. LH-
Leydig hiicresi-testosteron sekresyon ekseni kesintiye ugrar (129).

Sertoli hiicreleri, tohum (germ) hiicre farklilasmas1 icin gerekli olup;
bitytimeleri FSH tarafindan stimiile edilmektedir. LH ya benzer sekilde FSH da
Ostradiol veya testosteron tarafindan inhibe edilir. Boylece; gebelik siiresi,
cocukluk cagi ve pubertede ksenohormonlara maruziyet FSH sekresyonunu
baskilayarak Sertoli hiicre proliferasyonunun bozulmasina yol agabilir. Bu da
erigkin donemde geri doniisiimsiiz oligozoospermi veya azospermiye neden
olabilir. Epidemiyolojik bir c¢alismada dogumdan sonra ksenodstrojenlere

maruziyetin FSH sekresyonunda etkili bir diisiigse yol actig1 gosterilmistir (93).
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3.4.ANDROJENIK ve ANTIANDROJENIK ETKILERIN BELIRLENMESINDE
HERSHBERGER METODU

Hershberger metodu test kimyasallarmin subakut bir periyot icin kastre
edilmis erkek ratlara uygulandigi, androjenik ve antiandrojenik o6zellige sahip
kimyasallarin tespiti i¢in kullanilan bir in vivo yontemdir (6, 7).

Antiandrojenik aktivite i¢in kastre edilmis erkek ratlarda kullanilan metodlar
yaklagik 70 yildir cesitli formlarda uygulanmistir. Metod ilk olarak 1932’de
Korenchevsky ve ark. tarafindan androjenlerin tespiti i¢in tasarlanmis ve daha
sonra kimyasallarin myotropik 6zelliklerinin izlenmesi i¢in modifiye edilmistir
(65). 1953’te Herhberger ve ark (50) tarafindan kastre edilen siitten kesilmis
ratlarin levator ani kasi, seminal vezikiil ve prostatta biiylimeyi indiikleme
ozellikleri ile steroidlerin androjenik ve myotropik aktivitelerinin degerlendirildigi
calisgmanin  yayinlanmasindan sonra metod ‘“Hershberger assay” olarak
adlandirildi. Arastirmacilar levator ani agirhiginda indiiklenen artisin ventral
prostat agirhigindaki artig ile boliinme oraninin izlenerek steroidlerin anabolik
etkilerine gore siralanabilecegini bildirmislerdir. Dorfman’in androjenler ve
antiandrojenlerin 6l¢iimii ¢alismalarinda da yine levator ani kasi, seminal vezikiil
ve prostat agirliklarinda degisiklikler gézlenmistir (34). Daha yeni calismalarda da
ayn1 organlar takip edilmis (106) veya prostat tek basina (84, 85, 92) yada seminal
vezikiil ile birlikte (58, 116) ele alinmistir. Bu metod daha sonra rodentlerde
androjenik ve antiandrojenik aktivitenin incelenmesi i¢in cesitli degisiklikler
yapilarak kullamilmistir (6). O zamandan sonra metod ozellikle ratlarda

antiandrojenler i¢in bir test sistemi olarak kullanilmaya devam edilmistir.
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Rodent Hershberger metodunun temeli; hayvanlardaki aksesuar seks
dokularmin (SAT) androjenlerin kontrolii altinda oldugu ve biiyiimelerinin
androjenler tarafindan stimiile edilmesi esasina dayanmaktadir. Hayvanin
olgunlasgmamis olmasi (immature) veya kastre edilmesinden dolayr bu
hormonlarin endojen kaynagi bulunmuyorsa; SAT’ta bilyiimenin baglamasi
ve/veya siirdiiriilebilmesi i¢in ekzojen bir kaynaga gerek duyulmaktadir.
Hershberger metodunda androjen agonisti olarak rol oynayan kimyasallar
androjen-bagimli  SAT agirliklarinda artisa yol acgmalann ile; androjen
antagonistleri ise kuvvetli bir androjen ile birlikte uygulandiklarinda SAT
agirliklarinda nisbi azalmaya yol agmalart ile tespit edilebilirler (6, 60).

Giiniimiize kadar gelen siirecte Hershberger deney protokoliinde bir¢ok
degisken bulunmaktadir.

- Rodentin, 6zellikle ratin cinsi ve kastrasyondaki yasi baglica degiskendir (6,
126, 128). Bu durum; siitten kesilen ratlarin kullanilmasindan (50, 106, 116),
geng eriskinlerin (84, 92) ve ~125 giinliik ratlarin kullanilmasma (58) kadar
degismektedir.

- Kastrasyon ile uygulamanin baslangici arasindaki iyilesme periyodu da;
iyilesme olmadan (50, 58), 7 giine kadar (92, 106) ve 11 giine kadar (78)
degismektedir.

- Secim, uygulama yolu ve referans androjenin dozaji da degisebilmektedir.
Testosteron hem Silastic implant olarak (58) hem subkutan sekilde eriskin
ratlara 3 mg/kg/giin doz diizeylerine kadar ve siitten kesilenlere 2.4 mg total

dozda (34) uygulanmaktadir. Testosteron propionat (TP) ise yaygin olarak
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200 pg/kg (116) ile 1 mg/kg (92) arasindaki giinliik subkutan doz
diizeylerinde kullanilmaktadir. Kullanilan diger referans androjenler de
testosteron enanthate (2mg/kg) ve Sa-dihidrotestosteronu (8 mg/kg/giin)
kapsamaktadir (105, 106).

- Benzer sekilde, antiandrojenler de farkli yollarla ve cesitli zaman
periyodlarinda uygulanmaktadir. Uygulama periyotlari ¢esitli caligmalarda 3
giinden; 4, 5, 7, 10, 14 ile 20 giine kadar degiskenlik gostermektedir (34, 50,
59, 85, 92, 106). Cogunlukla subkutan enjeksiyon (sc) tercih edilmektedir
(34, 50, 85). Bununla birlikte, oral uygulama da yaygin olarak
kullanilmaktadir (59, 106). Dorfman subkutan uygulama ile karsilastirildig
zaman, oral uygulama i¢in daha uzun bir uygulama periyodu gerektigini
belirterek; oral yol ile 20 giinliik uygulama ve sc yol ile 10 giinliik
uygulamayi tavsiye etmistir (34).

- Son olarak; agirliklar belirlenecek organlar ve tartma metodu da uygulanan

yontemin farkli protokolleri arasinda degiskenlik gostermektedir (6, 127).

Deney protokoliinde bulunan bir¢ok degiskenden dolayt OECD (Ekonomik
Isbirligi ve Gelisme Teskilati - Organisation for Economic Co-operation and
Development) Hershberger metodunda uluslar arasi standardizasyonu saglamak
icin caligmalar baglatmistir. Bu calismalar 1s1§inda OECD tarafindan onerilen

Hershberger metodunun protokolii Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekilde gosterildigi gibi; Hershberger Assay protokoliinde peripubertal
erkek ratlar her iki testisleri ve epididimisleri uzaklastirnlarak kastre edilmektedir
(6rn: Sprague-Dawley ratlarda 42-46 giinler arasinda kastrasyon) (43). Seksiiel
gelisimin peripubertal evresinde uygun steroidogenik enzimler ve androjenik
reseptorlere sahip oldugundan, SAT androjenlere karsi olduk¢a duyarlidir. Bu
yastaki ratlarin kullanilmasinin avantaji; SAT 1n yiiksek sensitivitesine ilaveten
nispi diisiik agirliklarindan dolayr hayvanlar arasinda yanitlardaki varyasyonlarin
en aza inmesidir. Bu sistemde referans bir androjen ve antiandrojen oldugu
diisiiniilen test kimyasal1 6’sar rattan olusan gruplara 10 giin boyunca uygulanir ve
son dozdan yaklagik 24 saat sonra 11. giin viicut agirliklar1 belirlenen ratlar
dekapite edilir. Dekapitasyondan sonra ratlarin SAT agirliklar, karaciger ve

bobrek agirliklart ile serum testosteron ve LH diizeyleri olciiliir.

