B IVI E DJ https://dergipark.org.tr/tsr/pub/bmedj

ARASTIRMA MAKALESI

Endosulfan, cypermethrin, 2,4-D ve trifluralin’in
SORIGSSERARES 08 androjenik ve anti-androjenik etkilerinin
hershberger metoduyla arastirilmasi

e-ISSN: 2564 - 6664

nvestigation of the androgenic and anti-androgenic effects of endosulfan,
cypermethrin, 2,4-D and trifluralin by hershberger assay

(2} Ozgur Bulmus?, (%) Sileyman Sandal?, () Zafer Sahin?,
@ Sedat Yildiz*, @ Bayram Yilmaz®

1Dr. Ogr. Uyesi,, Balikesir 4 N\
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji ABSTRACT
AD, Balikesir, Turkiye. Aim: This study was aimed to investigate the androgenic and anti-androgenic
effects of organochlorid (Endosulfan) and pyrethroid (Cypermethrin) pesticides
2Prof. Dr., inéni Universitesi, Tip and herbicides (2,4-D and Trifluralin), on serum LH and FSH levels and
Fakiiltesi, Fizyoloji AD, Malatya, androgen-sensitive tissues in peri-pubertal rat model with Hershberger assay.
Turkiye. Material and Method: 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

3Dog. Dr., Karadeniz Teknik . .. .
elop Sy (IRl b castrated. After 10 days recovery period, rats were divided into further seven groups:

Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji

AD, Trabzon, Tiirkiye. Castration group; Testosterone Propionate (TP) group; TP+Flutamide group; TP+Endosulfan

‘ . group; TP+2,4-D group; TP+Cypermethrin group; TP+Trifluralin group. 24 hours after

“Prof. Dr., In6nii Universitesi, Tip the last application, rats were decapitated and blood samples were obtained. Prostate,

Fakiltesi, Fizyoloji AD, Malatya, bulbourethral gland, vesicula seminalis and musculus levator ani (mLA) were dissected

Tarkiye. and weighed. Serum LH, FSH and testosteron levels were determined with ELISA.

SProf. Dr., Yeditepe Universitesi, Result: Castration caused significant reduction in all androgen-sensitive tissue weights

Tip Fakiltesi, Fizyoloji AD, istanbul, (p<0.001); whereas TP application to the castrated animals recovered this tissue weights

Tarkiye. to sham group levels (p<0.001). While Endosulfan, Cypermethrin and Trifluralin caused

Sorumlu Yazar: Ozgiir BULMUS, Dr. significant decrease in bulbourethral gland weights (p<0.01); 2,4-D significantly increased

Ogr. Uyesi, Balikesir Universitesi, Tip vesicula seminalis weights compared to TP group (p<0.01). None of the applied test

Fakultesi, Fizyoloji AD, Balikesir, Tiirkiye compounds caused significant differences in prostate and mLA weights compared to
E-mail:ozgur.bulmus@balikesir.edu.tr . . . N .

Telefon: 05333082723, 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.
Conclusion: Data obtained from this study showed that 2,4-D has androjenic

Basvuru Tarihi: 17.06.2021 effects on wvesicula seminalis whereas Endosulfan, Cypermethrin and Trifluralin
Kabul Tarihi: 21.06.2021 have anti-androgenic effects on bulbourethral gland. It can be suggested that,
Yayinlanma Tarihi: 28.06.2021 these environmental pollutants could affect male reproductive functions negatively.
Keywords: endosulfan; cypermethrin; 2,4-D; trifluralin; hershberger assay )
Atf igin: Ozgiir Bulmus, Siileyman
Sandal, Zafer Sahin, Sedat Yildiz,
Bayram Yilmaz, (62 N\
Endosulfan, cypermethrin, 2,4-D
e R Amag:  Bu calisma; organoklorlu  (Endosulfan) ve  pyrethroid (Cypermethrin)
androjenik ve anti-androjenik pestisitler ile herbisitlerin (2,4-D ve Trifluralin) Hershberger metodu ile peri-pubertal
etkilerinin hershberger erkek sican modelinde serum LH ve FSH diizeyleri ile androjen duyarli dokular

metoduyla arastiriimasi, Uzerine androjenik ve anti-androjenik etkilerini arastrmak amaciyla planlandi.

