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ONSOZ

Insanlarin ve hatta tiim canlilarin en biiyiik arzularindan biri saglikli ve huzurlu bir
yasam siirmektir. Bu baglamda canlilarin igerisinde bulundugu g¢evre ve yasam
alanlarinin da yeri ve 6nemi oldukea biiyiiktiir. Giin gectikce ilerleyen endiistriyel ve
teknolojik gelismeler sonucu meydana gelen kimyasal kontaminasyonla birlikte ¢evre
kirliligi de insan ve hayvan sagligi acisindan tehdit olmaya baglamistir. Bu tiir
gelismeler, bir yandan canlilarin hayatini kolaylastirirken bir yandan da saglikli
yagamlarini tehdit etmektedir. Canlilarin nesil ve soylarimin devamliligini saglayan
tireme saglig1 da, bu tehditlere maruz kalan 6nemli unsurlardan biridir. Son yillarda
yapilan ¢alismalar, endiistriyel gelismeler sonucu ¢evreye yayilan ve endokrin bozucu
bilesikler olarak adlandirilan kimyasal maddelerin, canlilarin {ireme ve hormon
fizyolojileri iizerine etkilerinin oldugunu bildirmektedir. Dolayisiyla bu tez
caligmasinda son yillarda giindeme gelen endokrin bozucu bilesiklerin, disi iireme

fizyolojisi lizerine etkileri arastirilmistir.

Doktora egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim degerli
Danigsman Hocam Prof. Dr. A. Arzu YIGIT e tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Ayrica
calisma hayatim boyunca gerek akademik yonden gerekse sosyal yonden yardim ve
desteklerini hi¢ esirgemeyen, basta Dog. Dr. Miyase CINAR olmak {izere, Prof. Dr.
Hakan KALENDER’e, Dog. Dr. Serkan ERAT’a, arastirma gorevlisi arkadaslarima ve
tizerimde emegi gecen diger biitlin hocalarima ayri ayr1 tesekkiir ederim. Yine bu zorlu
stirecte dualariyla beni hi¢ yalniz birakmayan anneme, babama, tiim aileme ve
dostlarima tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Ozellikle tezimin gerek uygulama gerekse
yazim asamasinda ge¢ saatlere kadar siiren ¢alismalarimda sabirlarla beni bekleyen,
daima yanimda duran, verdigi moral ve motivasyonla beni gayrete getiren esim Melek

KABAKCT’ya ¢ok tesekkiir ederim.
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ENDOKRIN BOZUCU BILESIKLERIN
SIGIR LUTEAL HUCRE KULTURUNDEKI PROGESTERON
SENTEZi UZERINE ETKILERI

OZET

Endiistriyel ve teknolojik gelismelerle birlikte, yogun bir sekilde cevreye yayilan
endokrin bozucu bilesikler (EBB), canlilarin basta iireme ve gelisme olmak iizere
bir¢ok hayati fonksiyonlarini tehdit eder hale gelmistir. Giinliik hayatta kullanilan
plastik igerikli bir¢ok iiriiniin yapisina katilan Bisfenol A (BPA), Dietilheksil Fitalat
(DEHP) ve Pentabromlu difenileter 99 (PBDE 99), yaygin bir sekilde kullanilan ve
canlilarin iireme fizyolojileri {izerine etkilerinin oldugu bilinen EBB’lerdendir. Bu
calismanin amaci, inek korpus luteumundan elde edilen luteal hiicrelerin progesteron

sentezi lizerine BPA, DEHP ve PBDE 99’un etkisini arastirmaktir.

Calismada kullanilan luteal hiicreler, mezbahada kesilen saglikli ineklerin
midluteal doénemdeki ovaryumlarindan elde edildi. Korpus luteum enzimatik
islemlerden gegirilerek luteal hiicreler ayristirildi. Elde edilen hiicreler her kuyucuga
3x10* canl hiicre olacak sekilde igerisinde 2 mL kiiltiir medyumu bulunan 6
kuyucuklu pleytlere dagitild: ve 120 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ilk 24 saatinde
hiicrelerin pleyt tabanina yapismasi i¢in yeni dogan buzagi serumu (NCS) disinda
hiicrelere herhangi bir uygulama yapilmadi. Daha sonra medyum, serum yerine ITS
(Insiilin Transferrin, Sodyum Selenit) iceren ve belirli konsantrasyonlarda BPA (1, 3,
10 ve 30 uM), DEHP (1, 3, 10 ve 30 uM) ve PBDE 99 (0.1, 0.3, 1 ve 3 uM) igeren
medyumla degistirilerek, hiicreler EBB’lere maruz birakildi. Inkiibasyonun 96. ve 120.
saatinde toplanan medyumlar progesteron Ol¢iimii yapilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

Aragtirma sonucunda inkiibasyonun 96. saatinde kontrol grubuna gére BPA’nin
tim dozlari, DEHP’in 6zellikle 3 ve 30 uM’lik dozlari, PBDE 99’un ise sadece en
yiiksek dozu (3 uM) progesteron diizeyini 6nemli oranda (p<0.05) diisiirdii.
Inkiibasyonun 120. saatinde ise BPA’nin 1 pM’dan biiyiik tiim dozlar1 (3, 10 ve 30



uM), DEHP’in tim dozlar1 ve PBDE 99’un 1 ile 3 uM’lik dozlar1 progesteron
tiretimini 6nemli oranda (p<0.05) baskiladi. Pentabromlu difenileter 99’un 0.1 ve 0.3
uM’lik dozlar1 hem 96. hem 120. saatlerde progesteron sentezini artirdi. inkiibasyon
periyotlarina gére kiyaslandiginda (96. ve 120. saatler arasinda), BPA’nin sadece
kontrol ve en yliksek doz grubunda (30 uM), DEHP’in kontrol dahil tiim dozlarinda,
PBDE 99’un ise 0.3, 1 ve 3 uM’lik dozlarinda 120. saatte 96. saate gore daha az

progesteron iiretimi oldu.

Ovaryumun hormonal dengesinin korunmasi saglikli bir ireme fizyolojisi i¢in
olduk¢a onemlidir. Calismanin bulgulari EBB’lerden BPA ve DEHP’in inek luteal
hiicrelerinin progesteron iiretimini azaltarak, PBDE 99’un da diisiik dozlarda
progesteron liretimini artirarak ve yliksek dozda azaltarak luteal steroidogenez siirecini
etkiledigini ve ovaryumun hormonal dengesini bozdugunu ortaya koymustur.
Etkilenme siiresi uzadik¢a progesteron iiretimini azaltici etkisi 6zellikle DEHP
uygulanan grupta daha belirgin olmustur. Zamana bagli olarak BPA’nin yalnizca
kontrol ve 30 uM’lik en yiiksek dozu, PBDE 99’un ise 0.3, 1 ve 3 uM’lik dozlarinin
etkileri daha belirginlesmistir. Sonu¢ olarak endiistriyel kirlenme sonucu maruz
kalinan EBB’lerden BPA, DEHP ve PBDE 99’un progesteron sentezi iizerindeki
olumsuz etkileriyle ineklerin 6strus sikluslarinda bozukluklara ve gebe kalmada

sorunlara yol acarak hayvanin lireme verimini diisiirebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: BPA, DEHP, EBB, Inek, Luteal Hiicre, PBDE 99, Progesteron

Xi



EFFECTS OF ENDOCRINE DISRUPTING COMPOUNDS
ON PROGESTERONE SECRETION BY CULTURED
BOVINE LUTEAL CELLS

SUMMARY

Along with industrial and technological developments, endocrine disrupting
compounds (EDCs), which spread intensely in the environment, have become a threat
to many vital functions of living beings, especially reproduction and growth.
Bisphenol A (BPA), Diethylhexyl phthalate (DEHP) and Pentabrominated
diphenylether 99 (PBDE 99), which are involved in the structure of many products
made by plastic used in everyday life, are EDCs that are widely used and known to
have effects on the reproductive physiology of living beings. The aim of this study is
to investigate the effects of BPA, DEHP and PBDE 99 on progesterone synthesis of

bovine luteal cells.

Luteal cells used in the study were obtained from the midluteal ovaries of healthy
cows slaughtered in the abattoir. Luteal cells were separated from the corpus luteum
by enzymatic digestion. The isolated cells were seeded as 3x10* viable cells per well
in the six well plates with 2 mL of medium and incubated for 120 hours. In the first 24
hours of incubation, any treatment was made to cells except the NCS to adhesion of
cells to the bottom of the plate. Then, the medium was replaced with new medium
containing ITS (Insulin Transferrin, Sodium Selenit) instead of NCS and different
concentrations of BPA (1, 3, 10 and 30 uM), DEHP (1, 3, 10 and 30 uM) and PBDE
99 (0.1, 0.3, 1 and 3 uM). Media collected at hour 96 and hour 120 of incubation were

stored at -20 ° C until progesterone measurement.

As the results of the study, all doses of BPA, particularly 3 and 30 uM doses of
DEHP, and only the highest dose (3 uM) of PBDE 99 significantly reduced the
progesterone level at the 96" hour of incubation compared to the control group
(p<0.05). At hour 120 of incubation, all doses higher than 1 uM of BPA (3, 10 and 30
uM), all doses of DEHP and doses of 1 and 3 uM of PBDE 99 significantly suppressed
progesterone production (p <0.05). Doses of 0.1 and 0.3 uM of PBDE 99 enhanced

Xl



progesterone synthesis at both 96 and 120 hours. When the incubation periods
compared (between 96t"and 120" hours), only the control and the highest dose group
of BPA (30 uM), and all doses of DEHP including control, and doses of 0.3, 1 and 3
uM PBDE 99 had less progesterone production at 120 hours than at 96 hours.

The keeping of the hormonal balance of the ovary is very important for a healthy
reproductive physiology. Findings of the study show that it was affected the luteal
steroidogenesis process and disrupted the hormonal balance of the ovary by reducing
the progesterone production of bovine luteal cells with BPA and DEHP and increasing
progesterone production at low doses and decreasing at high dose of PBDE 99. As the
exposure was longer, that suppressive effect became more evident, especially in the
group of DEHP. The effects of only the control and the highest dose, 30 uM, of BPA
and the doses of 0.3, 1 and 3 uM of PBDE 99 became more evident depending on the
time. In conclusion, exposed EDCs, BPA, DEHP and PBDE 99 because of the
industrial pollution have adverse effect on progesteron synthesis may decrease the
reproductive efficiency of the animal by leading disorders in estrous cycle of cows and

getting pregnant problems.

Key Words: BPA, Bovine, DEHP, EDCs, Luteal Cell, PBDE 99, Progesterone
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1. GIRIS

1.1. ineklerde Ovaryum Fizyolojisi

Ciftlik hayvanlarinda, iremenin ana hedeflerinden biri yillik dogan yavru sayisini
olabildigince artirmaktir. Ureme faaliyetleri, sinir sistemi ve endokrin sistemin
koordineli bir sekilde ¢alismasiyla kontrol edilmektedir (Schatten ve
Constantinescu 2007).

Disi tireme fizyolojisi, hormonlarin, ovaryum, uterus ve meme bezlerini
uyarmastyla meydana gelen gebelik, dogum ve laktasyon gibi olaylarin olusmasini
ve diizenlenmesini kapsamaktadir. Ovaryum fizyolojisi ise, yine hormonlarin
etkisiyle ovaryum {izerinde meydana gelen folikiil gelisimi, oositlerin
olgunlagmasi, ovulasyonun meydana gelmesi, korpus luteum (KL) sekillenmesi,
Ostrojen ve progesteron hormonlariin sentezlenmesi, KL un gerilemesi gibi

olaylarin timiidiir (Reece ve ark. 2015).

Ovaryum, disilerde esey hiicrelerin iiretildigi ve lireme kanalina atildig1 yer
olmas1 bakimindan ekzokrin; steroidojenik aktiviteleri yani lireme hormonlarimi
sentezleme Ozelliginden o6tiirii de endokrin yapida bir dokudur. Ovaryumlarin dort
ana gorevi; disi esey hiicresi liretmek, lireme hormonlarini sentezlemek, dogum
sonrasi biiylimeyi ve ikincil cinsiyet karakterlerin ortaya ¢ikmasini diizenlemektir

(Schatten ve Constantinescu 2007).