3.4.1. Hershberger Assay Protokoliinde Uygulama Gruplari
Hershberger Assay protokoliinde uygulama gruplarn genel olarak su sekilde
olusturulmaktadir:

- Kastrasyondan sonra minimum organ agirliklarmin 6l¢timii i¢in bir ¢oziicii
kontrol grubu (6rn; Testosteron propionat i¢in ¢oziicii olarak kullanilan
hidroksipropil metoksisellilloz - HPMC kontrol grubu),

- Organlarin ulasabilecegi agirliklarin iist limitini belirlemek icin bir referans
androjen grubu (¢cogunlukla; Testosteron propionat grubu),

- Referans androjen / referans antiandrojen pozitif kontrol grubu (orn;
Testosteron propionat / Flutamide grubu),

- Referans androjen / test bilesigi grubu (6rn; Testosteron propionat /test

bilesigi grubu).
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- Baz calismalarda testosteron propionat uygulanan kastre edilmis ratlardaki
agirliklara oranla normal organ agirliklariin kaydedilmesi igin bir intak

(kastre edilmemis) grup da ilave edilmektedir.

3.4.2. Hershberger Assay Protokoliinde Kullanilan Test Kimyasallar:
Hershberger metodunda (anti)androjenite i¢in kisa-siireli bir in vivo tarama
testi olarak, kastre immature erkek ratlar kullanilmaktadir. Androjenik bilesikler
androjen-bagimli dokularin (prostat gibi) agirliklarinda artisa yol agacaklardir.
Benzer sekilde; antiandrojenik kimyasallar testosteron-uygulanan immature
kastre erkek ratlarda bu agirlik artisin1 azaltacaklardir (43).
Hershberger Assay’de asagidaki test kimyasallar1 kullanilmaktadir:
- Testosteron (kuvvetli androjen)
- Metiltestosteron (kuvvetli androjen)
- Trenbolone (zayif androjen)
- Flutamide (kuvvetli antiandrojen)
- Vinclozoline (zayif antiandrojen)
- Procimidone (zayif antiandrojen)
- Linuron (zayif antiandrojen)
- p,p’-DDE (zayif antiandrojen)

- Finasteride (5a-rediiktaz inhibitorii)

Hershberger metodu androjenler, antiandrojenler ve erkek seks hormon
anabolizma inhibitorlerinin belirlenmesi i¢in giiniimiizde duyarli ve pratik bir test

metodu olarak kullanilmaktadir (6, 43).
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3.5.HERSHBERGER METODU ile ANDROJENIK ve ANTIANDROJENIK
ETKIiLERI ARASTIRILACAK MADDELER

3.5.1. Endosulfan

Genis spektrumlu bir pestisit olan Endosulfan, tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Organoklorlu yapisindan dolay1 dogada ve canli organizmada
birikme egilimi gosterir (113). Organik klorlu pestisitler insan ve hayvanlarin
viicut yaglarinda su, yagmur suyu ve havadaki yogunlugunun milyonlarca katina
varan derisimlerde birikmektedir. Bu canlilarin dogrudan temas sonucu (deri)
veya besin zinciri yoluyla pestisite maruz kalmasi sonucunda bireysel ve toplu
halde akut, subakut ve kronik nitelikli zehirlenmeler ile mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkiler ortaya cikmaktadir. Ayrica genis boyutlu cevre ve besin
kirlenmesine neden olmaktadir (125).

Endosulfan, son yillarda Amerikan Cevre Koruma Teskilati (EPA -
Environmental Protection Agency) tarafindan toksisite riski yiiksek pestisitler
sinifina dahil edilmistir (8). Tiirkiye’de de yakin yillara kadar yoZun sekilde
kullanildig1 ve cevreyi kirlettigi bilinmektedir (32). Endosulfan’in 6strojenik etki
gosterdigi farkl in vivo ve in vitro deney modellerinde gosterilmistir (47). Ancak,
androjenik ve anti-androjenik 6zellikleri erkek hayvan modellerinde test
edilmemistir. Erigkin erkek ratlarda yapilan bir caligmada, oral yolla farkli
dozlarda uygulanan Endosulfan’in testis ve aksesuar seks organ agirliklarinda
azalma ile birlikte sperm motilitesini de baskiladigi gosterilmistir (23).
Endosulfan’in ayrica ratlarda plazma FSH ve LH diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir
(95). Bu pestisitin testikiiler hasara yol agmakla birlikte, hiicresel ve biyokimyasal
toksisite acisindan doz ve maruziyet siiresinin belirleyici oldugu belirtilmektedir

(22, 53).
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3.5.2. Cypermethrin

Cypermethrin tip-II (alfa-siyano) pyrethroid grubuna ait, etkili sentetik bir
insektisittir (12). Organoklorlu pestisitlerin yerine ge¢mesi amaciyla {iiretilen bu
pestisit ozellikle son 10 yilda yaygin sekilde kullanilmistir. Pyrethroidlerin akut
norotoksik etkileri; noronal hiicre membrami tzerindeki etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerin baglica hedefi voltaj-bagimli sodyum
kanallaridir (40). Pyrethroidler hiicreye sodyum girisini artirir, membran
repolarizasyonu ve kanallarin kapanmasinda gecikmeye yol agarak; sonucta sinir
iletiminde blokaja neden olurlar (76). Cypermethrin y-aminobiitirik asit
reseptoriinii inhibe ederek eksitabilite ve konviilziyonlara yol acgar. Ayrica
norotransmitterlerin yikiminda gérevli bir enzim olan monoaminoksidazi ve sinir
hiicreleri tarafindan kalsiyum alinimini inhibe eder. Bu etkiler; hiicre
membranlarindaki Na+-kanallarinin agik kalmasi sonucu noronlarda siirekli
impulslara ve sonugta hedef hiicrenin 6liimiine yol agar (40).

Son zamanlarda yayinlanan bir calismada, pyrethroid pestisitlerin insan
Ostrojen reseptoriine baglanma potansiyellerinin oldugu ve dolayisiyla dstrojenik
aktivite gosterebilecekleri ileri siiriilmiistiir (73). Cypermethrin’in &strojenik
etkisinin olabilecegi in vitro (MCF-7 hiicrelerinde) deneyler 1s1ginda ortaya
konulmustur (55, 63). Erkek ratlara oral yolla uygulanan cypermethrin’in testis
histolojisini ve spermatogenezisi olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (35).
Ayni ¢alismada Olgiilen serum LH ve testosteron diizeylerinde ancak en yiiksek
doz grubunda azalma gozlenmistir. Bu bulgular 1s18inda cypermethrin’in anti-
androjenik etki gosterebilecegi diisiiniilmiis ve projemizde test edilecek kimyasal

kirleticiler grubuna dahil edilmistir.
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3.5.3. 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D) ve Trifluralin