2021;5(2):109-116 Geregve Yontem: Calismada 56 adet peri-pubertal 42 giinliik erkek Sprague Dawley sican kullanildi.
ilk grup sham kastrasyon olarak ayrildi. Geriye kalan 49 adet sican kastre edildi. On giinliik iyilesme
siresinin sonunda siganlar yedi gruba daha ayrildi: Kastrasyon grubu; Testosteron propiyonat (TP)
grubu; TP+Flutamide grubu; TP+Endosulfan grubu; TP+2,4-D grubu; TP+Cypermethrin grubu;
TP+Trifluralin grubu. Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar dekapite edilerek kan oérnekleri
toplandi. TUmhayvanlarin prostat bezi, bulbouretral bezleri, seminal vezikillerive musculuslevator
ani(mLA)disekeedilerektartildi.SerumLH, FSHvetestosterondiizeyleriELISAyontemiile belirlendi.
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Bulgular: Kastrasyon, tim 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 bulbouretral
bez agirliklarinda TP grubuna gére anlamh azalmaya yol agarken (p<0.01); 2,4-D ise vesicula
seminalis agirliklarinda anlamh artis olusturdu (p<0.01). Uygulanan test bilesiklerinden
hicbiri prostat ve mLA agirliklarinda TP grubuna gore anlamli fark olusturmadi (p>0.05).
2,4-D, Cypermethrin ve Trifluralin serum FSH diizeylerinde anlaml artisa yol acarken;
serum LH duzeylerindeki artis sadece Trifluralin grubunda istatistiksel olarak anlaml idi.
Sonug: Calismadan elde edilen bulgular, Hershberger metodunda Endosulfan,
Cypermethrin ve Trifluralin’in bulbouretral bez Uzerinde anti-androjenik; 2,4-D’nin ise
vesicula seminalis Uzerinde androjenik etkilere sahip oldugunu go&stermistir. Bu cevresel
kirleticilerin erkek Ureme fonksiyonlarini olumsuz ydnde etkileyebilecegi ©6ngorilebilir.

Anahtar Kelimeler: endosulfan; cypermethrin; 2,4-D; trifluralin; hershberger assay.

GIRIS

Endokrin sistemi etkileme potansiyeline sahip kimyasal maddeler genel anlamda “endokrin bozucular” (endocrine
disrupters) olarak adlandiriimaktadir (1). Endokrin bozucu terimi daha genis kapsamli olarak 1996 yilinda Avrupa Komisyonu
tarafindan Weybridge Seminerinde “intak bir organizmada ya da bunun yavrularinda, sonraki nesillerinde endokrin sistem
fonksiyonlarinda degdisikliklere ve sonugta saglik icin zararli etkilere neden olan ekzojen bir madde” seklinde tanimlanmistir
(2). Endokrin bozucu kimyasallarin (EDC-Endocrine Disrupting Chemicals) insan saghgi ve cevrede hayvanlar Uzerinde
olusturabilecegi potansiyel etkiler nemli bir saglik sorunu olarak lizerinde durulan bir konu haline gelmistir (3).

Cok sayida gevresel kirleticinin endokrin bozucu 6zelliklere sahip olduklari bildirilmistir. Bu maddeler ksenohormonlar,
ksenoestrojenler veya ksenobiyotikler olarak da adlandirilmaktadir. Ksenohormonlarin etkilerini viicudun dogal hormonlarini
taklit ederek (mimic) veya onlarin fizyolojik etki mekanizmalarini bozarak (antagonize ederek) gosterdikleri sanilmaktadir.
Bu kirleticilerin endokrin bozucu etkileri esas olarak 6strojenik, anti-6strojenik, androjenik ve anti-androjenik 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (4).