1.1.1. Ovaryum Uzerine Etkili Hormonlar

Ovaryum tizerine, hipotalamustan salinan ve ayn1 zamanda 6strus siklusunu da
kontrol eden gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) basta olmak {izere,
adenohipofizden salinan folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon
(LH), ovaryumdan salinan progesteron, ostradiol ve inhibin ile uterustan salinan

prostaglandin F, (PGF2,) gibi hormonlarin dogrudan ya da dolayli etkileri



bulunmaktadir (Kalkan ve Ocal 2015) (Sekil 1.1). Bu hormonlarmn salinimmin da
ana kontrol noktasini hipotalamus ve buradaki sinir hiicrelerinden salinan GnRH

olusturmaktadir (Reece ve ark. 2015).
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Sekil 1.1. Ovaryumun hormonal dongiisii (Anonim 2016b).

Hipotalamustan salinan GnRH portal dolagimla hipofizin 6n lobuna gelerek
buradan gonadotropinler olarak adlandirilan FSH ve LH salinimini uyarir. Bu
hormonlar da ovaryumdaki folikiillerin gelisimini, ovulasyonun sekillenmesini ve
KL olusumunu diizenlemektedir (Reece ve ark. 2015). Hipotalamustan salinan
GnRH etkisiyle hipofizden salgilanan gonadotropinler dislerde ovaryumdan,
Ostrojen, progesteron, inhibin, oksitosin, relaksin ve az miktarda testosteron
sentezini uyarmaktadir. Bunlarin da GnRH salinimui iizerinde pozitif ve negatif

geribildirim etkileri bulunmaktadir (Schatten ve Constantinescu 2007).

Folikiil uyarici hormon ve LH hem birlikte hem de ayri ayr1 etki gosterirler.
Folikiil uyarict hormon, adindan da anlasildigi gibi, ovaryumda folikiillerin

gelisimini  saglamaktadir. Folikiil gelismeye devam ettikce teka interna ve



granuloza hiicrelerinden Ostrojen hormonu salgilanir. Dolasimda gittikge artan
ostrojen seviyesi, folikiiliin LH reseptdr sayisinin artmasina sebep olmaktadir. Ayn
zamanda hipotalamus tlizerine yaptig1 pozitif geribildirim ile de GnRH ve buna bagl
olarak LH salgilanmasina neden olarak, ovulasyonun gerceklesmesine yol
acmaktadir. Luteinlestirici hormon, dominant folikiiliin olgunlagsmasi ve
ovulasyonun baslatilmasi igin gereklidir. Ovulasyonla birlikte siklusun luteal evresi
baslar ve bu sirada Ostradiol ve granuloza hiicrelerinden salinan inhibinin negatif
geri bildirimiyle FSH salinimi1 baskilanir. Kan 6strojen seviyesi diiser ve patlayan
folikiiliin yerinde korpus hemorajikum denilen, kan pihtisi, damar ag1 ve folikiil
hiicreleri pargalarindan olusan gegici bir yap1 sekillenir. Bu yapi, artan LH etkisi
altinda 3-4 giin sonra folikiil duvarmi olusturan granuloza ve teka hiicrelerinin
luteal hiicrelere doniismeye baslamasiyla korpus luteum halini alarak progesteron
iiretmeye baglar. Yaklasik 14-18 giin aktif bir sekilde progesteron tireten KL,
gebeligin sekillenmesi ve devamliligi veya bir sonraki siklusun baslayabilmesi i¢in
uygun ortami saglayarak, negatif geribildirim ile de GnRH, FSH ve LH salinimini
baskilamaktadir. Ancak yine de bu sirada, ovulasyonla sonuglanmayan folikiil

gelisimi dalgalar goriilmektedir (Kalkan ve Ocal 2015).

Eger gebelik sekillenmezse, uterustan salinan PGF,, KL’un gerilemesine
neden olur. Boylece progesteron diizeyi azalirken dstrojen ve FSH seviyesi yiikselir

ve hayvan yeni bir 6strus dongiisiine girer (Schatten ve Constantinescu 2007).

1.1.2. Ostrus Siklusu ve Donemleri

Iki 6strus (kizginlik) donemi arasinda gegen zaman dilimine dstrus siklusu denir.
Inekler, y1lin her déneminde dstrus goriilebilen, mevsime bagli olmayan polidstrik

hayvanlardir (Reece ve ark. 2015).

Ostrus siklusu ineklerde 18-24 (ortalama 21), diivelerde ise 17-25 giin
civarinda stirer. Siklusun uzunlugu genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisine gore
degisiklik gosterir. Ozellikle siklus boyunca meydana gelen folikiiler dalga sayisina
gore siklusun uzunlugu +3 giin fark edebilir (Kalkan ve Ocal 2015).
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Sekil 1.2. Ostrus siklusunun evreleri ve hormonal degisim (Anonim 2016a).

Ostrus siklusu ineklerde, kizginlik belirtilerinin gozlendigi ve hayvanin
ciftlesmeyi kabul ettigi 6strus donemiyle (0. giin) baslayip, metostrus (1-4. giinler),
didstrus (5-18. giinler) ve proostrus (18-20. giinler) olmak {izere 4 evrede
incelenmektedir. Ovaryum iizerinde meydana gelen yapisal degisikliklere gore de,
folikiiler aktivitenin arttig1 ve yaklasik 4-6 giin siiren, prodstrus ve dstrus evreleri,
proliferatif, ostrojenik veya folikiiler donem olarak adlandirilirken; KL un hakim
oldugu ve yaklasik 14-18 giin siliren, metdstrus ve didstrus evreleri ise sekretorik,
progestatif veya luteal donem olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.2). Folikiiler
donemde, korpus luteumun lize olmasi, folikiillerin olgunlasmasi1 ve Graaf
folikiiliin ovulasyona ugrayarak, oositin lireme kanalina atilmasi gibi olaylar
meydana gelmektedir. Ostrus davranislart da folikiiler fazin sonuna dogru

goriilmektedir. Luteal donem ise, ovulasyonun ardindan korpus hemorajikum ve



korpus luteumun olusmasi, progesteron salgilanmasi ve KL’un gerilemesi gibi
olaylar icerir (Ball ve Peters 2007). Ostrus siklusunun asamalar1 ve hormonal

degisimi Sekil 1.2°de gosterilmistir.

1.1.2.1. Proostrus Donemi

Folikiiler evrenin de baglangici olan bu donem, luteal regresyonla birlikte
progesteronun oldukea diisiik seviyelere inmesini takiben luteal fazin bitiminden
yaklagik 48 saat sonra ve Ostrustan hemen 6nceki donemde baslayip, ortalama 2-3

glin siiren bir evredir (Autumn P. Davidson ve Stabenfeldt 2007).

Bu donemde ovaryum aktivitesi belirgin bir sekilde artmaktadir. Progesteron
salimmminin azalmasit hipotalamustan salgilanan GnRH’y1 dolayisiyla da,
adenohipofizden FSH ve LH salimmini baglatir. Ovaryuma gelen bu
gonadotropinler folikiiler gelismeyi hizlandirmaktadir. Folikiiller gelistikge artan
ostrojen hormonu ise, hayvanin davranislarinda, huzursuzluk, hareketlilik, flehmen
denilen dudagi yukar1 biizme hareketi gibi birtakim degisikliklere neden olmaktadir
(Kalkan ve Ocal 2015). Ayrica, heniiz ¢iftlesmenin kabul edildigi doneme
girilmedigi i¢in, inekler baska hayvanlarin lizerine atlayabilir ancak kendi tizerine

atlanildiginda altta durmazlar (Alagam 2010).

1.1.2.2. Ostrus Donemi

Disi hayvanin giftlesmeyi kabul ettigi donemdir. Bu donem, ineklerde 12-18 saat
gibi ¢cok kisa bir zaman dilimini olusturmaktadir. Prodstrusta goriilen belirtiler daha
da artar ve belirginlesir. En belirgin 6zelligi ise lizerine atlanildiginda ostrustaki
disinin kagmadan hareketsizce durmasidir. Ostrusta istahtan siit verimine, viicut
is1sindan tiikiiriik salgisina kadar bir¢ok fizyolojik davranislarda degisiklikler
goriilmektedir. Ayrica, hayvan siirekli bagirir ve vajinadan ¢ara denilen yogun
kivamli, bulasici, yapiskan ve renksiz bir stv1 akintisi goriiliir. Ostrus dstrojenin pik

yaptig1 evredir. Ancak ineklerde ovulasyon, Ostrusun bitiminden hemen sonra



meydana gelmekte ve bu sirada Ostrojen seviyesi aniden diisiis gostermektedir
(Alagam 2010).

1.1.2.3. Metostrus Donemi

Hayvanin ¢iftlesme istegi, baska bir ifadeyle altta durma egilimi bittiginde, 0strus
dénemi bitmis metdstrus donemine girilmis demektir. Luteinlestirici hormon pik
seviyeye ulastiktan 24-32 saat sonra veya Ostrus bitiminden 8-12 saat sonra
metostrus igerisinde ovulasyon gerceklesmektedir. Ovulasyonu takiben aniden
diisen Ostrojen seviyesi endometriyumda kanamalara neden olur. Ayrica, folikiil
icindeki damarlar da yirtilarak folikiiliin arta kalan yerinde korpus hemorajikum
denilen piht1 benzeri bir yap1 olusur. Bu asamada hem 6strojen hem de progesteron
seviyesi diistiktiir. Birkag¢ giin sonra bu yap1 yerini korpus luteuma birakir. Didstrus
doneminin hazirlik asamasi olarak da nitelenen bu donem 6strus siklusunun 3-4

glinlinii kapsamaktadir (Ball ve Peters 2007).

1.1.2.4. Diostrus Donemi

Bu donem, metdstrusun sonlarmma dogru sekillenen KL’un aktif bir sekilde
progesteron iirettigi evredir. Tamamen progesteron kontrolii altinda olan didstrus
doneminde progesteronun ana hedefleri; hipotalamus, uterus ve meme bezleridir.
Hipotalamusta gonadotropin salgilanmasini engelleyerek folikiillerin gelisimini
baskilayan progesteron, uterusta hem kontraksiyonlar1 6nler hem de uterus siitii
salgilanmasii1 uyarmaktadir. Yine dogum Oncesi donemde, meme bezlerini
uyararak alveoler gelismeyi tamamlatmakta ve hayvami laktasyona hazir hale
getirmektedir (Kalkan ve Ocal 2015).

Metostrusla birlikte siklusun luteal fazini olusturan diostrus, ineklerde
yaklagik 12-16 giin slirmektedir. Siklusun 16-18. giinlerinde maksimum

biiyiikliigiine ulasan korpus luteum, eger gebelik sekillenemezse, uterustan salinan



PGF,. etkisiyle regrese olur. Boylece progesteron seviyesi diiser ve hipofizden

salinan gonadotropinlerle yeni bir siklus donemine girilir (Alagam 2010).

1.1.3. Oogenez ve Folikiilogenez

Oogenez, disi iireme hiicresi olan oositin boliinerek ¢cogalma, biiylime, gelisme ve
olgunlagsma evrelerini kapsayan bir dizi olaya verilen addir. D6llenmenin 19.
gliniinden itibaren embriyonal endoderm tabakasi etrafinda primordiyal germ
hiicreleri goriilmektedir. Cogalma evresinde, bu hiicreler, fotal hayat boyunca mitoz
bolinmeyle ¢ogalarak oogoniumlart olusturmaktadirlar. Mitoz bolinmeyle
¢ogalmasimi tamamlayan oogoniumlar, birinci mayoz béliinme evresine girerek

primer oosit adini alirlar (Schatten ve Constantinescu 2007).

Doguma yakin zamanda, birinci mayoz boliinmeye baglayan primer oositler
profaz evresinde duraksayarak, pubertaya kadar beklemede kalirlar. Oogenez ve
folikiilogenez siireci ayni anda meydana gelmektedir. Oositlerin gelisimi ve
beslenmesi i¢in gerekli uygun ortami saglayan folikiiller ovaryumlarin fonksiyonel
yapilaridir. Primer oositin etrafinin, tek katl yassi epitelle sarilmasiyla primordiyal
folikiil sekillenir. Ancak ruminantlarda folikiiliin ilk ne zaman olugsmaya basladigi
tam olarak bilinmemektedir. Yeni dogan disi buzaginin her bir ovaryumunda hayati
boyunca ihtiyact olandan ¢ok daha fazla (yaklasik 200-500 bin) primer
oosit/primordiyal folikiil bulunmaktadir. Ancak puberta oncesinden baslayarak her
siklusta azalmaya baglayan bu say1, ergin bir inekte 60 bin civarina, yasli ineklerde

ise birkag bine kadar inmektedir (Ball ve Peters 2007).