2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ve trifluralin yaygin olarak
kullanilan herbisitlerdir. 2,4-D’nin prostat kanser hiicre kiiltiirlerinde androjenik
etki gosterdigi bildirilmistir (62). 2,4-D kronik toksisite yoniinden incelenmis
olmasina ragmen (19), erkek iireme fonksiyonlar1 iizerine etkileri ile ilgili
arastirmalar oldukca sinirlidir. Tordon 75D isimli bir ticari karigimin testis
histolojisi {izerine etkileri incelenmis ve gozlenen toksik etkiler 2,4-D’ye
atfedilmistir (80). Tarimda 2,4-D spreyleyici olarak calisan erkeklerde zaman
icerisinde azospermi, nekrospermi ve teratospermi gelistigi bildirilmistir (69). Bu
herbisitin androjenik ve antiandrojenik ozellikleri in vivo modellerde heniiz
aragtirilmamistir.  Trifluralin’in iilkemizde ¢ok yaygin olarak kulamildigi ve
biyoakiimiilatif 6zellik gosterdigi bildirilmistir (110). Bu kimyasal kirleticilerin
yer alt1 sularina bulagsma riski oldugu bildirilmistir (24, 124). Koyunlarda yapilan
bir arastirmada, trifluralin’in serum LH diizeylerini anlamli sekilde azalttigi
gosterilmistir (83). Bu herbisitin insan saglhigi iizerine etkileri ile ilgili yapilan
aragtirmalar olduk¢a azdir; bugiin itibariyle androjenik ve anti-androjenik

ozelliklerini inceleyen ¢alisma ise mevcut degildir.

3.6.AMAC

Bu tez ¢alismasi; Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan ve dogada uzun siire
kalma potansiyeline sahip organoklorlu (endosulfan) ve pyrethroid (cypermethrin)
pestisitler ile herbisitlerin (2,4-D ve trifluralin) peri-pubertal erkek rat modelinde
androjen duyarli dokular (prostat, bulbouretral bezler, seminal vezikiiller, m.
Levator ani) ile serum LH ve testosteron diizeyleri iizerine androjenik ve anti-

androjenik etkilerini arastirmak amaciyla yapildi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1 Deney Hayvanlari

Bu calismada Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Birimi’nden (FUTDAM) temin edilen peri-pubertal 42 giinliik erkek Sprague-
Dawley irki ratlar kullamldi ve ¢alisma FUTDAM’da gerceklestirildi. Ratlar
standart sartlarda (211 °C sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat
aydmlatma ve 12 saat karanlik olmak iizere) 3’erli ve 4’erli gruplar halinde 6zel
kafeslerde barindirildi. Ratlarin beslenmesinde ad libitum standart pellet yem ve
cesme suyu kullanildi.

Deney hayvanlarinin sec¢imi, yapilan tiim ilag uygulamalar1 ve cerrahi
girisimler sirasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun onayi1 alinarak; calisma standart deneysel hayvan calismalar etik
kurallarina uygun olarak yapild.

Bu calismada toplam 56 adet rat kullanildi.

Grup 1 (Sham grubu; n=7); Sham kastrasyon yapild1 ve diger gruplarda
olusan enjeksiyon stresini karsilamak i¢in, sadece tasit madde (misirozii yagi, 0.3
ml,sc) uygulandi.

Geriye kalan toplam 49 adet rat xylazin+ketamin anestezisi altinda total
olarak (testisler + epididimis) kaste edildi. On giinliik iyilesme siiresinin sonunda
ratlarin viicut agirliklar belirlendi ve yedi gruba daha ayrildi:

Grup 2 (Kastrasyon grubu; n=7)

Grup 3 (TP grubu; n=7); 10 giin siireyle TP 0.5 mg/kg/giin s.c. olarak

uygulandi.
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Grup 4 (TP+Flutamide grubu; n=7); 10 giin siireyle TP’ye ilaveten
Flutamid (referans anti-androjen) 25 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle uygulanda.

Grup 5 (TP+Endosulfan grubu; n=7); 10 giin siireyle TP’ye ilaveten
Endosulfan 10 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle uygulandi.

Grup 6 (TP+2,4-D grubu; n=7); 10 giin siireyle TP’ye ilaveten 2,4-D
10 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle uygulandi.

Grup 7 (TP+Cypermethrin grubu; n=7); 10 giin siireyle TP ye ilaveten
Cypermethrin 20 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle uygulandi.

Grup 8 (TP+Trifluralin grubu; n=7); 10 giin siireyle TP’ye ilaveten

Trifluralin 15 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle uygulandi.

4.2. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

On giinliik deney siiresi sonunda tiim hayvanlarin viicut agirliklan tekrar
belirlendi. Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar dekapite edildi ve kan 6rnekleri
toplandi. Tiim hayvanlarin prostat bezi, bulbouretral (cowper) bezleri ve seminal
vezikiiller ile musculus levator ani (mLA) hemen diseke edilerek hassas terazide
tartildi. Seminal vezikiil ve prostatin diseksiyonu Sekil 5’te; cowper bezi ve m.
levator ani diseksiyonu ise Sekil 6’da gosterilmistir. Hayvanlarin ayrica karaciger
ve bobrekleri de alinarak agirliklar belirlendi.

Alman kan ornekleri 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 ayrildi. Elde edilen serum Ornekleri kiiciik porsiyonlar halinde

polipropilen tiiplere konularak analizler yapilincana kadar -20°C’de sakland.
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Sekil 5. Hershberger metodunda ratlarda prostat ve seminal vezikiillerin diseksiyonu.

Sekil 6. Hershberger metodunda ratlarda m.levator ani ve cowper bezlerinin diseksiyonu.

30



4.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler (Flutamid, Endosulfan,
Cypermethrin, 2,4-D ve Trifluralin) analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich (USA)

firmasindan temin edilmistir.

4.4. Serum Testosteron Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum testosteron diizeyleri sadece sham ve kastrasyon gruplarinda;
Dia.Metra marka kit (Italy) kullanilarak ELISA yontemi ile ol¢iildii.

Bu kompetetif immunoenzimatik kolorimetrik metodun prensibi; serum
ornegindeki testosteronun (antijen); mikroplate’lerde (solid faz) bulunan sinirh
sayidaki anti-testosteron (antikor)’a baglanmak icin horseradish peroksidaz
testosteron (enzimle isaretli antijen) ile yarismast esasina dayanmaktadir.
Inkubasyondan sonra solid-faz yikama ile bagli/serbest testosteron seperasyonu
gergeklestirilir. Enzim substrati (H,O,) ve TMB-substrat ilave edilir. Maksimum
renk olusumu igin gerekli siire sonunda enzim reaksiyonu durdurulur ve
absorbanslar  belirlenir. Orneklerdeki testosteron konsantrasyonlar1 —seri
standartlarin sonuclarina gore hesaplanir. Rengin yogunlugu, 6rnekteki testosteron
konsantrasyonu ile ters orantilidir (DiaMetra-Italy).

Kastre edilen hayvanlara disaridan TP verildiginde pozitif veya negatif
feedback etkileri ile serum "sentetik testosteron" degerleri farkli ¢ikabileceginden
ve bu hayvanlarda zaten endojen testosteron kaynagi olan testisler
bulunmadigindan; sadece testisleri olan (sham) grubu ve disaridan hi¢ TP
verilmemis olan fakat kastre hayvanlarin serum testosteron diizeyleri 0l¢iildii.
Sham ve kastrasyon gruplarinda serum testosteron diizeylerinin Olgiilmesinin

amaci ise; yapilan kastrasyon isleminin teyid edilmesiydi. Hershberger metodunda
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androjenik ve anti-androjenik maddelerin belirlenmesinde primer sonlanma
noktas: aksesuar seks organ agirliklarinin belirlenmesidir; testosteron ve LH

diizeyleri ise ilave parametreler olarak olciilebilmektedir (56, 60).