Endokrin bozucu kimyasallarin memeliler ve diger hayvanlarda hipotalamik-hipofizer-gonadal fonksiyonlari; dstrojen,
androjen ve tiroid hormon sentezlerini; androjen ve 6strojen reseptor-aracili etkileri degistirdigi gosterilmistir (3). Bu etkilerin
sonucu olarak ksenobiyotiklerin kanser insidansinda artisa (6zellikle testis, prostat ve meme kanseri), genital anomalilere
(hipospadias, kriptorsidizm) ve erkeklerde sperm sayisinda azalmaya yol agabilecegi diistinilmektedir (1, 5).

Endokrin bozucularin baslica etki mekanizmasi; bu kimyasallarin hormon reseptorleri ile direkt etkilesim sonucu
reseptdr agonisti veya antagonisti olarak endokrin fonksiyonlari bozmalaridir. Yapilan galismalar 6zellikle 6strojen reseptori
Uzerinden endojen Ostrojeni taklit eden (mimic) kimyasallar Gizerine odaklanmis; ayrica endokrin bozucularin birgogunun
androjen reseptoru ile etkilesime girerek, antiandrojenik etki gosterdigi bildirilmistir (6).

Genis spektrumlu bir pestisid olan Endosulfan, tim diinyada yaygin olarak kullaniimistir. Organoklor yapisindan
dolay1 dogada ve canl organizmada birikme egilimi géstermektedir (7). Organik klorlu pestisitler insan ve hayvanlarin viicut
yaglarinda, su, yagmur suyu ve havadaki yogunlugunun milyonlarca katina varan derisimlerde birikebilmektedir. Canhlarin
dogrudan temas sonucu (mide, solunum, 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 ¢ikmaktadir.
Ayrica genis boyutlu gcevre ve besin kirlenmesine neden olmaktadir (8). Endosulfan, Amerikan Cevre Koruma Teskilati (EPA-
Environmental Protection Agency) tarafindan toksisite riski ylksek pestisitler sinifina dahil edilmistir (9). Turkiye’de de yakin
yillara kadar yogun sekilde kullanildigi ve cevreyi kirlettigi bilinen endosulfanin diinyada ve 2011 yilindan itibaren tlkemizde
kullanimi yasaklanmigtir.

Cypermethrin tip-1l (alfa-siyano) pyrethroid grubuna ait, etkili sentetik bir insektisittir. Organoklorlu pestisitlerin
yerine gegmesi amaciyla Uretilen bu pestisit Gilkemizde de yaygin sekilde kullaniimistir. Pyrethroidlerin nérotoksik etkileri;
noronal hiicre membrani Uzerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerin baslica hedefi voltaj-bagimli sodyum
kanallaridir. Pyrethroidler hiicreye sodyum girisini artirir, membran repolarizasyonu ve kanallarin kapanmasinda gecikmeye
yol agarak; sonugta sinir iletiminde blokaja neden olurlar. Cypermethrin y-aminobutirik asit resptérini inhibe ederek
eksitabilite ve konviilziyonlara yol agar. Ayrica ndrotransmitterlerin yikiminda gorevli bir enzim olan monoaminoksidazi ve
sinir hicreleri tarafindan kalsiyum alinimini inhibe eder. Bu etkiler; hiicre membranlarindaki Na+-kanallarinin agik kalmasi
sonucu néronlarda surekli impulslara ve sonugta hedef hiicrenin 6limine yol agar (10).

Pyrethroid pestisitlerin insan Ostrojen reseptoriine baglanma potansiyellerinin oldugu ve dolayisiyla 6strojenik
aktivite gosterebilecekleri ileri strllmustir (11). Erkek sicanlara oral yolla uygulanan cypermethrin’in testis histolojisini
ve spermatogenezisi olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (12). Cypermethrin’in anti-androjenik etki gosterebilecegi
disunulerek, calismamizda test edilecek kimyasal kirleticiler grubuna dahil edilmistir.