Pubertayla birlikte, ineklerde ortalama 300 primordiyal folikiil bilinmeyen
intraovariyan bir faktor tarafindan periyodik olarak, ovulasyona ugramak veya
ovulasyona giderken gerileyerek yok olmak iizere biiylimeye baslar ve primordiyal,
primer, sekunder, preantral ve antral/tersiyer folikiill asamalardan gecerek
olgunlasir. Folikiil biiyiidiikce etrafindaki hiicreler de katmanlar olusturur; teka
eksterna, teka interna ve granuloza hiicreleri. Teka eksterna gevsek bag dokudan

ibarettir; folikiiliin etrafin1 disardan sarmakta ve ona destek olmaktadir. Teka



interna LH’nin etkisiyle androjen iiretmekte, granuloza hiicreleri ise Ostrojen,
inhibin ve folikiil sivist gibi folikiiliin geligmesi i¢in gerekli diger Onemli
materyalleri iiretmektedir. Bu sirada folikiiliin ortasinda antrum denen bir bosluk
sekillenmeye baslar. Folikiil bu evrede antral/tersiyer folikiil adin1 almaktadir

(Schatten ve Constantinescu 2007).

l\\\‘) Germinal Hiicre Primer Folikil
. (diploid) >

N Primer oosit J ,@df -
\]{w\\)‘ (diploid) P

i \
Geligen \

[ /@ folikiil \
/ BN \
Y
Mavor! \ 1/, Olgun folikul ve \
o sekonder oosit
1. Polar cisimcik ‘ ] 0 Pz i\

\\\' | E . Sekonder m—

AN
T s %
/ (haploid) \ — ‘ y/
M I 1. Polar \ /
W cisimcik \\ " / Z

N Y Y \)\ Ovum > ‘l'/
J J W 1; (haploid) ;

Korpus Luteum

Sekil 1.3. Oogenezis ve folikiilogenezis siireci (Anonim 2016c¢).

Ovulasyon yaklastik¢a 6strojen ve FSH, granuloza hiicreleri lizerinde LH
reseptorlerinin sekillenmesini uyarmaktadirlar. Ote yandan FSH reseptérlerinde de
bir gerileme s6z konusudur. Boylece folikiil LH hakimiyeti altina girmekte ve Graaf
folikiil halini almaktadir (Autumn P. Davidson ve Stabenfeldt 2007). On hipofizden
dalgal1 bir sekilde salinan LH, enzimatik olarak folikiil duvarin1 yikimlayan ¢esitli
kollajenaz ve prostaglandinlerin miktarinda artisa neden olmaktadir. Ardindan LH
saliniminin aniden doruga ¢ikmasiyla birlikte Graaf folikiil ovulasyona ugrayarak
patlar. Bu noktada, ovulasyona neden olan LH salinimi, ayni zamanda, 00sitin
profaz evresinde bekleyen I. mayoz bdliinmesini de tekrar baglatmis olur.
Ovulasyondan hemen Once tamamlanan birinci mayoz boliinme sonucunda 2N
kromozomlu sekonder oosit ile birinci kutup hiicresi olugmaktadir. Ovulasyon

sirasinda baglayan ikinci mayoz boliinme ise déllenme esnasinda tamamlanarak 1N



kromozomlu oosit ile bir kutup hiicresi daha meydana gelmektedir. Boylece
0ogenez sonucu bir primer oositten bir olgun oosit sekillenmektedir (Alagam 2010)
(Sekil 1.3).

1.1.3.1. Folikiiler Dalgalanma

Inek ovaryumlarinda goriilen folikiiler gelisim dogum &ncesi, ergenlik dncesi ve
baz1 hayvanlarda gebelik doneminde de devam etmektedir. Ostrus siklusu boyunca
folikiiller, dalgalar halinde gelismektedirler. Birden fazla folikiilin ayn1 anda
gelismeye baslamasi ve bu gelisimin dalgalar halinde sekillenmesinden dolay1 bu
siirece, folikiiler dalga adi verilmektedir. Folikiiler dalgalarin her birinde gelisen
folikiiller baz1 evrelerden ge¢mektedirler. Bunlar; aday, secilme ve dominant
folikiil evreleri ile ovulasyon veya gerileyen folikiil evreleridir (Schatten ve

Constantinescu 2007) (Sekil 1.6).

Ostrus siklusu boyunca, kan FSH diizeyi yiiksek ve LH diizeyi diisiik
seviyelerdeyken, bir grup (3-6 adet) 1-2 mm ¢aplarinda secilmis folikiiliin
gelismeye basladigi, 10°ar giinliik 2, veya 7’ser giinliik 3 folikiiler dalga hareketi
olusmaktadir (Sekil 1.4 ve 5). Baska bir ifadeyle, bir ostrus siklusunda %95
oraninda 2-3 adet, nadiren de (%5) 5 adet folikiiler dalga goriilmektedir. Folikiiler
dalga siireci de yine, hipotalamustan salinan GnRH kontroliinde hipofizden
salgilanan FSH ve LH’nin etkisiyle meydana gelmektedir. Bir dnceki folikiiler
dalganin Graaf folikiilii ovulasyona ugrarken, her bir folikiiler dalga basinda artan
FSH etkisiyle, o dalgaya katilan bir grup primer folikiil biiylimeye baslayarak (aday
folikiil evresi) yeni bir folikiiler dalganin baglatiimasina neden olmaktadir. Biiylime
devam ederken bu folikiiller arasindan, LH reseptorii digerlerine gore fazla olan
folikiil, LH nin etkisiyle gelismesine devam ederek dominant folikiil (DF) olarak

secilir (segilme evresi), digerleri de atreziye olur (Kalkan ve Ocal 2015).

Folikiiler dalga ve sayisi yas, mevsim, beslenme ve kan insiilin, inhibin-A,

IGF-1 ve FSH konsantrasyonlarindan da etkilenebilmektedir (Kalkan ve Ocal



2015). Bu dalgalar ovulasyonlu (ovulatorik) veya ovulasyonsuz (anovulatorik)

dalga olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Schatten ve Constantinescu 2007).
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Ostrus Donemleri ve Folikiiler Dalgalanma

Sekil 1.5. Ug folikiiler dalgali 6strus siklusu (Kalkan ve Ocal 2015).

Dominant folikiil, salgiladig1 ostradiol ve inhibin nedeniyle FSH salinimi
baskilayarak hem diger folikiillerin gelismesini hem de yeni bir folikiiler dalga

sekillenmesini engellemektedir. Ayrica reseptor sayisi arttikga DF ovulasyona
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kadar LH’nin kontrolii altina girer. Ancak DF aktif bir KL varligi ve yiiksek
progesteron seviyesinden dolay1, dstrus belirtilerinin goriilmesine ve preovulator
LH pikine neden olamaz. Dolayisiyla birinci dalgadaki DF ovulasyona
gidemeyerek atreziye olmaktadir (anovulatorik-ovulasyonsuz dalga). Boylece,
artan FSH ile yeni bir folikiiler dalga baslamaktadir. Siklusun ortalarinda baslayan
bu ikinci folikiiler dalgadan da bir DF segcilir. Burada, segilen ikinci dominant
folikiiliin mi, yoksa gelisecek lgiincli bir dominant folikiiliin mii ovulasyona
ugrayacagl o asamada gerilemekte olan bir KL varligma baghdir. iki dalgal
sikluslarda bu segilen DF, korpus luteumun gerilemesiyle birlikte ovulasyona kadar
gitmektedir (ovulatorik-ovulasyonlu dalga) (Sekil 1.4). Ancak 3 dalgali sikluslarda
bu DF de atreziye olmakta ve 3. dalgadan se¢ilen DF Graaf folikiil haline gelerek,
luteolizisin ardindan sekillenen LH pikiyle, ovulasyona ugramaktadir (Sekil 1.5)

(Kalkan ve Ocal 2015).

1.1.4. Korpus Luteum

Korpus luteum, erken gebeligin olusmasinda ve siirdiiriilmesinde gorev alan ve
Ostrojen reseptorlerinin ekspresyonunu saglayan gecici fakat olduk¢a 6nemli bir
tireme bezidir (Romani ve ark. 2013). Korpus luteumun temel fonksiyonu, uterusu
gebelik i¢in hazirlayan ve ayni zamanda, embriyonun hayatta kalmasi, tutunmasi
ve gebeligin devamliligini saglayan progesteron hormonunu iiretip salgilamaktir

(Autumn P. Davidson ve Stabenfeldt 2007).

1.1.4.1. Luteal Doku Olusumu

Folikiiler dalga sonucu gelisen Graaf folikiiliin, preovulatér LH salinimin1 takiben
ovulasyona ugramasi sonucu, ovum folikiiler siviyla birlikte ireme kanalina atilir.
Folikiiliin ardinda kalan bosluga, granuloza ve teka hiicrelerinin yani sira, bozulan
bazal membran arasindan kan damarlar1 da yayilir ve boslugu bol miktarda kan ile

doldururlar (Reece ve ark. 2015). Ovulasyondan 2-3 giin sonrasina kadar ve KL’un
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erken gelisim doneminde goriilebilen bu yapiya korpus hemorajikum adi
verilmektedir (Sekil 1.6). Ovulasyondan hemen sonra, LH’nin etkisiyle birkag saat
icerisinde luteinlesme siirecine giren granuloza hiicreleri Ostrojen yerine
progesteron iiretmeye baslar (Autumn P. Davidson ve Stabenfeldt 2007).
Luteinlesme siireci, hiicre ebati ve sayilarindaki artis ve bazi tiirlerde de sari
pigment olusumu ile karakterizedir (Schatten ve Constantinescu 2007). Bu siirecte
hiperplaziye ugrayan teka hiicreleri kiigiik luteal hiicrelere; hipertrofiye ugrayan
granuloza hiicreleri de biiyiik luteal hiicrelere doniiserek olgun korpus luteum

olusmaya baglar (Miyamoto ve ark. 2011).

Sekil 1.6. Korpus hemorajikum (Eun-Ji ve ark. 2013).

Lutenizasyonun basladigi ilk donem metostrus olarak adlandirilir. Ovaryum
tizerinde birkag giin varligini siirdiiren korpus hemorajikum biyiiyiip sertleserek
ovaryumun disina dogru tasar. Ovulasyondan 3-5 giin sonra biiyiikliigli artan ve
kanli goriinimii kaybolan KL un, LH reseptor sayisi da olgunlagsma devam ettikce
artmaktadir. Buna paralel olarak progesteron salgisi da artar. Bu asama ile hayvan
didstrus siirecine girer. Ineklerde, ovaryum yiizeyine c¢ikint1 da verebilen KL

olgunlastiginda 3 cm gapa ulasabilmektedir (Reece ve ark. 2015).

1.1.4.2. Luteal Doku Hiicreleri

Inek korpus luteumunun cesitli hiicre topluluklarindan olusan heterojen bir yapist

bulunmaktadir. Bu heterojen yapi, biiyiik ve kiigiik steroidojenik luteal hiicreler
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basta olmak tizere, ¢ok sayida damar hiicresi, diiz kas hiicreleri, perisitler, fibrositler

ve immun hiicrelerden meydana gelmektedir (Miyamoto ve ark. 2011).

Korpus luteum temel yapisini olusturan iki tip hiicreden biiyiik luteal hiicreler
(25-30) granuloza hiicrelerinden, kiigiik luteal hiicreler (15-20 mm) ise teka
hiicrelerinden koken almaktadir. Luteal dokunun %90’nim1 kiiclik luteal hiicreler
olustururken (Ball ve Peters 2007), bunlar zamanla biiyiik luteal hiicrelere
doniismektedirler. Biiyiik luteal hiicreler, progesteronun yani sira oksitosin de

salgilamaktadir (Alagam 2010).

1.1.4.3. Luteal Doku Regresyonu

Evcil hayvanlarin bir¢ogunda korpus luteumun, gebelik sekillenmedigi zaman
regrese olmasi, bir an once yeni fertil bir siklusa girilmesi acgisindan oldukca
onemlidir. Bu ytlizden korpus luteum 6strus siklusunun 16-18. giinlerinde nekrozis

ve luteolizis sonucu regrese olmaya baslar (Alagam 2010).

Diéstrusun  sonlarina  dogru KL’dan salman oksitosin, PGF2,’nin
salgilanmasin1 uyarir. Kana gecen PGF2.’nin neredeyse tamami ruminantlarin
akciger endotel hiicrelilerinde yikimlandig igin, sistemik dolagima katilmadan
hemen Once ters akim mekanizmasiyla uterus venasindan diflizyon yoluyla

ovaryum arterine aktarilmaktadir (Autumn P. Davidson ve Stabenfeldt 2007).