4.5. Serum LH ve FSH Diizeylerinin Olciimii

Rat LH ve FSH diizeyleri hassas ve kompetetif ELISA yontemi ile ol¢iildii.
Pappa ve ark. (81) tarafindan bildirilen metod modifiye edilerek kullanildi. Saf
hormonlar ve primer antikorlar A.F. Parlow, NIDDK’dan temin edildi. Rat LH’s1
standart olarak kullanilarak; rat-LH kaph plate’lere anti-LH antikorunun
baglanmasi ile rat serumlarinda LH oOl¢iimii gerceklestirildi. Renk olusumu ve
miktarin belirlenmesi i¢in; Streptavidin ile isaretlenmis, tavsan IgG’sine karsi
olusan kec¢i IgG’si kullanildi.

Serum FSH diizeyleri de rat LH diizeylerinin 6l¢iimii i¢in agiklanan ayni

yontem ile belirlendi (81).

4.6. istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler, One-way ANOVA (tek yonlii varyans analizi)
ve Post hoc Tukey testi kullanilarak gerceklestirildi. Sonuclar ortalama * standart
sapma olarak ifade edildi ve p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi. SPSS for Windows 12.0 paket programindan yararlanildi.
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Viicut Agirhg (g)

S. BULGULAR

5.1. i1k ve Son Viicut Agirhklar
Hershberger deneyinde kontrol gruplart ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarinda deneyin baslangici ve

sonundaki viicut agirhg degerleri Sekil 7°de sunulmustur.

ik Viicut Agirhg
200 - & Son Viicut Agirhg:
150 -
100
50 -
0 1

Sham Kastrasyon TP Flutamid Endosulfan 2,4-D Cypermethrin Trifluralin

Sekil 7. Hershberger deneyinde kontrol gruplar ile test gruplarinda deneylerin baslangici ve

sonundaki viicut agirliklar: (Ort£SD).
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Seminal Vezikiil Agirhg (g)

5.2. Seminal Vezikiil Agirhiklar:

Kastrasyon, seminal vezikiil agirliginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya
neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP uygulamasi bu dokunun
agirlhiginin sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten
referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise seminal vezikiil agirliklarini
TP grubuna gore anlaml azaltarak, kastrasyon grubu degerlerine diismesine yol
act1 (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise sadece 2,4-D seminal vezikiil
agirliklarinda TP grubuna kiyasla anlamli artis meydana getirdi (p<0.01).

Hershberger deneyinde kontrol gruplari ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarindaki ratlara ait seminal

vezikill agirhigr degerleri Sekil 8’de gosterilmistir.

0,4
b
0,3 -
.
0,2
0,1 -
a
0 W, |

Sham Kastrasyon TP  Flutamid Endosulfan 2,4-D CypermethrinTrifluralin

Sekil 8. Hershberger deney gruplarinda Seminal vezikiil agirliklart (Ort£SD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.01 TP grubuna gore.
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Prostat Agirhg (g)

0,2 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -

5.3. Prostat Bezi Agirhklar:

Kastrasyon, prostat bezi agirliginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya
neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP uygulamasi bu dokunun
agirliginin sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten
referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise prostat bezi agirliklarin1 TP
grubuna gore anlaml azaltarak, kastrasyon grubu degerlerine diismesine yol acti
(p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise hicbirinin prostat bezi agirliginda
TP grubuna gore anlamli bir degisiklik olusturmadig gériildii (p>0.05).

Hershberger deneyinde kontrol gruplan ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarinda prostat bezi agirligi

degerleri Sekil 9’da gosterilmistir.

He

Sham Kastrasyon TP Flutamid Endosulfan 2,4-D Cypermethrin Trifluralin

Sekil 9. Hershberger deney gruplarinda Prostat bezi agirliklar (Ort+SD).

a: p<0.001 sham grubuna gore.
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Bulbouretral Bez Agirhiklari (g)

5.4. Sag ve Sol Bulbouretral Bez Agirhklar:

Kastrasyon, sag ve sol bulbouretral bez agirliklarinda istatistiksel olarak
anlamli azalmaya neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP
uygulamast bu dokunun agirli§inin sham grubu degerlerine donmesini sagladi
(p<0.001). TP’ye ilaveten referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise
prostat bezi agirliklarint TP grubuna gore anlamli azaltarak, kastrasyon grubu
degerlerine diismesine yol acgti (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan
Endosulfan, Cypermetrin ve Trifluralin sag ve sol bulbouretral bez agirliklarinda
TP grubuna gore anlamli azalmaya yol acarken (p<0.01); 2,4-D ise anlamli bir
degisiklige neden olmadi.

Hershberger deneyinde kontrol gruplart ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarinda sag ve sol bulbouretral

bezlerin agirliklar Sekil 10°da gosterilmistir.

£l Sag Bulbouretral bez
0,015 - # Sol Bulbouretral bez

0,012

0,009 -

0,006 -

0,003

Sham  Kastrasyon TP Flutamid Endosulfan 2,4-D CypermethrinTrifluralin

Sekil 10. Hershberger deney gruplarinda sag ve sol bulbouretral bez agirliklar1 (Ort+SD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.01 TP grubuna gore.

36



m.Levator Ani Agirhgi(g)
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5.5. Musculus Levator Ani Agirhiklar:

Kastrasyon, mLA agirliginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden
olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP wuygulamasi bu dokunun
agirliginin sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten
referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise prostat bezi agirliklarin1 TP
grubuna gore anlaml azaltarak, kastrasyon grubu degerlerine diismesine yol acti
(p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise hi¢birinin mLA agirliginda TP
grubuna gore anlamli bir degisiklik olusturmadig: goriildii.

Hershberger deneyinde kontrol gruplan ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarinda mLA agirhig degerleri

Sekil 11°de gosterilmistir.

He

Sham  Kastrasyon TP  Flutamid Endosulfan 2,4-D Cypermethrin Trifluralin

Sekil 11. Hershberger deney gruplarinda m. Levator ani agirliklart (Ort+SD).

a: p<0.001 sham grubuna gore.
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5.6. Karaciger Agirhiklar:

Hershberger deney gruplarindan kastrasyon yapilan ve flutamid uygulanan

gruplarda karaciger agirliklarinin sham grubuna gore anlamli sekilde azaldigi

goriildii (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan Endosulfan, 2,4-D (p<0.01)

ve Trifluralin (p<0.001) ise karaciger agirliklarint TP grubuna gore anlamli

sekilde artirdi. Cypermetrin uygulamasi ise karaciger agirliklarinda TP grubuna

gore anlamli bir farklilik olugturmadi.

, Endosulfan, 2,4-D,

Hershberger deneyinde kontrol gruplari ile Flutamid

Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarindaki ratlara ait karaciger

liklart Sekil 12°de gosterilmistir.

agir
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Sekil 12. Hershberger deney gruplarinda karaciger agirliklar (Ort£SD).

a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.01 TP grubuna gore;

c: p<0.001 TP grubuna gore.
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Bobrek Agirhg (g)

0,8

0,6 -

0,4 1

0,2 -

5.7. Sag ve Sol Bobrek Agirhiklar:

Hershberger deneyinde kastrasyonun sag ve sol bobrek agirliklarinda
anlamli bir degisiklige yol agmadigi; referans anti-androjen olan flutamid
uygulanmasinin ise bobrek agirliklarint sham grubuna gore anlamli sekilde
azaltigi goriildii (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise sadece
Trifluralin sag ve sol bobrek agirliklarinda TP grubuna gore anlamli artigsa yol
acarken (p<0.05); diger test bilesikleri anlamli bir farkliliga yol agmadi.