2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) yaygin olarak kullanilan bir herbisittir. 2,4-D’nin prostat kanser hiicre
kalttrlerinde androjenik etki gosterdigi bildirilmistir (13). 2,4-D kronik toksisite yoniinden incelenmis olmasina ragmen, erkek
treme fonksiyonlari tizerine etkileri ile ilgili arastirmalar sinirhdir. Tordon 75D isimli bir ticari karigimin testis histolojisi Gzerine
etkileri incelenmis ve gbzlenen toksik etkiler 2,4-D’ye atfedilmistir (14). Tarimda 2,4-D spreyleyici olarak ¢alisan erkeklerde
zaman igerisinde azospermi, nekrospermi ve teratospermi gelistigi bildirilmistir (15). Yine uzun yillar yaygin olarak kullanilan
bir herbisit olan trifluralinin ise lkemizde 2013 yili itibariyle kullanimi yasaklanmistir. Fakat pestisitlerin farkh ekolojik
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zincirdeki biyolojik pargalanma oranlari ile bitkisel ve ona bagl olarak da hayvansal trtinlerindeki kalintilari ile toksik etkileri
uzun yillar strebilmektedir (16).

Bu calisma; organoklorlu (endosulfan) ve pyrethroid (cypermethrin) pestisitler ile herbisitlerin (2,4-D ve trifluralin)
peri-pubertal erkek sican modelinde serum LH, FSH ve testosteron diizeyleri ile androjen duyarli dokular (prostat, cowper
bezleri, seminal vezikiller, m. Levator ani) tizerine androjenik ve anti-androjenik etkilerini arastirmak amaciyla yapildi.

GEREC ve YONTEM
Deney Hayvanlari

Bu calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden (FUDAM) temin edilen peri-pubertal 42 giinliik
erkek Sprague-Dawley irki siganlar kullanildi ve calisma FUDAM’da gergeklestirildi. Siganlar standart sartlarda barindirilarak,
ad libitum beslenme sartlari saglandi. Deney hayvanlarinin segimi, yapilan tim ilag uygulamalari ve cerrahi girisimler sirasinda
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun onayi (28.12.2005/14/3) alinarak; ¢alisma standart deneysel
hayvan galismalari etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Calismada toplam 56 adet sican kullanildi.

Grup 1 (Sham grubu; n=7); Sham kastrasyon yapildi ve diger gruplarda olusan enjeksiyon stresini karsilamak igin,
sadece tasit madde (misirozi yagi, 0.3 ml,sc) uygulandi.

Geriye kalan toplam 49 adet sican rompun+ketamin anestezisi altinda, skrotum orta hattan acilip her iki testis ve
epididimisler total olarak alinarak kastre edildi. On glnliik iyilesme silresinin sonunda sicanlarin viicut agirliklari belirlendi ve
yedi gruba daha ayrildi:

Grup 2 (Kastrasyon grubu; n=7)

Grup 3 (TP grubu; n=7); 10 giin slireyle Testosteron propionat (TP) 0.5 mg/kg/gin s.c. olarak uygulandi.

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

Grup 5 (TP+Endosulfan grubu; n=7); 10 gin sureyle TP’ye ilaveten Endosulfan 10 mg/kg/gtin oral gavaj yoéntemiyle
uygulandi.

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

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

Grup 8 (TP+Trifluralin grubu; n=7); 10 gln sireyle TP’ye ilaveten Trifluralin 15 mg/kg/giin oral gavaj yontemiyle
uygulandi.

Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra si¢anlar dekapite edildi ve kan 6rnekleri toplandi. Tum hayvanlarin prostat bezi,
bulbouretral (cowper) bezleri ve seminal vezikiiller ile musculus levator ani (mLA) hemen diseke edilerek tartildi. Alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Elde edilen serum 6rnekleri kiiglk porsiyonlar
halinde polipropilen tlplere konularak analizler yapilana kadar -202C’de saklandi.