Ovaryuma gelen PGFy,, luteal hiicrelerin sitoplazmalarindaki kalsiyum
seviyelerini artirarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Ayrica, o bolgedeki lokal
damarlar daraltarak luteal hiicrelerin beslenmesine engel olmak, korpus luteumun
adenilaz siklaz sistemindeki LH aktivasyonunu baskilayarak (Ball ve Peters 2007)
progesteron iiretimini engellemek, LH ile reseptore baglanma konusunda yarasmak
ve LH’nin reseptore baglanma yerlerini bozmak (Alacam 2010) gibi cesitli

mekanizmalarla luteal gerilemeyi baslatmaktadir.

Ayrica, biiyiik luteal hiicrelerden salinan oksitosin, kiigiik luteal hiicrelerin

progesteron sentezini engellemekte ve hiicre igi kalsiyum diizeyini artirarak
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apoptoza neden olmaktadir (Niswender ve ark. 2006). Bdoylece luteolizis
gerceklesmekte ve KL gerileyip pargalanarak kandaki progesteron seviyesi aniden
diismektedir. Luteolizis morfolojik olarak ise, kilcal damarlarin parcalanmasi ve
sitoplazmada lizozomlarin artmasindan ibarettir. Son asamada bag dokuyla yer

degistiren KL, korpus albikans olarak adlandirilmaktadir (Reece ve ark. 2015).

1.1.5. Steroid Hormonlar

Steroid hormonlar tireme sistemi lizerinde biyokimyasal olarak etkili olan en aktif
hormonlardir. Biitiin steroid hormonlarin temel 6n maddesini kolesterol
olusturmaktadir. Ureme fizyolojisi iizerine etkili olan temel steroid hormonlar;
androjenler, testosteron, dstrojen ve progesterondur (Schatten ve Constantinescu
2007). Asagidaki sekilde bazi steroid hormonlar gosterilmistir (Sekil 1.7).

o
OH OH
Lﬁ?b fig/b
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cortisel norethindrone

Sekil 1.7. Bazi steroid hormonlar ve kimyasal yapilart (lan 2016).

1.1.6. Progesteron Hormonu

Progesteron, KL’un varlig1 siiresince, Ostrus siklusunun diizenlenmesi ve

embriyonun uterus duvarina tutunmasinda kritik bir role sahip oldugu igin
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onemlidir. Viicudun ve ozellikle iireme sisteminin 6nemli hormonlarindan olan
progesteron, basta korpus luteum ve plasenta olmak iizere, az miktarda da bobrek
istli bezinin korteksi, testis ve ovaryum folikiillerinde iiretilmektedir. En 6nemli
fonksiyonu uterusun kasilmasini 6nleyerek ve endometriyal dokunun gelismesini
uyararak, embriyonun tutunmasini ve gebeligin devamliligin1 saglamaktir. Bunun
yani sira ovaryumda ovumun atilmasina katkida bulunmak, meme dokusunda siit
sentezi i¢in lobular ve alveoler yapiin gelismesini saglamak ve dogum dncesi siit
proteinleri liretimini baskilamak, beyinde cinsel davranislar1 kontrol eden sinyalleri
diizenlemek gibi onemli etkileri de bulunmaktadir. Son yillarda progesteronun

kemik agirligini diizenledigine dair bilgilere de ulasilabilmektedir (Yi1lmaz 1999).

1.1.7. Luteal Progesteron Sentezi

Luteal doku steroid yapida bir iireme hormonu olan progesteronun biyosentezinin
meydana geldigi 6nemli bir merkezdir. Luteal dokunun progesteron tiretimi igin
ihtiya¢ duydugu kolesterol, gidalarla disardan alinabildigi gibi, viicut igerisinde de,
hem depo kolesterol esterlerinin hidrolize edilmesi, hem de yeniden kolesterol
sentezlenmesi yoluyla karsilanmaktadir. Kolesteroliin biiytlik bir kismi1 karaciger de
sentezlenir ve bununla beraber steroidojenik hiicreler de kolesterol sentezleme
yetenegine sahiptir. Luteal hiicreler ise asetil ko-A’dan kolesterol tiretmektedirler.
Ancak luteal progesteron sentezinde kullanilan asil kolesterol kaynagi plazma
lipoproteinleridir; Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL) ve Yiiksek Yogunluklu
Lipoprotein (HDL) (Niswender 2002). Membran reseptorleri araciligi ile ve
endositoz yoluyla hiicre igine giren lipoproteinlerden, lizozomal enzimler
araciligiyla serbest hale gelen kolesteroller, ya hemen steroid sentezi igin
kullanilmakta veya graniiller igerisinde depo edilmektedir (Autumn P. Davidson ve
Stabenfeldt 2007).

Biitiin steroid hormonlarin sentezi i¢in kolesteroliin 6nce mitokondri igine
taginmasi gerekir. Dolayisiyla progesteron biyosentezinin ilk asamasi da
mitokondri ic¢inde gerceklesmektedir. Luteinlestirici hormon luteal hiicre

membranindaki ilgili reseptori ile etkilesime girdigi zaman cAMP’ye bagimh
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protein kinaz A (PKA)’nin yolagimi aktiflestirir. PKA kolesterol tasiyici protein
olan StAR ve PBR nin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Boylece lipoproteinlerle
hiicre i¢ine alinan veya hiicrenin kendi sentezledigi kolesterol StAR proteinlere
baglanarak veya direk bir membran proteini olan PBR araciligiyla mitokondri igine
taginmaktadir. Burada gorev alan endozepin proteini yeni bir kolesterol

tasiyabilmesi i¢in PBR’1n yapisin1 degistirmektedir (Niswender 2002).

CES
Kolesterol Esterleri  golesterol
NCEA

Kolesterol

Mitokondri

Pregnenolon
Granlilsiiz
Endoplazmik % SBHSD

Retikulum
Progesteron

Sekil 1.8. Luteal progesteron iiretimi. LH ile PKA’nin aktive olmasi, kolesterol esteraz
aktivitesinin (1), kolesteroliin sitoplazma i¢inde (2) ve mitokondri igine tasinmasinin artigina neden
olur. Mitokondri igine alinan kolesterol P450scc ile pregnanolona doniistiiriilerek sitoplazmaya
birakilir. Pregnanolon graniilsiiz endoplazmik retikulumda 3HSD ile progesterona doniistiiriiliir.
PGF,, ile PKC’nin aktive edilmesi de kolesteroliin sitoplazma i¢inde (4) ve mitokondri i¢ine (5)
taginmasini azaltarak progesteron lretimini baskilar. LDL: Disiik dansiteli lipoprotein, HDL:
Yiiksek dansiteli lipoprotein, CES: Kolesterol esterleri, CE: Kolesterol esteraz, LH: luteinlestirici
hormon, PKA: Protein kinaz A, PKC: Protein kinaz C, PGF,,: Prostaglandin F,,, 3BHSD: 3p
hidroksi steroid dehidrojenaz (Niswender ve ark. 2000).

Kolesterol mitokondri i¢ine tasindiktan sonra progesteron sentezi de baglamig
demektir. Mitokondrinin i¢ membrani sitokrom P450scc ile iliskilidir ve bu enzim
kolesterolden pregnanolon olusumunu saglamaktadir. Pregnanolonun son olarak
endoplazmik  retikulumda, 3B-HSD enzimi vasitasiyla  progesterona
donitistirilmektedir (Sekil 1.8) (Niswender 2002). Bu asamadan sonra
progesteronun difiizyonla hiicre disina atildigi distiniilmektedir. Ciinkii luteal

dokuda depo edildigine dair bir kanit bulunmamaktadir (Niswender ve ark. 2000).
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Korpus luteumda luteal progesteron sentezi ve sekresyonu, yapisal ve
biyokimyasal agidan iki farkli steroidojenik hiicre tipi tarafindan diizenlenmektedir.
Kiictik luteal hiicreler LH ve cAMP’ye cevap vererek progesteron sentezini
artirirlar. Biiyiik luteal hiicreler ise LH reseptorlerine sahip olmasina ragmen, LH
ve cAMP’ye tepki vermezler ancak, artan endojen endozepin miktarma bagl
olarak, bazal progesteron sentezinin %85 den fazlasini karsiladiklari igin {iretim

zaten yiiksektir (Niswender 2002, Miyamoto ve ark. 2011).

1.2.Endokrin Bozucu Bilesikler

Cevre kirliligi ylzyillardir var olsa da, bugiin bilinen kimyasal gevre kirliligi
endiistri ve sanayi devrimiyle birlikte baglamistir. Son yillarda, tiretimi, kullanim
ve atilimi, buna bagli olarak kimyasallarin ¢evredeki varligi biiyiik bir oranda
artmigtir. Dolayisiyla giiniimiizde, canlilar, gegmiste oldugundan ¢ok daha yogun
bir sekilde kimyasal maddelere maruz kalmaktadirlar. Endokrin bozulma, yakin
gecmiste ortaya ¢ikan ve yaklasik son 20 yildir giincelligi giderek artan bir
arastirma alanidir (Kabir ve ark. 2015).

Endokrin Bozucu Bilesikler (EBB’ler), Amerikan Cevre Koruma Ajansi
(EPA) tarafindan, viicudun homeostasis basta olmak iizere, lireme, gelisme ve
birtakim fizyolojik davraniglarini kontrol eden hormonlarin, sentezinden viicuttan
atilimina kadarki birgok metabolik asamasina miidahale eden ajanlar olarak

tamimlanmustir (Kavlock ve ark. 1996).

Gegmisi 1940’lara dayanmasina ragmen, endokrin bozucu bilesikler, 1991
yilinda Wingspread Konferans Merkezinde diizenlenen bir toplantidan sonra énem
kazanmaya baglamistir (Colborn ve Clement 1992). Ardindan, 2002 yilinin Mayis
ayindan itibaren bu bilesikler, bir arastirma alami olarak “endocrine disruptor”
(endokrin bozucu) anahtar kelimesi ile Web of Science’in arama indeksine girmistir
(Kabir ve ark. 2015). Bu ajanlar endokrin bozucu, endokrin diizenleyici, aktif
hormonal ajanlar ve taklit hormonlar gibi diger bazi bilimsel terimlerle de ifade

edilmektedirler (Damstra ve ark. 2002).
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Normal hormonal fonksiyonlara miidahil olan bu bilesikler ¢esitli birgok
kimyasal veya kimyasal gruplarini kapsamaktadir. Bunlarin arasinda, genellikle
evde, tarimsal alanlarda ve endiistride kullanilan pestisitler, plastiklestiriciler, alkil
fenoller ve alev geciktiriciler yer almaktadir. (Kabir ve ark. 2015). EBB’ler
Caliman ve Gavrilescu (2009) tarafindan orijinlerine gore siniflandirilarak dorde

ayirilmigtir:

1. Dogal ve suni hormonlar: Fitoostrojenler, omega-3 yag asitleri, dogum
kontrol haplari ve tiroit ilaglart

2. Hormonal yan etkiye sahip ilaclar: Naproksen, metoprolol, klofibrat vb.

3. Endiistri ve ev ortamnda kullamlan Kkimyasallar: Fitalatlar,
alkilfenoletoksilat, alev geciktiriciler, plastiklestiriciler, ¢oziiciiler, 1-4
diklorobenzen ve poliklorlu bifeniller

4. Diger yan iriinler: Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, dioksinler,

pentaklorobenzen vb.

Giinliik hayatta kullanilan bir¢ok iirinde degisik miktarlarda kullanilan bu
kimyasallar, igerisinde bulunduklari tiriinlerden kolayca ayrilarak cevreye ve
dogaya yayilmaktadirlar. Sanayi bolgelerinin de potansiyel bir EBB kaynagi oldugu
diisiiniilmektedir. Pestisit benzeri {irlinler, bisfenol A ve fitalat igeren plastik
iirlinler, antimikrobiyaller igeren kisisel bakim iirlinleri ve benzeri birgok iiriin
endiistriyel sanayilerde iiretilmektedir. Bu tiir fabrika ve sanayilerden EBB’ler

kolayca ¢evreye yayilmakta, topraga ve suya karigmaktadir (Gore ve ark. 2014).