Hershberger deneyinde kontrol gruplart ile Flutamid, Endosulfan, 2,4-D,
Cypermethrin ve Trifluralin uygulanan test gruplarindaki ratlara ait sag ve sol

bobrek agirliklarn Sekil 13’te gosterilmistir.

Sag Bobrek
E Sol Bobrek b

Sham  Kastrasyon TP Flutamid Endosulfan 2,4-D Cypermethrin Trifluralin

Sekil 13. Hershberger deney gruplarinda sag ve sol bobrek agirliklar: (Ort£SD).

a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.05 TP grubuna gore.
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Serum LH Diizeyleri (ng/mL)

5.8. Serum Testosteron Diizeyleri

Serum testosteron diizeyleri kastrasyon grubunda (<0.2 ng/ml) sham
grubuna gore (3.28+0.44 ng/ml) istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik bulundu
(p<0.001). Kastrasyon grubuna ait serum testosteron diizeyleri kullanilan kitin
deteksiyon limitinin altinda bulundugu icin <0.2 ng/ml seklinde belirtilmistir.

5.9. Serum LH Diizeyleri

Kastrasyon, serum LH diizeylerinin sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde artmasina neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP
uygulamast bu hormonun diizeylerinin sham grubu degerlerine donmesini sagladi
(p<0.001). Flutamid uygulanmasi ise serum LH diizeylerinin TP grubuna gore
anlamli sekilde artmasina yol act1 (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarinin hepsi
serum LH diizeylerini TP grubuna gore artirmakla birlikte; sadece Cypermethrin
ve Trifluralin uygulamasi ile gorillen LH artis1 istatistiksel olarak anlamli idi

(p<0.05).
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Sham Kastrasyon TP  Flutamid Endosulfan 2,4-D CypermethrinTrifluralin

st

Sekil 14. Hershberger deney gruplarinda serum LH diizeyleri (Ort£SD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.05 TP grubuna gore.

40



5.10. Serum FSH Diizeyleri

Kastrasyon, serum FSH diizeylerinin sham grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde artmasina neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP

uygulamasi bu hormonun diizeylerinin sham grubu degerlerine donmesini sagladi

(p<0.001). Flutamid uygulanmasi ise serum FSH diizeylerinin TP grubuna gore

anlamli sekilde artmasina yol acti (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan

,4-D (p<0.05), Cypermethrin (p<0.001) ve Trifluralin (p<0.001) serum FSH

2

diizeylerini TP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artirirken;

Endosulfan uygulamas1 ile gorillen FSH artis1 istatistiksel olarak anlamli

bulunmadai.
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Flutamid Endosulfan

TP

Sham Kastrasyon

Sekil 15. Hershberger deney gruplarinda serum FSH diizeyleri (Ort+SD).

a: p<0.001 sham grubuna gére;

b

p<0.05 TP grubuna gore; c: p<0.001 TP grubuna gére.
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Tablo 2. Tiim gruplara ait ilk ve son viicut agirliklari, androjen duyarli dokular (prostat, bulbouretral bezler, seminal vezikiiller, m. Levator ani)

Ik Viicut Agirhg
Son Viicut Agirhg
Seminal Vezkiil
Prostat Bezi

Sag Bulbouretral Bez
Sol Bulbouretral Bez
M. Levator Ani
Karaciger

Sag Bobrek

Sol Bobrek

ile karaciger ve bobrek agirliklar (g cinsinden).

Grup 1
(Sham)
n=7

147.28+11.91
182.28+7.36
0.273+0.047
0.156+0.026
0.012+0.002
0.01+0.001
0.278+0.028
9.30+0.74
0.90+0.061

0.89+0.066

Grup 2
(Kastrasyon)
n=7

144.8549.08
172.771+£8.32
0.020+0.003 *
0.011+0.005*

0.001+0.0005 *

0.001+0.0005 *  0.009+0.0008 0.001+0.0002* 0.007+0.0006"

0.067+0.012*

7.31+0.84*

0.81+0.054

0.81+0.067

Grup 3
(TP Grubu)
n=7

125.714£5.28
143.71+£8.24
0.220+0.038
0.150+0.014

0.011+0.003

0.212+0.013
6.47+0.50
0.77+0.047

0.77+0.040

Grup 4
(Flutamid)
n=7

125.42+6.57
143.85+13.20
0.017+0.002*

0.017+0.003*

0.001£0.0006* 0.007+0.0007 "

0.053+0.010*

6.70+0.56*

0.71+0.073*

0.69+0.073*

Grup 5
(Endosulfan)
n=7

140.71£5.18
167.85+4.67
0.239+0.015

0.157+0.006

0.210+0.014
7.90+0.52°
0.82+0.042

0.80+0.046

Grup 6
(2,4-D)
n=7
134.42+10.22
171.57+13.55
0.280+0.046"
0.148+0.022
0.0080.0007
0.008+0.001
0.22620.031
7.92+0.75"°

0.79+0.070

0.76+0.068

Grup 7
(Cypermetrin)
n=7

116.71+15.48
155.85+14.97
0.205+0.025
0.162+0.011
0.008+0.0009 "
0.007+0.001"
0.21420.015
6.37+0.91
0.73%0.092

0.71+0.095

Grup 8
(Trifluralin)
n=7

132.71+£3.54
175.14£6.76
0.193+0.011

0.133+0.011

0.007+0.0006 "

0.007+0.0005 "

0.192+0.008
8.67+0.59°¢
0.92+0.023 ¢

0.89+0.051 ¢

a: p<0.001 sham grubuna gore;

b: p<0.01 TP grubuna gore;
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c: p<0.001 TP grubuna gore;

d: p<0.05 TP grubuna gore.



Tablo 3. Tiim gruplara ait serum LH ve FSH diizeyleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8
(Sham) (Kastrasyon) (TP Grubu) (Flutamid) (Endosulfan) (2,4-D) (Cypermetrin)  (Trifluralin)
n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
LH (ng/mL) 4.81+£0.54 86.11+£34.01% 4.34+0.86 46.40+7.19% 5.81+1.88 8.27+2.00 19.7749.64 " 29.61+10.07°

FSH (ng/mL) 33.0246.30  111.84+17.97* 39.224522  93.34+12.34® 47.88+10.61  63.51+13.14"  84.48+12.84¢ 121.64+13.78°¢

a: p<0.001 sham grubuna gore;  b: p<0.05 TP grubuna gore; c¢: p<0.001 TP grubuna gore.
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6. TARTISMA

Son yillarda, arastirmacilarin erkek fertilite azalmasi ile cevresel faktorler
arasindaki iligki ve erkek iireme sistemi toksikolojisi ile ilgili calismalara ilgisinin
arttigr goriilmektedir. Ozellikle son 50 yilda sperm sayisinda meydana gelen
onemli orandaki diisiis (17, 94) bu ilgi ve arastirmanin sayisini artirmistir.