Biyokimyasal Analizler

Serum Testosteron, FSH ve LH hormon diizeyleri, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile 6lglldu.
Absorbanslar Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, USA) cihazinda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Test sonuglari ng/ml olarak verildi.

Kastre edilen hayvanlara disaridan TP verildiginde pozitif veya negatif feedback etkileriile serum “sentetik testosteron”
degerleri farkh c¢ikabileceginden ve bu hayvanlarda zaten endojen testosteron kaynagi olan testisler bulunmadigindan;
sadece testisleri olan (sham) grubu ve disaridan hig¢ TP verilmemis olan fakat kastre hayvanlarin serum testosteron diizeyleri
Olguldi. Sham ve kastrasyon gruplarinda serum testosteron dulzeylerinin Glgilmesinin amaci ise; yapilan kastrasyon
isleminin glvenilirliginin degerlendirilmesiydi. Zaten Hershberger metodunda androjenik ve anti-androjenik maddelerin
belirlenmesinde primer sonlanma noktasi aksesuar seks organ (SAT) agirliklarinin belirlenmesidir; testosteron ve LH 6lgimleri
ise opsiyonel olarak yapilmaktadir (17).

istatistiksel Analizler

istatistiksel degerlendirmeler, SPSS for Windows 21.0 paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda
parametrelerin karsilastirilmasinda One-way ANOVA (tek yonli varyans analizi) ve Post hoc Tukey testi kullanildi. Sonuglar
ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Seminal Vezikil Agirliklan
Kastrasyon, seminal vezikll agirliginda istatistiksel olarak anlamh azalmaya neden olurken (p<0.001); kastre edilen
hayvanlara TP uygulamasi bu dokunun agirhiginin sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten referans
anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise seminal vezikil agirliklarini TP grubuna gore anlaml azaltarak, kastrasyon grubu
degerlerine diismesine yol a¢ti (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise sadece 2,4-D seminal vezikil agirliklarinda TP
grubuna kiyasla anlamh artis meydana getirdi (p<0.01) (Sekil 1).

Balikesir Medical Journal 2021;5(2):109-116 111



0,4

0,3 1

0.2 -

V. Seminalis agirhg (gr)

0,1 A

Sham Kastrasyon

V7

TP Flutamid Endosulfan 2,4-D Cypermethrin Trifluralin

Sekil 1. Hershberger deney gruplarinda Seminal vezikiil agirliklari (OrtSD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.01 TP grubuna gore.

Prostat Bezi Agirliklan

Kastrasyon, prostat bezi agirliginda istatistiksel olarak anlaml azalmaya neden olurken (p<0.001); kastre edilen
hayvanlara TP uygulamasi bu dokunun agirhgiin sham grubu degerlerine dénmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten
referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise prostat bezi agirliklarini TP grubuna gore anlamli azaltarak, kastrasyon
grubu degerlerine diismesine yol agt (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise higbirinin prostat bezi agirhiginda TP
grubuna gore anlamli bir degisiklik olusturmadigi goruldi (p>0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2. Hershberger deney gruplarinda Prostat bezi agirliklari (Ort+SD).

a: p<0.001 sham grubuna gore.

Sag ve Sol Bulbouretral Bez Agirliklari

Kastrasyon, sag ve sol bulbouretral bez agirliklarinda 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 agirliklarini TP grubuna gore anlamli azaltarak,
kastrasyon grubu degerlerine diismesine yol agti (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan Endosulfan, Cypermetrin ve
Trifluralin sag ve sol bulbouretral bez agirliklarinda TP grubuna gore anlamli azalmaya yol agarken (p<0.01); 2,4-D ise herhangi
bir degisiklige neden olmadi (p>0.05) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hershberger deney gruplarinda sag ve sol bulbouretral bez agirhiklari (Ort+SD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.01 TP grubuna gore.
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Musculus Levator Ani Agirhiklari