Hayvanlarin EBB’lere maruz kalma yollar1 oldukc¢a ciddi ve 6nemli sonuglar
dogurmaktadir. Cevreye yayillan EBB’ler, sahip olduklar1 uzun yarilanma
Omiirlerinden dolayr dogada yillarca varligini koruyabilir veya yillar 6nce
kullanilmis olsalar dahi halen dogada mevcut durumda olabilirler. Bu bilesiklerin
bircogu dogada, giines 15181, bakteriler ve cesitli kimyasal siireglerle ayristirilirlar.
Daha sonra bu kimyasallar bakteri, alg gibi mikroorganizmalar ile bitkiler
tarafindan alinmakta ve oradan da hayvanlara gegmektedir (Kidd ve ark. 2012, Gore
ve ark. 2014).
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Bir¢cok EBB’ler hayvanlarin yasadiklari ortamlarda ve gidalarinda da kalici bir
sekilde bulunmaktadir. Kimyasal Ozellikleri ve dayaniklilik siirelerine bagl
olmakla birlikte, hayvanlar, bu bilesiklere, hava, su, toprak ve topraktaki kalintilar
yollariyla maruz kalmaktadirlar. En ¢ok karsilagilan maruziyet yolu ise su
kaynaklaridir (Kidd ve ark. 2012). Kontamine olmus igme suyu, irmak, dere, gol
gibi duran ve akan su kaynaklarindan su igen hayvanlar EBB maruz kalmaktadirlar.
Cevreye yayilan ve gesitli yollarla ayristirilan kimyasallar, topragi da kontamine
etmektedir. Buradan bakteri, alg gibi mikroorganizmalar ile bitkilere gegmektedir.
Daha sonra kontamine olmus toprakla temas eden, burada yetisen ot vb. gidalari
tiikketen hayvanlar ¢cok sayida EBB’lere maruz kalmaktadirlar. Bu kimyasallar ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etkilere neden olabilmektedirler (Gore ve ark.
2014).

Bir¢ogu lipofilik yapiya sahip olan bu bilesikler yukarda bahsedilen degisik
yollarla hayvanlarin viicuduna alindiktan sonra, basta yag dokular olmak tizere
cesitli dokularda biyobirikime ugrayarak organizmada yiiksek konsantrasyonlara
ulagabilmektedir. Uzun yarilanma omiirleri ve lipofilik yapilari da biyobirikimi
kolaylastiran faktorlerdir (Kidd ve ark. 2012).

Diisiik diizeylerde dahi olsa EBB’ler maruz kalan gebe hayvanlarda plasentay1
gecen bu kimyasallar direk gelismekte olan fetiisii etkileyebilmektedir. Ayrica yag
dokularinda EBB birikmis olan memeli hayvanlardan 6zellikle laktasyon sirasinda
sitle yavrulara da bu kimyasallarin ge¢isi s6z konusudur. Béylece hem anne hayvan

hem de yavru yiiksek dozlarda EBB’e maruz kalmaktadirlar (Barr ve ark. 2007).

EBB’ler cesitli yollarla hormonlarin fonksiyonlarina miidahil olarak insan ve
hayvan saglig1 iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadirlar (Bergman ve ark.
2013).

Yapilan hayvan deneyleri sonucu, bu bilesiklerin,

1) Ostrojen, androjen ve tiroit gibi viicudun dogal hormonlarini kismen veya

tamamen taklit ederek asir1 uyarilmaya neden olduklars;
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2) Hormonlarin antagonisti olarak hareket ettikleri, boylece viicut igerisinde
salgilanan hormonun hiicredeki reseptoriine baglanarak dogal ve gerekli

yanitlarin olusmasini engelledikleri;

3) Dogal hormonlara veya reseptorlerine miidahil olarak aktivitelerini

engelledikleri ortaya koyulmustur (NIEHS 2010).

Bu kimyasallar, organizmanin fotal hayattaki gelisiminden baslayip, biiyiime,
gelisme, lireme, cinsel gelisim ve cinsel davranislar, stres yonetimi, insiilin tiretimi
gibi bircok metabolik olaylarin kontroliinii saglayan hormonal ve homeostatik
sistemin fonksiyonlarini degistirerek etkilerini gostermektedirler (Kabir ve ark.
2015). Boylece hayvanlarin ireme, gelisme, zorluklarla miicadele etme gibi birgok
fizyolojik, hormonal ve davranigsal fonksiyonlarin1 olumsuz ydnde
etkilemektedirler (Preda ve ark. 2012). Endokrin bozucu bilesiklere maruz kalan
fotal, pubertal ve yetiskin hayvanlarin tireme kontroliinii saglayan hipotalamus-
hipofiz-gonad yollar1 iizerinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir (Fowler ve
ark. 2012).

Endokrin  bozucular birgok mekanizma araciligiyla fertiliteyi de
etkilemektedirler. Bu etkisini hipotalamus, hipofiz, lireme bezleri ve her iki
cinsiyetin de lireme kanallar1 iizerine etki ederek gostermektedir. Bu bilesiklerin
gonadal gelisim ve fonksiyonlarini diizenleyen fizyolojik mekanizmalar iizerine de
direk etkileri bulunmaktadir (Fowler ve ark. 2012). Ayrica gebeligin erken
doénemlerinde embriyo iizerine direk toksik etkiler meydana getirebilmektedirler
(Foster ve ark. 2004). Yine bu kimyasallarin sebep oldugu etkilerin genel
dogurganlik oraninin diismesine de katkida bulundugu bildirilmektedir (Petro ve
ark. 2012).

Endokrin bozucu bilesikler, viicuttaki dogal hormonlarin reseptorlerine
baglanarak onlar1 taklit edebilir veya etkilerini engelleyerek steroidogenezisi
degistirebilirler (Janosek ve ark. 2006). Boylece ovaryum steroidogenezisi
iizerinde, oosit olgunlagsmasi, ovulasyonun sekillenmesi ve luteal fazin yeterliligi

icin ciddi sonuglar dogurabilmektedir.
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Son yillarda, EBB’lerin basta insan olmak {izere bir¢ok tiiriin disi lireme
sisteminin gelisimine miidahale etme veya engel olma etkilerine sahip oldugu
giderek daha da agik hale gelmistir (Woodruff ve Walker 2008). insanlarin erken
doénemlerdeki iireme fizyolojilerine benzerligi bakimindan inekler, evcil hayvanlar
icerisinde ayr1 bir oneme sahiptir. Sadece gebelik siiresi bakimindan degil, ovaryum
fonksiyonlar1 ve oosit karakterleri agisindan da her iki tiiriin iireme fizyolojisi
olduk¢a benzerlik gostermektedir (Campbell ve ark. 2003). Bu yiizden c¢iftlik
hayvanlarinin, fizyolojik hormon fonksiyonlarin1 bozan bir dizi dogal ve sentetik
cevresel bilesiklere maruz kalmasi, buna bagli olarak iireme sagliklart ve immun
sistemlerinde olusan potansiyel olumsuz etkiler hakkinda birtakim endiseler de

giindeme gelmistir.

Disi ¢iftlik hayvanlarinin tireme sagligi i¢ ve dis kaynakli birgok faktor
tarafindan etkilenebilmektedir. Bunlar ovaryumun dogustan gelen folikiil deposu,
hormonal durum, yas ve genetik gibi i¢ faktorler ile endokrin bozucu bilesikler, agir
metaller, ultraviyole isiklar1 ve cinsel yolla bulasan hastaliklar gibi dis faktorler
olarak sayilabilir (Darwash 1999).

Ureme sistemi igerisinde, hormonla siki bir iliskide olan ovaryumlarin
EBB’lerin bir hedef organi oldugu diisiiniilmektedir (Petro ve ark. 2012). Bununla
beraber uterus, ovaryum ve meme bezi hiicreleri de EBB’lerin yikici/bozucu
etkilerine olduk¢a duyarlidirlar (Sweeney 2002). Yaygin olarak goriilen diger
ireme bozukluklari arasinda; dstrus siklusunun bozulmasi, ovulasyondaki gecikme
ve yetersizlikler, erken gebelik sekillenmesi, embriyo tutunmasindaki yetersizlikler

ve fotal malformasyonlar gibi anomaliler siralanabilir (Darwash 1999).

Her ne kadar disi ¢iftlik hayvanlarinin iireme sorunlarinda, bir artis ya da
azalmanin olup olmadigini ileri siirmek i¢in literatiirde yeterli bilgi bulunamasa da,
yiiksek verimli siit ineklerinin dogurganlik oraninda uluslararasi diizeyde bir diisiis
kaydedilmistir (Darwash 1999). Bu diislisiin her geg¢en giin artan EBB
maruziyetinin bir sonucu olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir (Sweeney
2002).
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1.2.1. Bisfenol A

1.2.1.1. Bisfeneol A’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bisfenol A (BPA), adindan da anlasilacagi tlizere iki mol esdeger fenol (Bi-s-
phenol) ile bir mol asetondan (A) olusan, yapisal olarak sentetik Ostrojene
benzeyen, endokrin bozucu 6zellige sahip ve iki hidroksil molekiilii igeren fenil
grubu bilesiktir (Rykowska ve Wasiak 2006) (Sekil 1.9).

H,C CH,

ota, - JQ,

Sekil 1.9. Bisfenol A’nin sentezi (Prokop ve ark. 2004’dan uyarlandi).

[k defa Rus kimyager Alexander Dianin’in (1891) sentezledigi BPA, kat1 toz
formda, hafif fenolik kokulu, beyaz-krem renkli ve kristal yapida bir kimyasaldir.
Sudaki ¢ozilintirliigii diistiktiir, ancak alkol, aseton, dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi
organik solventlerdeki ¢ozliniirligii yiiksektir (Harvey ve Johnson 2002). Cizelge
1.1’de BPA’nin diger genel 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 1.1. Bisfenol A’nin fiziksel ve kimyasal dzellikleri (Pubchem 2016a).

Genel Ad1 Bisfenol A (BPA)

TUPAC Adlandirilmasi 4,4'-dihydroxy-2,2-diphenylpropane
2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane

Diger Isimleri p,p'-isopropylidenebisphenol,
diphenylolpropane

CAS Numarasi 80-05-7

EC Numarasi 201-245-8

Molekiiler Agirlig 228.291 g/mol

Kimyasal Formiili Ci5H1602

Yapisal Formiilii (CH3).C(CsH4OH)>

Di1s Goriintiisii Beyaz Toz /Kristal
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Kokusu Hafif Fenolik Koku
Yogunlugu 1.20 g/ cm?® 25 °C

Erime Noktasi 150 - 159 °C

Buhar Basinci 193 °C (1 atm basingta)
Kaynama Noktas1 220 °C

Alevlenme Noktasi 227 °C

Kendiliginden Tutugma Sicaklig 600 °C

Sudaki Coziiniirliigii 120 — 300 mg/L (25 °C’de)

1.2.1.2. Bisfeneol A’nin Kullanildig1 Alanlar

Bisfenol A kesfinin ardindan 1930’lu yillarda Gstrojen preparatlart olarak
kullaniliyordu (Dodds ve Lawson 1936). Ancak polimer uzmanlarinin 1950°1i
yillarda polikarbonat plastikleri polimerlestirmek icin BPA kullanmaya
baglamasiyla ticari iiretime gecilmis ve 1970’lerde BPA iiretim hacmi oldukga
yiikselmistir (Vogel 2009). Daha sonra 6zellikle polikarbonat plastiklerin ve epoksi
reginelerin yapiminda kullanilmak tizere (Pivnenko ve ark. 2015) yillik ticari olarak
tiretilen BPA miktar1 2003 yilinda 2.7 milyon ton (Burridge 2003), 2011 yilinda ise
5.4 milyon ton ile diinya ¢apinda iiretilen kimyasallar arasinda en yiiksek seviyeye
sahip ulagmigtir. BPA iiretimi her gecen yil ortalama %35 oraninda artmaya devam

etmektedir (Ritter 2011).