Onceki zamanlarda sperm konsantrasyonlarinda 60 milyon/ml degerleri,
daha sonralar1 40 milyon/ml degerleri normal olarak kabul edilirken; 2000 yilinda
Diinya Saglik Orgiiti'ne gore 20 milyon/ml degerleri normal olarak
degerlendirilmeye baslanilmistir (123). Carlsen ve ark’min (17) 1938, ile 1991
yillar1 arasinda yapilan 61 c¢alismayr kapsayan meta-analizinde; sperm
konsantrasyonlarinin 1940’larda 113 milyon/ml’den 1990°’da 66 milyon/ml’ye
distigii belirtilmistir. Erkek fertilitesi bir Ol¢iide sperm sayis1 ile iliskili
oldugundan, bu durumun erkek fertilitesinde de bir azalmayir yansittigi
diisiiniilebilir. Bu degisikliklerin biyolojik ©nemi, beraberinde testikiiler kanser,
kriptorsidizm, hipospadias gibi genitoiiriner anomalilerin insidansinda goriilen
artis ile vurgulanmis ve erkek gonadal fonksiyonu iizerine ciddi sonuglar
olusturan faktorlerin artan etkisi ileri siiriilmiistiir (17).

Endokrin sistemi etkileme potansiyeline sahip kimyasal maddeler genel
olarak “endokrin bozucular” (endocrine disrupters) olarak adlandirilmaktadir (88,
103). Giiniimiizde ¢ok sayida cevresel kirleticinin endokrin bozucu ozelliklere
sahip olduklan bildirilmistir (59). Ksenobiyotikler olarak da adlandirilan bu
maddelerin endokrin bozucu etkileri esas olarak Ostrojenik, anti-Ostrojenik,
androjenik ve anti-androjenik  Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.  Seks

steroidlerinin spermatogenez, testislerin inmesi ve uretral gelisimde Onemli rol
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oynamasi; endokrin bozucularin erkek iireme sistemindeki anormalliklerle iligkili
oldugunu diisiindiirmektedir (111). Bugiin, erkek {ireme fonksiyon
bozukluklarinda kimyasal kirleticilere mesleki ve cevresel maruziyet gibi
epidemiyolojik faktorler de sorgulanmaktadir.

Dogada yikimlanmadan uzun siire kalabilen ve lipofilik 6zellikleri nedeniyle
canli organizmada yag dokusunda depo edilebilen pestisitlerin de endokrin
bozucu etkilere sahip olabilecekleri bildirilmistir (27, 102). Baz1 pestisitlerin
biyoakiimiilatif 6zellikte oldugu ve yaygin kirlenmeye neden olduklar
bilinmektedir. Son 30 yil boyunca DDT basta olmak iizere lindan, endosulfan,
aldrin, metoksiklor va heptaklor gibi bircok pestisitin iiretim ve kullanimi
yasaklanmistir (113). Buna ragmen, bu bilesiklere cevredeki kaliciliklar
nedeniyle giiniimiizde insan ve hayvanlarin c¢esitli dokularinda rastlanmaktadir
(18). Bir tarim iilkesi olan iilkemizde de pestisitler yaygin olarak kullanilmig ve
bircok tarim alani, nehir, gol ve deniz tonlarca madde ile kirletilmistir (66, 112).
Bu nedenle ve biyoakiimiilasyon faktorii de gbz oniine alindiginda, bu bilesiklerin
halen iilkemizde maruz kalinan kimyasallarin baginda yer aldigi goriilmektedir
(28, 38). DDT ve benzeri pestisitlerin yasaklanmis olmasina ragmen, giiniimiizde
halen stoklarda oldugu ve bilingsiz ve/veya kacak olarak kullanildigi tahmin
edilmektedir (27). Ulkemizde cesitli grup (organoklorlu, organoforsfat ve
pyrethtoid) pestisitlerin kullanim yogunluklar ile yillara ve bolgelere gore
dagilimi Delen ve ark. (32) tarafindan sunulan raporda ayrnntili olarak
aciklanmisgtir.

Biz bu tez calismasinda Endosulfan, Cypermetrin, 2,4-D ve Trifluralin’in

androjenik ve anti-androjenik etkilerini arastirmak amaci ile; test kimyasallarinin
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subakut bir periyot i¢in kastre edilmis erkek ratlara uygulandigi in vivo bir yontem
olan Hershberger metodunu kullandik (6, 7). Buna gore; androjen agonisti olarak
rol oynayan kimyasallar androjen-bagimli SAT agirliklarinda artisa yol agmalari
ile; androjen antagonistleri ise kuvvetli bir androjen (Testosteron Propiyonat-TP)
ile birlikte uygulandiklarinda SAT agirliklarinda nisbi azalmaya yol agmalar ile
tespit edilmektedirler (60).

Calismamizda bekledigimiz sekilde kastrasyon; incelenen biitiin aksesuar
seks organlarinin (seminal vezikiil, prostat, sag ve sol bulbouretral bezler ve
m.Levator ani) agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olurken
(p<0.001); kastre edilen hayvanlara referans androjen olarak TP uygulamasi bu
dokularmn agirliklarinin artmasina ve sham grubu degerlerine donmesini sagladi
(p<0.001). TP uygulamast sonucu aksesuar seks organ agirliklarinda meydana
gelen bu artig; kullanilan protokoliin duyarliligini dogrulamaktadir (67). Yine
bekledigimiz sekilde; referans androjen (TP) ile birlikte referans antiandrojen
olarak Flutamid uygulanan pozitif kontrol grubunda da tiim aksesuar seks
organlariin agirliklarinin, TP grubuna gore istatistiksel olarak anlaml sekilde
azaldig1 ve kastrasyon grubu degerlerine diistiigli goriildii. Bu durum; referans
anti-androjen olarak uygulanan Flutamidin anti-androjenik 06zelligini ortaya
koyan, literatiirle uyumlu (56, 78) ve beklenen bir sonugtur.

Calismamizda Flutamid uygulanan grupta serum LH ve FSH diizeylerinin
sham grubuna gore anlamhi sekilde arttigi goriilmektedir (p<0.001). Yapilan
cesitli calismalarda da kuvvetli anti-androjen olan flutamidin serum LH
diizeylerini artirirken, serum testosteron diizeylerinde herhangi bir degisiklik

olusmadigr goriilmiistiir (56, 126). Flutamid gibi AR antagonistleri, AR’ya
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baglanip androjenlerin etkisini bloke ederek intraselliiler androjenik stimulusun
azalmasina ve sonugta androjen-bagimli dokularin gelisiminde degisikliklere ve
agirliklarinda azalmaya yol acarlar (56, 78). Intraselliiler androjenik stimulusun
azalmas1 ise anterior hipofizden gonadotropinlerin (LH ve FSH) salinimim
artirmaktadir.