Kastrasyon, musculus levator ani agirhginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olurken (p<0.001); kastre
edilen hayvanlara TP uygulamasi bu dokunun agirliginin sham grubu degerlerine dénmesini sagladi (p<0.001). TP’ye ilaveten
referans anti-androjen olan Flutamid uygulamasi ise prostat bezi agirliklarini TP grubuna gére anlamli azaltarak, kastrasyon
grubu degerlerine diismesine yol a¢t (p<0.001). Uygulanan test kimyasallarindan ise higbirinin m. Levator ani agirhiginda TP
grubuna goére anlamh bir degisiklik olusturmadigi goérildi (p>0.05) (Sekil 4).
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Sekil 4. Hershberger deney gruplarinda m. Levator ani agirliklari (OrtSD).
a: p<0.001 sham grubuna gore.

Serum Testosteron Diizeyleri

Serum testosteron diizeyleri kastrasyon grubunda (<0.2 ng/ml) sham grubuna gére (3.28+0.44 ng/ml) istatistiksel
olarak anlamlh sekilde dusiik bulundu (p<0.001). Kastrasyon grubuna ait serum testosteron dizeyleri kullanilan kitin
deteksiyon limitinin altinda bulundugu icin <0.2 ng/ml seklinde belirlendi.

Serum LH Diizeyleri

Kastrasyon, serum LH diizeylerinin sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamh sekilde artmasina neden olurken
(p<0.001); kastre edilen hayvanlara TP uygulamasi bu hormonun diizeylerinin sham grubu degerlerine dénmesini sagladi
(p<0.001). Flutamid uygulanmasi ise serum LH diizeylerinin TP grubuna goére anlaml sekilde artmasina yol agti (p<0.001).
Uygulanan test kimyasallarinin hepsi serum LH diizeylerini TP grubuna gore artirmakla birlikte; sadece Trifluralin uygulamasi
ile gorulen LH artisi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05) (Sekil 5).
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Sekil 5. Hershberger deney gruplarinda serum LH diizeyleri (Ort+SD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.05 TP grubuna gore.

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 dénmesini sagladi
(p<0.001). Flutamid uygulanmasi ise serum FSH diizeylerinin TP grubuna gére anlamli sekilde artmasina yol a¢ti (p<0.001).
Uygulanan test kimyasallarindan 2,4-D (p<0.05), Cypermethrin (p<0.001) ve Trifluralin (p<0.001) serum FSH duizeylerini TP
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artirirken; Endosulfan uygulamasi ile gorilen FSH artigi istatistiksel olarak
anlamh bulunamadi (p>0.05) (Sekil 6).
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Sekil 6. Hershberger deney gruplarinda serum FSH diizeyleri (OrttSD).
a: p<0.001 sham grubuna gore; b: p<0.05 TP grubuna gore; c: p<0.001 TP grubuna gore.

TARTISMA

Son vyillarda, arastirmacilarin erkek fertilite azalmasi ile gevresel faktorler arasindaki iliski ve erkek Greme sistemi
toksikolojisi ile ilgili calismalara ilgisinin arthg gériilmektedir. Ozellikle son 50 yilda sperm sayisinda meydana gelen énemli
orandaki diisls bu ilgi ve aragtirmalarin sayisini artirmigtir.