Seffaf renkli ve kirilmaz (esnek) 6zelliklere sahip olan polikarbonat plastikler
cesitli birgok iirtinlerin imalatinda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda genellikle
uzun 6miirlii ve yeniden kullanilabilen su ve mesrubat siseleri, biberonlar ve plastik
yapili saklama kaplar1 bulunmaktadir (Halden 2010). Bunun yani sira spor
malzemeleri, tip ve dis hekimligi aletleri, dolgu malzemeleri, kompakt diskler, gibi
evlerde ve giinliik hayatta kullanilan gesitli bir¢ok iiriin yapiminda da polikarbonat
plastikler kullanilmaktadir. Bisfenol A igeren epoksi regineler ise neredeyse tiim
yiyecek ve igecek kutularinin i¢ yiizeyini kaplamak amaciyla kullanilmaktadir.
Konserve kutulari, gida paketleri, yiyecek ve igecek kutularimin i¢ yilizeyleri ve su
borularinin i¢ yiizey astarlarinin kaplanmasinda, igerisinde BPA bulunan epoksi
reginelerden faydalanilmaktadir (Pivnenko ve ark. 2015). Bisfenol A, ayrica

monomer olarak katildigi dis dolgu malzemelerinde, plastiklestirici bir katki
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maddesi olarak stre¢ film gibi polivinil kloriir (PVC) tiirii plastik triinlerde, yazici
miirekkepleri ile fis, makbuz, fatura gibi karbonsuz termal kagitlarin yapiminda,
fungusit vb. pestisitlerin igerisinde, kopiik/strafor ve paketleme sistemlerinde,
cesitli insaat malzemeleri ve fiberglass tiretiminde kullanilmaktadir (NTP-CERHR
2008).

1.2.1.3. Bisfeneol A’ya Maruziyet Yollari

Bisfenol A, yukarida bahsedilen ve daha birgok ¢esitli tiriinde kullanilmakta olan
epoksi regineler ve polikarbonat plastiklerdeki polimerlere baglanmaktadir. Kararli
yapidaki plastiklerin polimerleri ile BPA arasinda kararli olmayan kimyasal baglar
kurulmaktadir. Bu yiizden BPA, plastikler igerisinde bulunan yiyecek ve igecek
tiiri gidalara kolayca gegebilmektedir (NTP-CERHR 2008).

Polikarbonat plastik yapidaki gida saklama kaplari, su siseleri veya biberonlar
tekraren ve siirekli kullanildiklari i¢in potansiyel bir BPA kontaminasyon kaynagi
olusturmaktadir (Nerin ve ark. 2003). Yapilan c¢alismalar, polimerlesmesini
tamamlamamis olan bu {irlinlerin iiretimi ve depolimerizasyonlar: sirasinda, 1sitma
veya sterilizasyon amaciyla uygulanan yiiksek 1s1 sonucu (Markey ve ark. 2002)
BPA’nin {iriin igerisinde bulunan su, gida, mama veya direk kullanim sirasinda
(biberon emzigi gibi) tiikiiriige gegtigini ortaya koymustur (Olea ve ark. 1996).
Ciinkii polikarbonat plastiklere ester baglariyla baglanan BPA molekiilleri 1s1
uygulandik¢a hidrolize olarak serbest hale gelmektedirler (Bae ve ark. 2002).
Asidik icerikler de BPA’nin yiyecek veya icecek igerisine ge¢mesini
hizlandirmaktadir (Talsness ve ark. 2009). National Library of Medicine’in 2004
verilerine gore yillik iretilen toplam BPA’nin %73l havaya, %24’{ topraga ve
%2.5’u suya karigsmaktadir (TR1 2004).

BPA maruziyetinin biiyiik bir kismi1 oral yolla meydana gelmektedir. BPA
monomerlerini plastiklerdeki polimerlerle baglayan ester baglari, hidrolize olmaya
cok yatkindir. Bu gevsek baglar nedeniyle yiyecek ve igeceklere BPA gogii

kolaylasir ve artar. Ornegin insanlarda, okul ¢agindaki ve daha kiigiik yaslardaki
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cocuklarda, BPA maruziyetinin %99.9’unun oral yolla gergeklestigi bildirilmistir
(Vandenberg ve ark. 2009).

Insanlarin iireme sistemine ait bircok doku ve sivida BPA tespit edilmistir.
Bunlar arasinda folikiiler s1v1 (1.5 ila 2.4 ng/mL), amniyotik siv1 (1 ila 17 ng/mL),
stit (0.28 ila 1.9 ng/mL) ve plasenta dokusu (11.2 ng/mL) bulunmaktadir (Ikezuki
ve ark. 2002, Vandenberg ve ark. 2007). Ciftlik hayvanlarinin {ireme dokular1 ve
stvilarinda da benzer miktarlarda BPA Gl¢iilmiistiir (Kamarianos ve ark. 2003).

Diger kara hayvanlar1 gibi ruminantlar da bu tiir kimyasal maddelere hava,
su, gida alimi ve derinin direkt temasi sonucu absorbsiyon yoluyla maruz
kalmaktadirlar. Ancak en yaygin maruziyet yolu olarak diyet (beslenme ve su)
kabul edilmektedir (Norstrom 2002).

Arastirmalar, ¢op toplama alanlarindaki/depolarindaki tirtinlerden agiga ¢ikan
BPA’nin yeralt1 sularina gectigini, boylece igme sular1 basta olmak iizere irmak,
dere, ¢ay gibi su kaynaklarinin kontamine oldugunu gostermektedir (Vandenberg
ve ark. 2007). Sedimentlerdeki BPA yogunlugu sulardan ¢ok daha fazladir. Ciinkii
sedimentasyon yoluyla yerylizii sularina ulasan kirletici miktarinin atik sularla

ulaganlardan 700 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir (Anonim 2016d).

Solunum yoluyla da BPA’ya maruziyet olasilig1 yiiksekken, deriden direk
temas sonucu meydana gelen maruziyette BPA’nin yaklasik %10 kadarinin
emilime ugradigi bildirilmistir (NTP-CERHR 2008).

1.2.1.4. Bisfeneol A’nmin Toksik Etkileri

Bisfenol A maruziyeti kardiyo vaskiiler sistem dahil diyabet ve obezite ile lireme
ve bagisiklik sistemi bozukluklar1 gibi cesitli olumsuz etkilere neden olmaktadir
(Liang ve ark. 2014). BPA’nin reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturarak bobrek,
beyin, karaciger ve testis gibi baz1 organlarda doku hasarina neden olabildigi de
bildirilmistir (Kabuto ve ark. 2004). Gebelik sirasinda farelerin diisiik seviyelerde

BPA'ya maruz kalmasi, yavrularinin beyinlerinde kalic1 hasarlara neden olmustur
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(Rubin ve ark. 2006). Katoh ve ark. (2004), hipofiz bezi hiicrelerinde BPA
maruziyetinin biiyiime hormonu salinimini baskiladigini gdstermislerdir. /n-vitro
ortamda kiiltiire edilen inek embriyolarinin BPA’ya maruz birakildiginda, kontrol
grubuna gore, yiiksek doz (44 uM) BPA gruplarinda glikoz tiikketiminin arttigi
gozlenmistir (Choi ve ark. 2016). BPA uygulanan gebe ratlarin ii¢ aylik yavrularina
yiiksek yag icerikli diyet uygulamasi kontrol grubuna kiyasla BPA gruplarinda
metabolik bozukluklara ve viicut agirligi-yag orani ile karaciger agirlhiginda artisa

neden olmustur (Hahn-Townsend ve ark. 2016)

Bisfenol A’nin rat ve farelerde erkek ve disi lireme organlarinin gelisimi
olumsuz iizerine etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Soto ve ark. 2008). Ureme
dokularinda bulunan BPA da farelerde spermatogenezisin baskilanmasi,
anoploidinin artmasi ve lireme faaliyetlerinin zayiflamasi gibi negatif etkilere sebep
olmaktadir. Ornegin, ratlara diisiik dozlarda (20 pg/kg-200 mg/kg) uygulanan BPA
glinliik sperm iiretiminde azalmaya neden olmustur (Sakaue ve ark. 2001). Anne
karnindayken 2-20 pg/ml/kg BPA’ya maruz kalan CF-1 farelerinin sperm
iretiminde diislis, epididimal agirlikta azalma ve prostat bezi ile preplisyum

agirhginda artig gortilmiistiir (Vom Saal ve ark. 1998).

In-vitro ortamda 1-200 pg/mL BPA’ya maruz birakilan  sigir
spermatozoalarinin, yiiksek dozlarda (100 ve 200 pg/mL) tiim inkiibasyon
stirelerinde (0-24 saat), diistik dozlarda (1-10 pg/mL) ise inkiibasyonun 4-6. saatleri
arasinda  motilitesinde  6nemli azalma  gOriilmiistiir. ~ Spermatozoalarin
mitokondriyal aktiviteleri ve hiicre canliliginda ise 10 pg/mL ve iizeri BPA
dozlarinda 6. saatten itibaren 6nemli derecede diisiis gdzlenmistir (Lukacova ve ark.
2015).

Fare Sertoli hiicre hattiyla (TM4 cells) yapilan bir ¢aligmada BPA’nin 1-100
uM dozlarinin hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu bildirilirken (Ge ve ark.
2014), lida ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada da, rat Sertoli hiicresi
kiiltiirtine eklenen 0-200 uM BPA’nin, doz ve zamana bagl olarak hiicrelerde
apoptoza yol acan yapisal degisikliklere ve hiicre canlilifinda azalmaya neden

oldugu rapor edilmistir.
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Insan, rat ve fare fotal Leydig hiicrelerinin, 0.01-10 uM BPA’ya maruz
birakilmasi sonucu, insan fotal Leydig hiicrelerinde testosteron iiretimini 6nemli
derecede azaltirken, rat ve fare fotal Leydig hiicrelerinde sadece en yiiksek (10 pM)
BPA dozu testosteron sentezini onemli oranda baskilamistir. inkiibasyon siiresi
boyunca (1-3 giin) rat ve fare fotal Leydig hiicrelerinde 0.1 uM ve altindaki diisiik
konsantrasyonlarin herhangi bir etkisi goriillmemistir (N’ Tumba-Byn ve ark. 2012).

Gelisim siiresince veya puberta dncesi donemde 2 ay boyunca 3.5 mg/kg/2
hafta (Evans ve ark. 2004) ve 5 mg/kg/giin BPA’ya maruz kalan disi koyunlarda
LH salinmmi baskilanmistir (Savabieasfahani ve ark. 2006). Ratlarda da BPA
maruziyeti sonucu serum LH seviyesinde azalma gozlenmistir (Rubin ve ark.
2001).

1.2.1.5. Bisfeneol A’mn Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Yapilan arastirmalar sonucunda, BPA maruziyeti nedeniyle ovaryumda yapisal ve

islevsel birgok degisiklikler meydana geldigi bildirilmistir (Hunt ve ark. 2009).

Domuz granuloza hiicreleriyle in vitro ortamda yapilan bir calismada,
hiicrelere uygulanan 0.01 uM — 100 uM BPA’nin &strojen seviyesini 6nemli
derecede azalttig1, 100 uM’lik dozun ayni zamanda bazal ve gonadotropin (FSH -
LH) uyarimli progesteron seviyesini 6nemli oranda baskiladigi bildirilmistir
(Mlynarcikova ve ark. 2005). Ayni hiicre tipiyle yapilan baska bir ¢alismada ise;
hiicrelere 0.1-10 uM BPA uygulanmus, in vitro ortamda elde edilen sonuglarda,
dozlar aras1 fark goriilmemekle birlikte uygulanan tiim konsantrasyonlarin
progesteron salinimini azaltirken, sadece en yiiksek iki dozun (1-10 uM) Gstrojen
(E2) salinimini baskiladigi bildirilmistir. Ayrica uygulanan dozlarin hiicre
cogalmasi lizerine de herhangi bir etkisinin olmadigi gozlenmistir (Grasselli ve ark.
2010).

In-vitro ortamda degisik dozlarda (0.1 — 100 uM) BPA’ya maruz birakilan rat
granuloza hiicrelerinde, 1-100 uM’lik dozlarin CYP450arom mRNA ekspresyonu

ve Ostradiol seviyesini onemli derecede azalttigi, 100 uM BPA dozunun ise hem
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CYP450scc ekspresyonunu hem de progesteron sentezini dikkate deger bir sekilde
baskiladig1 tespit edilmistir (Zhou ve ark. 2008).

Mansur ve ark. (2016)’nin insan granuloza hiicrelerinde yaptiklari bir in vitro
calismada, 20 mg/mL BPA konsantrasyonunun, 3B-HSD, CYP450scc ve
CYP450arom enzimlerinin ekspresyonunda ve Ostrojen sentezinde énemli oranda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Progesteron sentezinin ise 2 mg/mL ve {izeri

tiim BPA dozlarinda azaldig1 gézlenmistir.