Calismamizda uyguladigimiz test kimyasallarindan Endosulfan; tiim
diinyada yaygin olarak kullanilan, organoklor yapisindan dolay1r dogada ve canl
organizmalarda birikme egilimi gosteren genis spektrumlu bir pestisittir (113).
Endosulfan’in 0strojenik etki gosterdigi farkli in vivo ve in vitro deney
modellerinde gosterilmekle birlikte (47); androjenik ve antiandrojenik 6zellikleri
erkek hayvan modellerinde test edilmemistir. Endosulfan Ostrojenik ozellik
gostererek  erkeklerde aksesuar seks organlarmin farklilagsmasini  ve
fonksiyonlarim etkilemektedir (115). Erigkin erkek ratlarda yapilan bir ¢calismada;
oral yolla ve farkli dozlarda (5, 10, 15 mg/kg) uygulanan Endosulfan’in testis ve
aksesuar seks organ agirliklarinda azalma ile birlikte cauda epididimiste sperm
sayist ile intra-testikiiler spermatid sayilarin1 azalttifi; sperm dansite ve
motilitesini de baskiladig1 gosterilmistir (23, 95). Serum testosteron seviyesi ise
ancak en yiikksek doz (15 mg/kg) uygulanan ratlarda azalmistir. Sperm
motilisindeki inhibisyon, azalan androjen seviyesine atfedilmistir (22). Bu durum
sorbitol dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, y-glutamil transpeptidaz ve glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz gibi spesifik testikiiler marker enzim aktivitelerindeki artis ile
iliskilendirilmistir (95). Endosulfan ayrica 3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz ve
17B-hidroksisteroid dehidrogenaz enzim aktivitelerini degistirerek testikiiler

fonksiyonlarda bozukluga yol a¢gmakta ve testikiiler androjen biyosentezini de
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inhibe etmektedir (22, 53). Otuz giinlik uygulama ile endosulfanin ratlarda
testikiiler fonksiyonlar iizerine kronik etkilerinin degerlendirildigi bir calismada
endosulfanin testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat agirliklarinda anlaml
azalma ile birlikte testikiiler fonksiyonlar1 da inhibe ettigi gosterilmistir (22).
Endosulfanin ayrica plazma FSH, LH ve testosteron diizeylerini de azalttig1 ve
testikiiler hasara yol actig1 ortaya konulmustur (22, 95). Endosulfanin hiicresel ve
biyokimyasal toksisitesi acisindan doz ve maruziyet siiresinin 6nemli belirleyici
oldugu belirtilmektedir (53, 95).

Fetal gonadal farklilagma sirasinda endosulfana maruziyetin iliskili
testikiiler enzimler aracilifiyla spermatogenezi etkiledigi; sperm sayisinda azalma
ile birlikte testis, epididimis ve seminal vezikiil agirliklarinda da azalmaya yol
acarken, prostat agirliklarinin ise degismedigi bildirilmistir (97). Diger bir
calismada da diisiik dozda (0.5 ve 1.5 mg/kg) Endosulfan’a pre- ve post-natal
olarak maruz kalan ratlarin erkek yavrularinin iireme sisteminde patolojik etkiler
gozlenmedigi bildirilmistir (29). Leydig hiicre kiiltiirlerinde 1-1000 nM
dozlarinda uygulanan endosulfan, testosteron serbestlenmesini anlamli sekilde
etkilememistir (74). Wilson ve ark. ise endosulfanin erkek farelerde testosteron
biyotransformasyon ve klerensini arttirdigini bildirmislerdir (120). Bu ¢alismada
uygulanan 7.5 ve 15 mg/kg dozundaki endosulfan, p450 enzimleri araciligr ile
testosteronun hidroksilasyonunu uyararak klerensini artirmistir. Ancak testosteron
klerensindeki artig, kompanse edici mekanizmalar sayesinde, bu hormonun serum
diizeylerini anlamh sekilde degistirmemistir.

Calismamizda Endosulfan’in seminal vezikiil, prostat ve mLA agirliklarinda

TP grubuna gore anlamh degisiklikler meydana getirmezken; sag ve sol
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bulboiiretral bez degerlerinde TP grubuna gore anlamli azalmaya neden oldugu
goriilmiistiir. Calismamizdan elde edilen bu sonug; endosulfanin bulboiiretral
bezler iizerine anti-androjenik etkisini ortaya koymaktadir. Bu etkinin sadece
bulbouretral bezlerde goriilip diger androjen-duyarli seks organlarinda
bulunmamasi; doku ve reseptor diizeyinde farkli etkilesimlerden kaynaklaniyor
olabilir. Ornegin; mLA gelisimi testosteron, prostat gelisimi ise DHT a bagiml
iken; seminal vezikiil gelisimi ise hem testosteron hem de DHT-bagimhidir (67).
Yapilan bir caligmada Endosulfanin plazma LH ve FSH diizeylerini azalttig
ortaya konulmustur (95). Bizim calismamizda ise Endosulfanin LH ve FSH
diizeylerinde hafif bir artis olusturmakla birlikte, bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii. Endosulfan’in bulbouretral bez agirlig: lizerinde tespit
ettigimiz anti-androjenik etkisi goz Oniine alinirsa; LH ve FSH diizeylerinde artis
beklenebilirdi. Bu durum; zayif anti-androjenik etki gosteren Endosulfan’in
uygulanan doz veya siire igerisinde gonadotropin salinimini uyaracak diizeyde
etki olusturmamis olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Bu c¢alismada etkisi arastirilacak diger bir kimyasal madde ise sentetik bir
pyrethroid insektisit olan Cypermethrin’dir. Cypermethrin’in erkek ratlarda
fertilite ve reprodiiksiyon {izerine etkilerinin incelenmesi icgin yapilan bir
caligmada 12 hafta boyunca ii¢ farkli dozda cypermethrin uygulanan erkek
ratlarda epididimal ve testikiller sperm sayilari ile giinliik sperm iiretiminin
azaldigr goriilmiistiir. Cypermethrin uygulamasinin testis histolojisinde de;
seminifer tiibiillerin sayisinda azalma, etrafinda hemoraji alanlari, aralarinda bag
doku birikimi ile limende prematiir spermatidlerin bulunmasi gibi anomalilere yol

actig1 goriilmiistiir. Bu ratlarda ayrica serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin
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azaldig; testis, seminal vezikiil ve preputial bez agirliklarinin ise arttigt
belirtilmistir. Calismanin sonucunda cypermethrin’in erkek ratlarda iireme
fonksiyonlar iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu
sonuclar; Cypermethrin’in testisler iizerine dogrudan etki gosterdigi ve androjen
biyosentez pathway’inin etkiledigi seklinde aciklanmistir (35).

Son zamanlarda yaymlanan bir calismada ise pyrethroid pestisit ve
metabolitlerinin insan Ostrojen reseptoriine baglanma potansiyellerinin oldugu ve
dolayisiyla ostrojenik aktivite gosterebilecekleri ileri siiriilmiistiir (73). Yapilan
cesitli in vitro (MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri ile) deneyler 1s18inda da
cypermethrin ve ¢esitli diger pyrethroid insektisitlerin Ostrojenik etki
gosterebilecekleri bildirilmistir (55, 63). Hamster ovaryum hiicreleri kullanilarak
in vitro reporter gen assay ile 200 pestisitin Ostrojen ve androjen reseptor
aktivitelerinin arastirildigi bir calismada da Cypermethrin’in ERa - Ostrojen
reseptorii  agonistik aktivite gostererek, Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir (64).

Chen ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada; pyrethroid insektisidlerden
cypermethrin, fenvalerate ve permethrin’in MCF-7 hiicre proliferasyonunu, bu
hiicrelerde PS2 mRNA ekspresyonunu indiikledikleri ve [*H] &stradioliin ER’ye
baglanmasim1 inhibe ederek ER-spesifik agonist yanit olusturduklart ortaya
konulmustur (21). Yeni yayinlanan bir calismada ise CV-1 hiicrelerinde AR-
aracili luciferase reporter gen assay kullanilarak cypermethrin, fenvalerate ve
permethrin’in androjenik ve anti-androjenik oOzellik gosterip gostermedikleri
aragtirilmistir. Her ii¢ pyrethroidin de luciferase ekspresyonunu inhibe ettigi,

DHT-tarafindan indiiklenen AR-aracili gen transkripsiyonunu baskiladiklari
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ortaya konularak; bu pestisitlerin in vitro olarak zayif anti-androjenik etki
gosterdikleri belirtilmistir (104).