Endokrin sistemi etkileme potansiyeline sahip kimyasal maddeler giiniimiizde genel olarak “endokrin bozucular”
(endocrine disrupters) olarak adlandiriimaktadir (1). Ginumizde ¢ok sayida cevresel kirleticinin endokrin bozucu
ozelliklere sahip olduklari bildirilmistir. Ksenobiyotikler olarak da adlandirilan bu maddelerin endokrin bozucu etkileri esas
olarak Ostrojenik, anti-Ostrojenik, androjenik ve anti-androjenik o6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Seks steroidlerinin
spermatogenez, testislerin inmesi ve uretral gelisimde 6nemli rol oynamasi; endokrin bozucularin erkek reproduktif
sistemindeki anormalliklerle iliskili oldugunu distndirmektedir (18). Erkek Greme 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 (19). Bazi pestisitlerin biyoakiimulatif
ozellikte oldugu ve yaygin kirlenmeye neden olduklari bilinmektedir. Zaman igerisinde DDT basta olmak Uzere lindan,
endosulfan, aldrin, metoksiklor va heptaklor gibi bir¢ok pestisitin Gretim ve kullanimi yasaklanmistir (7). Buna ragmen, bu
bilesiklere gevredeki kaliciliklari nedeniyle insan ve hayvanlarin gesitli dokularinda rastlanabilmektedir. Bir tarim dlkesi olan
Ulkemizde de pestisitler yaygin olarak kullanilmis ve birgok tarim alani, nehir, gl ve deniz tonlarca madde ile kirletilmistir (20).
Biyoakiimilasyon faktorl de géz 6oniine alindiginda, bu bilesiklerin halen tlkemizde maruz kalinan kimyasallar arasinda yer
aldigi gorilmektedir (21).

Bu ¢alismada Endosulfan, Cypermetrin, 2,4-D ve Trifluralin’in androjenik ve anti-androjenik etkilerini aragstirmak amaci
ile; test kimyasallarinin subakut bir periyot icin kastre edilmis erkek siganlara uygulandigi in vivo bir yontem olan Hershberger
metodu kullanildi (22). Bu metotta androjen agonisti olarak rol oynayan kimyasallar androjen-bagimh SAT agirliklarinda artisa
yol agmalari ile; androjen antagonistleri ise kuvvetli bir androjen (Testosteron Propiyonat-TP) ile birlikte uygulandiklarinda
SAT agirliklarinda nisbi azalmaya yol agmalari ile tespit edilmektedirler (17).

Calismada kastrasyon; incelenen butin SAT (seminal vezikul, prostat, sag ve sol bulbouretral bezler ve m.Levator
ani) agirhklarinda istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olurken (p<0.001); kastre edilen hayvanlara referans androjen
olarak TP uygulamasi bu dokularin agirliklarinin artmasini ve sham grubu degerlerine donmesini sagladi (p<0.001). Referans
androjen (TP) ile birlikte referans antiandrojen olarak Flutamid uygulanan pozitif kontrol grubunda da tiam SAT agirliklarinin,
TP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi ve kastrasyon grubu degerlerine diistigi gorildi. Bu durum;
referans anti-androjen olarak uyguladigimiz Flutamidin anti-androjenik 6zelligini ortaya koyan, beklenen bir sonugtur.

Endosulfan 6strojenik ozellik gostererek erkeklerde aksesuar seks organlarinin farkhilasmasini ve fonksiyonlarini
etkilemektedir. Eriskin erkek siganlarda yapilan bir ¢alismada; oral yolla ve farkh dozlarda uygulanan Endosulfan’in testis ve
SAT agirliklarinda azalma ile birlikte cauda epididimiste sperm sayisi ile intra-testikller spermatid sayilarini azalthigi; sperm
dansite ve motilitesini de baskiladigi gosterilmistir (23). Endosulfan 3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz ve 17B-hidroksisteroid
dehidrogenaz enzim aktivitelerini degistirerek testikller fonksiyonlarda bozukluga yol agmakta ve testikller androjen
biyosentezini de inhibe etmektedir (24). Otuz glnlik uygulama ile endosulfanin siganlarda testikiler fonksiyonlar tzerine
kronik etkilerinin degerlendirildigi bir ¢calismada endosulfanin testis, epididimis, seminal vezikil ve prostat agirliklarinda
anlaml azalma ile birlikte testikiiler fonksiyonlari da inhibe ettigi gosterilmistir (25). Endosulfanin ayrica plazma FSH, LH
ve testosteron dizeylerini de azalthgi ve testikiiler hasara yol agtigi ortaya konulmustur (23, 25). Endosulfanin hicresel ve
biyokimyasal toksisitesi agisindan doz ve maruziyet slresinin 6nemli belirleyici oldugu belirtilmektedir (23, 24).