Fareler antral folikiillerine in vitro ortamda uygulanan 4.4 - 440 uM BPA,
120 saatlik inkiibasyonun ardindan en yiiksek iki dozda (44 ve 440 uM) basta
progesteron olmak lizere dstron, testosteron, androstenedion,
dehidroepiandrosteron, ve Ostradiol tiretiminde 6nemli derecede azalmaya sebep
olmustur. Ayrica bu dozlar hormonlarin sentezinde gérev alan CYP450scc ve StAR
proteinin ekspresyonunda da diisiise neden olmustur (Peretz ve ark. 2011). Peretz
ve Flaws (2013)’1n ayn1 deney modeliyle gergeklestirdikleri sonraki bir ¢calismada;
44 ve 440 uM BPA’nin CYP450scc ekspresyonu ve progesteron seviyesi
iizerindeki baskilayic1 etkisinin, kiiltiirin  24-96 saatleri arasinda, StAR
ekspresyonu ve diger hormonlarin (androstenedion, testosteron ve ostradiol)
seviyeleri iizerindeki azaltici etkisinin ise, 72-96 saatleri arasinda meydana geldigi
tespit edilmistir. Calismada kullanilan en diisiik dozun (4.4 uM BPA) ise enzim
ekspresyonunda degisiklige neden olmadigi, sadece inkiibasyonun 24. saatinde

progesteron seviyesini 6nemli derecede diisiirdiigii belirlenmistir.

In vitro ortamda oosit maturasyonu (olgunlasmas1) boyunca BPA’ya maruz
kalan inek oositleri, mayozis siirecinde azalma ve kromozom anomalilerinde artis
dolayisiyla oosit kalitesinde diisiis olup olmadigr yoniinden arastirilmistir.
Oositlerin  muamele edildigi 65 nM BPA grubunda onemli bir farklilik
gozlenmezken, 130 nM BPA uygulanan oositlerin %57.4’liniin olgunlagsma
stirecinin metafaz II (MII) asamasina ulasamadig1 ve dikkate deger oranda
kromozom anomalilerinin bulundugu tespit edilmistir (Ferris ve ark. 2015). Bir
diger oosit ¢alismasinda ise; in vitro ortamda fertilize edilen inek oositleri 8 hiicreli
asamaya ulastiktan sonra, ayri bir kiiltiir ortamina alinip 96 saat (akut) siireyle 4.4

ve 44 nM BPA ve E2’ye maruz birakilmislardir. inkiibasyon sonunda 44 nM BPA
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ve E2 uygulanan grupta kontrol grubuna gore blastosit asamasina ulasan embriyo
yiizdesi onemli oranda azalmistir (p<0.05; p=0.05 sirasiyla). Kalite agisindan
degerlendirildiginde BPA’nin diisiik dozu ve kontrol grubuna kiyasla E2’nin her iki
dozu ve BPA’nin yiiksek dozu uygulanan gruplarda, transfer edilebilir blastosit

oraninda yaklasik %10 azalma (p<0.05) tespit edilmistir (Choi ve ark. 2016).

Romani ve ark. (2013) insan luteal hiicrelerine 0.001 — 1 uM arasinda degisen
konsantrasyonlarda BPA uygulamiglardir. Deneysel inkiibasyonun siiresinin (24
saat) ardindan 0.1 uM ve 1 uM BPA’nin bazal P4 iiretimini onemli derecede
azalttigi, insan koryonik gonadotropini (hCG) uyarimli progesteron iiretiminin ise,
sadece en yiiksek doz BPA ile baskilandigi belirlenmistir. Ayrica, en diisiikk doz
hari¢ kullanilan diger biitin BPA dozlarmin prostaglandin E> (PGE2) ve PGF2a

salinimini da 6nemli oranda azaltti1 gdzlenmistir.

Gebe ratlara suyla oral yoldan verilen BPA, dogan disi yavrularin yaklasik
%80’inde pubertedan sonra diizensiz Ostrus sikluslarina, hatta bazi yavrularda kalici
didstruslara neden olmustur. Ayrica histolojik incelemede bu yavrulara ait korpus
luteumlarin, bazofilik, kiigiik ve ig seklinde luteal hiicrelerden olustugu, uterusun
luminal ve glandular epitelyumlarinin ise Onemli oranda kalinlastigi ve bu
hiicrelerdeki dstrojen reseptor alfa (ERa)’nin 6nemli derecede down regule oldugu

belirlenmistir (Mendoza-Rodriguez ve ark. 2011).

Anneye uygulanan 0.05 — 5 mg/kg BPA ile dogum 6ncesi periyodda BPA’ya
maruz kalan koyunlarin strus siklusu sirasinda ger¢eklesen LH pikinin zamaninda
ve folikiiler dalga dinamiginde bozulmalara neden oldugu rapor edilmistir (Veiga-

Lopez ve ark. 2014).

1.2.2. Fitalatlar

Fitalatlar, polivinil kloriir (PVC) plastikleri gibi sert yapili malzemelere esneklik
katmak i¢in, yaygin bir sekilde kullanilan sentetik kimyasal maddelerdir (Andrade
ve ark. 2006). Fitalik asidin alkil diesterlerinden olusan bu sentetik kimyasallar,

sahip olduklar1 alkil zincirlerinin degisken uzunluklarina gore, Dietilheksil Fitalat
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(DEHP), Dibutil Fitalat (DBP), Dietil Fitalat (DEP), Butil Benzil Fitalat (BBP),
Diisobutil Fitalat (DIBP), Diisononil Fitalat (DINP) gibi farkli isimler alirlar
(Hannon ve Flaws 2015). Bu fitalatlar arasinda en ¢ok kullanilan tiir, dioktil
grubuna ait olan DEHP’tir (ATSDR 2002).

1.2.2.1. Dietilheksil Fitalatin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Dietilheksil fitalat (DEHP), plastiklestirici olarak kullanilan fitalatlarin en yaygin
bulunan alt sinifidir. Fitalik asit ile dallanmis iki etilheksanoliin reaksiyona girerek
diester bagiyla baglanmalart sonucu olusan DEHP (Sekil 1.10), yiiksek lipofilik
ozellige sahip, ancak renksiz, kokusuz ve suda ¢oziiniirliigi disiik olan, yagl sivi
yapisinda bir kimyasaldir (Hannon ve Flaws 2015, Ceresana 2016).

CeH4(CO)20 + 2 CsH170H — CsH4(CO; CsHi7)2 + H20

NN
\/(/\/ K N N
\/\T/ S~

p

NN
Fitalik Asit Etil Heksanol (Alkil Zincir)  Dietilheksil Fitalat (DEHP)

Sekil 1.10. Dietilheksil fitalatin sentezi (NTP-CERHR 2006’dan uyarlandr).

Bis (2-etilheksil) fitalat, Di- oktil fitalat gibi isimlerle de anilan DEHP, 390.56
g/mol molekiil agirligina sahiptir ve kimyasal olarak CgHa(CgH17COQ)2 seklinde
formiilize edilmektedir. DEHP ile ilgili diger baz1 ozellikle Cizelge 1.2°de
verilmistir (Ceresana 2016).
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Cizelge 1.2. Dietilheksil fitalatin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Pubchem
2016b).

Genel Ad1 Bis(2-ethylhexyl) phthalate
[UPAC Adlandirilmast Bis(2-ethylhexyl) benzene-1,2-
dicarboxylate
DEHP (Diethylhexylphtalate)
Diger Isimleri Di-sec octyl phthalate
Octyl phthalate
CAS Numarasi 117-81-7
EC Numarasi 204-211-0
Molekiiler Agirhigi 390.56 g/mol
Kimyasal Formiili C24H3804
Yapisal Formiilii CeH4(COOCgH17)2
Di1s GOriintiisii Renksiz, yagli sivi
Kokusu Hafif kokulu
Yogunlugu 0.99 g/mL (20°C)
Erime Noktasi —50 °C
Buhar Basinci 20°C’de (<0.01 mm/Hg)
Kaynama Noktas1 385 °C
Alevlenme Noktasi 216 °C
Sudaki Coziiniirliigii 2.70x10"t mg/L (25 °C)

1.2.2.2. Dietilheksil Fitalatin Kullamldigi1 Alanlar

Diinya genelinde yilda 3 milyon tondan fazla iiretilmekte olan fitalatlar arasinda,
basta PVC tiirli plastik iiriinler olmak iizere oyuncak, kozmetik ve ilag sanayi gibi
cesitli Uiriinlerde plastiklestirici olarak kullanilan DEHP, yillik {iretim hacminin
yaklasik 2 milyon ton olmasiyla, en yaygin bulunan fitalat sinifin1 olusturmaktadir
(NTP-CERHR 2006). DEHP 2010 yilinda da %54’liik pazar payi ile en yiiksek

tiretim hacmine sahip kimyasal olmustur (Ceresana 2016).

Uygun 6zellikleri ve diisiik maliyetinden o6tiirii, DEHP, PVC'den elde edilen
tirtinlerin imalatinda plastiklestirici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
tir plastikler iriinler %1 ila %40 oraninda DEHP igerebilmektedir (Lorz ve ark.
2007). Masa ortiileri, mobilya ve yer dosemeleri, dus perdeleri, bahg¢e hortumlari,
yagmurluk, plastik bebek ve oyuncaklar, ayakkabi, tibbi tiipler ve yiizme havuzlar
da DEHP’in kullanildig: iiriinler arasinda yer almaktadir (ATSDR 2002).
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Tibbi sahada da birgok iiriin igerisinde bulunan DEHP, intravendz tiipler ve
kateterler, kan torbalar1 ve transflizyon tiipleri, nazogastrik tiipler, diyaliz torbalari
ve tilipleri ve inhalasyon tiipleri gibi tibbi malzemeleri daha yumusak ve esnek
yapmak i¢in kullanilmaktadir (MHRA 2015).

Dietilheksil fitalat, ayrica, kayganlastiricilar, yapistiricilar ve kopik
gidericilerde de siklikla kullanilmakla beraber, parfiim ve sa¢ spreyleri gibi
kozmetik tiriinlerin, ahsap kaplamalarin ve pestisit tiirii ilaglarin yapisina ¢oziicii ve

matris (kalip) olarak katilmaktadir (NTP 1998)

1.2.2.3. Dietilheksil Fitalata Maruziyet Yollar:

Endiistriyel gelisim ve sentetik kimyasallarin ¢evreye birakilmasi ile birlikte son
yillarda, insan ve hayvanlarin endiistriyel kaynakli kimyasal maddelere ve pestisit
tirti ilaglara potansiyel olarak siirekli maruz kalmasi giderek artan bir endise

konusu haline gelmistir (Grossman ve ark. 2012).

Plastiklere kovalent olmayan baglarla baglanan fitalatlar, bu tiir iiriinlerden
hava, toprak ve tarim arazileri, dogal ve atik su kaynaklar1 ve tortular (sedimentler)
gibi g¢evresel ortamlara ge¢mektedir/sizmaktadir. Havaya gecen fitalatlarin toz
parcaciklarina baglanarak tekrar yere indigi bildirilmektedir (ATSDR 2002).
Yapilan arastirmalar sonucunda, kentsel (0.01-30.1 mg/kg) ve tarimsal topraklarda
(0.02-264 mg/kg), tatli, tuzlu ve endiistriyel su kaynaklarinda (0.29 ila 1.24 mg/l)
ve sedimentlerde (0.01-115 mg/kg) degisen oranlarda fitalat bulundugu tespit
edilebilmistir. Kentlerdeki kanalizasyon atik sular1 da baska bir fitalat birikim
kaynagidir (Berge ve ark. 2013). Farkli sigir ¢iftliklerinde yapilan bir ¢alismada,
ciftlik etrafinda bulunan toprak, su, giibre ve silajda degisen oranlarda DEHP tespit
edildigi, bunlarin sindirim yoluyla viicuda alindig1 belirtilmistir (Fierens ve ark.
2012).

Yaygin bir sekilde kullanilmasi ve ¢evrede uzun siireler varligini korumasi
nedeniyle, insanlar ile evcil ve yabani hayvanlarin fitalatlara maruz kalmasi

kaginilmaz hale gelmektedir (Heudorf ve ark. 2007). Insan ve ciftlik hayvanlari,
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glinlik hayatlar1 igerisinde sindirim, solunum ve deri temasi yoluyla potansiyel
olarak bu bilesiklere maruz kalmaktadirlar (Grossman ve ark. 2012). Cesitli
maruziyet yollariyla viicuda alinan DEHP, karaciger, bagirsak ve kandaki esteraz
enzimleri tarafindan hizla, fitalik asit diesterlerine ve fitalatlarin biyolojik olarak
aktif formlar1 olan mono esterlerine hidrolize edilirler (Lyche ve ark. 2009). Son
yillarda yapilan calismalarda, kan, idrar ve anne siitii gibi baz1 viicut sivilarinda
DEHP tespit edilmistir (Hines ve ark. 2009). Sigirlardan alinan ayni viicut
stvilarinda da DEHP bulundugu bildirilmistir (Kalo ve ark. 2015).