Calismamizda androjenik/anti-androjenik ozellikleri arastirilacak
maddelerden Trifluralin, dogada yaygin olarak kullanilan, yearalti sularina
bulasma riski bulunan ve biyoakiimiilatif 6zellige sahip bir herbisittir (110, 124).
Ancak bu herbisitin insan sagligi tizerine etkileri ile ilgili yapilan arastirmalar
olduk¢a sinmirh sayida olup; androjenik/anti-androjenik 6zelliklerini inceleyen
calisma ise mevcut degildir. Yapilan bir arastirmada Trifluralin’in disi koyunlarda
serum LH konsantrasyonlarim1 anlamli sekilde azalttigi, viicut agirliklarinda ise
herhangi bir degisiklige yol agmadig1 goriilmiistiir (83).

Calismamizda Cypermethrin ve Trifluralin de Endsoulfan’a benzer sekilde;
incelenen androjen-duyarli aksesuar seks organlarindan sadece Bulbouretral bez
agirliklarinda TP grubuna gore anlamli azalmaya yol acti. Bu durum; bu iki
kimyasalin da anti-androjenik Ozellik goOsterdigini ortaya koymaktadir. Anti-
androjenik hormon patternine uygun sekilde (78); Cypermethrin ve Trifluralin
uygulanan gruplarda serum LH ve FSH diizeylerinin TP grubuna gore anlamli
sekilde arttigi goriilmektedir. Bu durum daha 6nce de belirtildigi sekilde; anti-
androjenlerin AR’ye baglanarak intraselliiler androjenik stimulusu azaltmalari,
androjen duyarli doku agirliklarinda azalmaya yol agmalar1 ve anterior hipofizden
LH ve FSH salinimin1 artirmalan seklinde aciklanan ve beklenen bir sonugtur.

Diger test maddemiz 2,4-D de dogada yaygin olarak kullanilan bir
herbisittir. 2,4-D’nin insan ve hayvanlarda embriyotoksisite ve teratojeniteden;
ndro-, immuno- ve hepato-toksisiteye kadar degisen toksik etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (10, 20). 2,4-D veya metaboliti 2,4-diklorofenol’iin ratlara
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uygulanmasinin ventral prostat, cowper bezi ve glans penis agirliklarinda artisa
yol actigr ve sitokrom P450-aracili testosteron metabolizmasini inhibe ettigi
bildirilmistir (61). Baska bir calismada ise 2,4-D’nin prostat kanser hiicre
kiiltiirlerinde muhtemelen AR’nin niikleusa translokasyonunu artirarak; androjen
indiiklii transaktivasyon ve androjenik aktivite gosterdigi belirtilmistir (62). 2,4-D
ve picloram iceren Tordon 75D isimli bir ticari karisimin testis histolojisi iizerine
etkilerinin incelendigi bir caligmada ise, goriilen toksik etkiler 2,4-D’ye
atfedilmistir. Aym ticari karisgimin; yiikksek doz uygulanan bazi1 hayvanlarin
testikiiler agirliklarinda ciddi azalmaya yol actigr ortaya konulmustur (80). Lerda
ve Rizzi ise; tarimda 2,4-D spreyleyici olarak calisan erkeklerde zaman icerisinde
azospermi, nekrospermi ve teratospermi gelistigini bildirmislerdir (69). Hormonal
etki acisindan incelendiginde ise; herbisit spreyleyici olarak calisanlarda iiriner
2,4-D diizeyleri ile serum LH diizeyleri arasinda korelasyon bulunurken; serum
FSH ve testosteron diizeylerinde bdyle bir iliski bulunmamistir. Serum 2,4-D
diizeyleri ile serum LH diizeyleri arasindaki korelasyon, klorofenoksi herbisitlerin
hormonal diizeyler iizerine direkt etkisi ile agiklanmistir (42).

Calismamizda 2,4-D’nin; uygulanan diger test kimyasallarinin aksine
seminal vezikiil agirliklarinda anlamh artisa yol agmasi, bu maddenin androjenik
etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. 2,4-D grubuna ait hormon
diizeylerinde bakildiginda ise; LH diizeylerinin %90 gibi bir oranda artmig
olmasina ragmen bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. FSH
diizeyleri ise 2,4-D uygulanan grupta TP grubuna gore anlamh sekilde yiiksekti.
2,4-D’nin seminal vezikiil agirligi acisindan agonist, serum FSH diizeyleri

acisindan antagonist etki seklinde ortaya cikan bu farkli yaniti; hedef dokuda
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aktivite bagimli farklililardan kaynaklanabilir (6rn: mikst agonist/antagonist
aktivite). Bu duruma; uterus iizerinde agonist, meme iizerinde antagonist etki
gosteren mikst ER agonist/antagonisti tamoksifen ornek olarak verilebilir (57).
Calismamizda karaciger ve bobrek agirliklar ele alindiginda ise Endosulfan,
2,4-D ve Trifluralin’in karaciger agirliklarinda anlamhi artisa yol acarken; sadece
Trifluralin’in  bobrek agirliklarinda anlamli  artis  olusturuldugu  goriildii.
Hershberger  metodunda  androjenik  ve  anti-androjenik  Ozelliklerin
degerlendirilmesinde  primer sonlanma noktast androjen-duyarli  doku
agirliklarinin belirlenmesini kapsamaktadir. Karaciger, bobrek ve adrenal bez
agirliklar1 ile serum hormon diizeylerinin Ol¢iimii ise opsiyonel sonlanma
noktalar1 olup; androjenik/anti-androjenik etkinin belirlenmesinde degil de
kimyasal aracili endokrin etkilerin dogrulanmasinda daha ileri bilgi saglamak ve
etki mekanizmasinin anlagilmasina yardimci olmak amaciyla istege bagli olarak
degerlendirmeye alinmaktadir (56, 60). Hershberger metodu ile maddelerin
androjenik/antiandrojenik  6zelliklerinin incelendigi c¢esitli calismalarda da
androjenik yada antiandrojenik maddelerin karaciger, bobrek ve adrenal bez
agirliklarinda herhangi bir degisiklige yol agmadigi goriilmiistiir (56, 60, 67).
Yapilan cesitli calismalarda da Cypermethrin’in karaciger ATPaz aktivitesini
azalttigi, hepatositlerde sitoplazmik hipertrofiye, nekroz ve inflamasyona yol
actifit ortaya konulmus (37) ve Onemli bir hepatotoksik pestisit oldugu
belirtilmistir (1). Yine 2,4-D’nin de noéro-, immuno- ve hepato-toksik etkilere
sahip oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (10, 20). Bizim calismamizda cok
yiikksek dozlar1 uygulanmamasina ragmen Endosulfan, 2,4-D ve Trifluralin’in

karaciger agirliginda artisa yol agmasi, yine Trifluralinin bobrek agirliginda artig
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olusturmas1 bu maddelerin hepatotoksik veya nefrotoksik oOzelliklere sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu dokularda histopatolojik inceleme yada
serum Orneklerinde c¢esitli enzim tayinleri yapilmadan bdyle bir sonuca
varilamamaktadir.

Sonug olarak; bu calismadan elde edilen bulgular, Hershberger metodunda
Endosulfan, Cypermethrin ve Trifluralin’in bulbouretral bez {iizerinde anti-
androjenik; 2,4-D’nin ise seminal vezikiil tizerinde androjenik etkilere sahip
oldugunu gostermistir. Bu c¢evresel kirleticilerin erkek iireme fonksiyonlarini

olumsuz yonde etkileyecegi ongoriilebilir.
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