Calismamizda Endosulfan’in seminal vezikiil, prostat ve mLA agirliklarinda TP grubuna gore anlamli degisiklikler
meydana getirmezken; sag ve sol bulbolretral bez degerlerinde TP grubuna goére anlamli azalmaya neden oldugu gorilmustar.
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Bu calismada etkisi arastirilan diger bir kimyasal madde ise sentetik bir pyrethroid insektisit olan Cypermethrin’dir.
Cypermethrin uygulanan erkek sigcanlarda epididimal ve testikiiler sperm sayilari ile glinlik sperm Uretiminin azaldig
gorulmustir. Cypermethrin uygulamasinin testis histolojisinde de; seminifer tibillerin sayisinda azalma, etrafinda hemoraji
alanlari, aralarinda konnektif doku birikimi ile Iimende premature spermatidlerin bulunmasi gibi anormalliklere yol agtig
gorulmustir. Bu sicanlarda ayrica serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin azaldigi; testis, seminal vezikil ve preputial
bez agirliklarinin ise arthigi belirtilmistir. Calismanin sonucunda cypermethrin’in erkek sicanlarda fertilite ve reprodiksiyon
Uzerinde olumsuz etkilere sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar; Cypermethrin’in testisler tizerine dogrudan etki
gosterdigi ve androjen biyosentez yolagini etkiledigi seklinde agiklanmistir (12).

Calismamizda androjenik/anti-androjenik 6zellikleri arastirilan maddelerden 2,4-D; 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 (26). Yapilan bir calismada 2,4-D veya metaboliti 2,4-diklorofenol’tin
(DCP) siganlara uygulanmasinin ventral prostat, cowper bezi ve glans penis agirliklarinda artisa yol agtigi ve sitokrom P450-
aracili testosteron metabolizmasini inhibe ettigi ortaya konulmustur (27). 2,4-D ve picloram igeren Tordon 75D isimli bir ticari
karisimin testis histolojisi Uzerine etkilerinin incelendigi bir calismada ise, goriilen toksik etkiler 2,4-D’ye atfedilmistir. Ayni
ticari karisimin; yiksek doz uygulanan bazi hayvanlarin testikiler agirliklarinda ciddi azalmaya yol agtigi ortaya konulmustur
(14). Lerda ve Rizzi ise; tarimda 2,4-D spreyleyici olarak galisan erkeklerde zaman igerisinde azospermi, nekrospermi ve
teratospermi gelistigini bildirmislerdir (15). Hormonal etki agisindan incelendiginde ise; herbisid spreyleyici olarak ¢alisanlarda
Uriner 2,4-D diizeyleri ile serum LH dizeyleri arasinda korelasyon bulunurken; serum FSH ve testosteron diizeylerinde boyle
bir iliski bulunmamistir. Serum 2,4-D diizeyleri ile serum LH dizeyleri arasindaki korelasyon, klorofenoksi herbisitlerin
hormonal diizeyler Uzerine direkt etkisi ile agiklanmistir (28).

Trifluralin de, 2,4-D gibi dogada yaygin olarak kullanilan, yeralti sularina bulasma riski bulunan ve biyoakimdilatif
ozellige sahip bir herbisittir (29). Ancak bu herbisitin insan saglig Gizerine etkileriile ilgili yapilan arastirmalar sinirli sayida olup;
androjenik/anti-androjenik etkilerini inceleyen yeterli galisma bulunmamaktadir. Yapilan bir aragtirmada Trifluralin’in erigkin
ratlarda serum testosteron, FSH ve LH duzeyleri ile viicut ve testis agirliklarinda anlamli azalmaya yol agtigi géralmustar (30).

Sonug olarak; bu galismadan elde edilen bulgular, Hershberger metodunda Endosulfan, Cypermethrin ve Trifluralin’in
bulbouretral bez Uzerinde anti-androjenik; 2,4-D’nin ise vesicula seminalis izerinde androjenik etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Bu gevresel kirleticilerin erkek Greme fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyecegi dngorilebilir.
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