1.2.2.4. Dietilheksil Fitalatin Toksik Etkileri

Farkli yer ve zamanlarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla, DEHP ve onun
birincil metaboliti olan monoetilheksil fitalat (MEHP) basta iireme fizyolojisi
olmak {izere kalp, karaciger, bobrek beyin gibi hayati organlarda da ¢esitli hasarlara
neden oldugu ortaya konmustur (Erkekoglu ve ark. 2012, Posnack ve ark. 2012,
Aung ve ark. 2014, Erkekoglu ve ark. 2014)

Yeni dogmus ratlardan elde edilen kalp kas1 hiicrelerine in vitro ortamda 72
saat boyunca uygulanan 128 ve 256 uM DEHP’in hiicrelerde metabolik hasara
neden oldugu belirtilmistir (Posnack ve ark. 2012). Kiiltiire edilen bobrek epitel
hiicrelerinde ise, MEHP’in 0.1-500 pM arasindaki konsantrasyonlart doza bagimli
olarak hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur (Rothenbacher 1998). Yine
bobrek ve karacigerde DEHP’in oksidatif strese bagli hasara da sebep oldugu
bildirilmektedir (Erkekoglu ve ark. 2012, Erkekoglu ve ark. 2014). Fare beyninden
izole edilen bir noron hiicre hattina (Neuro-2a cells), degisik konsantrasyonlarda
(1, 10 ve 100 uM) muamele edilen DEHP’in, 24 saatlik inkiinbasyonun ardindan
100 uM dozda, oksidatif stresle iliskili bir enzim olan hemoksijenaz-1 (HO-1)’in
artan ekspresyonuyla iliskili olarak, kaspas 3 bagimli apoptozisi uyardigi
belirtilmistir (Aung ve ark. 2014).

In vitro ortamda rat osteoblast hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, hiicrelere

uygulanan 10-1000 uM doz DEHP, hiicrelerin farklilasmasini ve hiicre matriksinin
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mineralizasyonunu olumsuz yonde etkilerken, inkiibasyonun 24. saatinde 100 ve
1000 puM dozlar, 48. saatte ise sadece en yiiksek doz hiicre canliligini 6nemli
derecede azaltmistir (Bhat ve ark. 2013). Fare miyoblast hiicre hattinin kullanildig
bir arastirmada, hiicrelere uygulanan 10-1000 ug/mL DEHP, MyoD ve myogenin
gibi miyojenik diizenleyici faktorlerin baskilanmasi yoluyla miyogenik
farklilagsmay1 bozdugu, dolayisiyla DEHP’in miyogenez siirecini de etkileyen bir

endokrin bozucu oldugu ortaya konmustur (Chen ve ark. 2013).

Gebe ratlara 10 giin boyunca uygulanan 100 mg/kg DEHP’in, dogan erkek
yavrularin 21 ve 35. giinlerde Slgiilen serum LH ve testosteron diizeyini onemli
derecede diisiirdiigii belirlenmistir. Ayni ekibin prepubertal ratlarda yaptigi
deneyde 1-200 mg/kg gavaj yoluyla 14 giin uygulanan DEHP, bazal ve LH uyarimli
testosteron tretimini 100 ve 200 mg/kg dozda onemli derecede baskilamigtir
(Akingbemi ve ark. 2001). Baska bir ¢alismada ise, ratlara puberta zamaninda
uygulanan yiiksek dozdaki DEHP’in, pubertanin gecikmesine, testosteron
tiretiminin diismesine ve androjene bagimli gelisimin inhibe edilmesine neden
oldugu belirtilmistir (Noriega ve ark. 2009). Yetiskin ve immatur ratlardan izole
edilen Leydig hiicrelerine in vitro ortamda 10-250 puM aras1 dozlarda MEHP
uygulanmistir. Sonuglar, en yiiksek dozun, steroidogenez siirecine katilan StAR
protein ekspresyonunda ve testosteron tiretiminde énemli derecede (yaklasik %60

oraninda) azalma meydana geldigini gostermistir (Svechnikov ve ark. 2008).

Fare Leydig tiimor hiicre hatt1 olan MA-10 hiicrelerine 24 ve 48 saat slireyle
1-1000 uM DEHP ve MEHP uygulanmus; ilk inkiibasyon periyodunun ardindan (24
saat) hiicre canliligin1 sadece MEHP’in en yiiksek dozu etkilerken (%30), 48. saat
sonunda DEHP’in en yiiksek iki dozu (100 ve 1000 uM) da sirastyla %40 ve %60
oraninda hiicre canliligini azaltmistir. MEHP ise ayni inkiibasyon siiresinin
sonunda yine sadece en yiiksek dozda hiicre canliligini 6nemli derecede azaltmistir
(%85). Hiicre canliliginin etkilenmedigi 0.1-100 uM dozlarinin steroid sentezi
tizerine etkisi incelendiginde, DEHP’in uygulanan tim dozlar (yaklasik %45)
MEHP’in ise sadece en yiikksek dozunun (%30) progesteron sentezini onemli
derecede diisiirdiigii belirlenmistir (Piche ve ark. 2012). Ratlarin Leydig timor
hiicre hatt1 (R2C cell line) ve MA-10 cell ile yapilan bir diger ¢alismada da
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hiicrelere uygulanan 1-100 uM MEHP’in testosteron {iretimini énemli oranda
azalttig1 tespit edilmistir (Balbuena ve ark. 2013).

1.2.2.5. Dietilheksil Fitalatin Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Disi lireme sistemi, ireme ve soyun devamliligi i¢in biiylik dnem tasimaktadir.
Yavrularin sagligi/soyun devamliligi fertilitenin korunmasiyla iliskilidir. DEHP
hayvanlarin tireme fizyolojisi tizerinde gesitli toksik etkilere neden olmaktadir (Li

ve ark. 2012).

Fitalatlarin disi tireme sistemi tizerindeki etkileriyle ilgili arastirmalar
oncelikle deney hayvanlari ve ¢iftlik hayvanlarindaki fertilite ve teratojenite lizerine
odaklanmistir (Collins ve ark. 1992). Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalar DEHP’in,
fare ve ratlarin cinsel gelisim ve fonksiyonlar1 tizerinde cesitli degisiklikler

meydana getirdigini gostermistir (Lin ve ark. 2013).

Deneysel olarak yapilan bir arastirmada, farelere gavaj yoluyla 16 hafta
boyunca 125-2000 mg/kg DEHP uygulanmis. Sonuglara gére, 500 ve 2000 mg/kg
DEHP uygulanan grubun farelerinde, serum progesteron diizeyi 6nemli derecede
azalirken, uygulanan dozlarin Gstrojen ve testosteron seviyesi lizerine dnemli bir
etkisi gortilmemistir. Ayrica yiiksek doz DEHP uygulanan bu iki grupta, dstrus
fazinda 6nemli bir degisiklik olmaksizin siklus siiresinde dikkate deger bir uzama

ve apoptotik granuloza hiicrelerinde artis gozlenmistir (Li ve ark. 2012).

Gebelik sirasinda DEHP’e maruz kalinmasinin, prematiire dogum, diisiik
dogum agirlig1 ve fotal kayip oranlarinda artisla sonuglanan plasental biiylime ve
gelismede bozulmalara neden oldugu bildirilmektedir (Lin ve ark. 2013). Kiiltiir
ortaminda 125-500 uM MEHP uygulanan fare fotal oositlerinde 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan 250 ve 500 uM dozlarinin hiicre canliligin1 6nemli derecede
azalttigr gorilmistir (Bonilla ve del Mazo 2010). Yeni dogan farelerin
ovaryumlarina kiiltiir ortaminda 72 saat boyunca 10-100 pM DEHP uygulanmis.
Sonuglar, germ hiicre havuzunda kalmaya devam eden o0o0sit sayisinda artis,

primordiyal folikiil sayisinda ise dikkate deger azalma oldugunu gostermistir.
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Ayrica apoptotik oosit sayisinda da 6nemli derecede artis gdzlenmistir (Zhang ve
ark. 2014).

In-vitro ortamda muamele edilen DEHP (1-100 pg/mL) ve MEHP (0.1-100
ug/mL)’in degisik dozlar1 fare antral folikiiliiniin biiyiimesini baskilamistir. Her iki
kimyasalin da 72. saatte baslayan baskilayici etkisi, kiiltiiriin 96. saatine kadar
devam etmistir. Burada baskilayici etkinin oksidatif stres kaynakli atreziye oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle DEHP’in 10 pg/mL dozda MEHP’in ise 1-100 pg/mL
dozda folikiillerdeki ROS seviyesini 6nemli derecede artirdigi tespit edilmistir
(Wang ve ark. 2012a, Wang ve ark. 2012b).

Disi ratlarin ovaryumlarindan elde edilen antral folikiiller ise, folikiil gelisimi
ve Ostradiol seviyesi lizerine, degisik konsantrasyonlardaki DEHP (2.77-277 uM)
ve MEHP (0.34-34 uM)’in etkisini arastirmak i¢in 96 saat siireyle kiiltiire
edilmistir. Inkiibasyonun 48. saatinden itibaren DEHP’in, 72. saatinden itibaren de
MEHP’in tim dozlar1 folikiil gelisimini 6nemli derecede olumsuz etkilemistir.
Ayrica toplam inkiibasyon siiresinin sonunda DEHP ve MEHP in yiiksek dozlarinin

ostradiol seviyesini 6nemli oranda azalttig1 belirtilmistir (Gupta ve ark. 2010).

Rat granuloza hiicrelerine in vitro ortamda 24 saat boyunca uygulanan
MEHP, 100 uM dozda, hiicrelerin FSH uyarimli cAMP birikimini %40 oraninda
azaltmis ve doza bagl olarak progesteron iiretimini diistirmiistiir (Treinen ve ark.
1990). Aym hiicre tipiyle yapilan bagka bir ¢calismada, MEHP (0-400 uM)’in 48
saatlik inkiibasyonun ardindan FSH-cAMP yolagindan bagimsiz olarak ostradiol
tretimini baskiladigi tespit edilmistir (Davis ve ark. 1994b).

Immatur/prepubertal dénemdeki 20 giinliik disi ratlara uygulanan 500
mg/kg/10 giin DEHP, kontrol grubuna gére serum progesteron seviyesini 2 kat,
Ostrojen diizeyini 5 kat azaltirken, LH seviyesini artirmistir. Ayrica bu ratlardan
elde edilen ve ex-vivo olarak kiiltiire edilen granuloza hiicrelerinde de, gonadotropin
uyarimli progesteron iiretiminin 6nemli oranda (%30) azaldig1 ve kolesteroliin
mitokondri ig¢ine tasinmasinin baskilandig1 belirlenmistir (Svechnikova ve ark.
2007).
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Pubertadaki disi ratlara oral gavaj yoluyla 28 giin boyunca uygulanan 150-
250 mg/kg DEHP, korpus Iuteum sayisinda azalmaya neden olmustur (Ma ve ark.
2011). Yetiskin ratlara uygulanan 300-600 mg/kg DEHP de korpus luteum sayisini
diistirmistiir (Xu ve ark. 2010). Disi yetiskin ratlara oral gavaj yoluyla uygulanan
2g/kg/12 giin DEHP, 6strus siklusunun uzamasina neden olmustur. Ayrica 8 giiniin
izerindeki maruziyetler, serum Ostrojen seviyesinin énemli derecede azalmasina,
bu da FSH seviyesinde artisa neden olmustur. Yiksek FSH diizeyi tonik LH
dalgasimin sekillenmesini baskiladig1 icin DEHP uygulanan ratlarda ovulasyonun

gecikmesine veya engellenmesine neden olmustur (Davis ve ark. 1994a).

Deney hayvanlarinin yani sira, ¢iftlik hayvanlari {izerinde de yapilan bazi in
Vivo Ve in vitro calismalar mevcuttur. Ornegin, disi koyunlar ile yapilan in vivo bir
caligmada kas i¢i enjeksiyonla 2 ay boyunca uygulanan 25 ve 50 mg/kg DEHP’in
luteal fonksiyon tizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, kontrol grubuna
gore DEHP uygulanan koyunlarda, doza bagh olarak korpus luteumun gelisim
oraninda azalma ve gerileme hizinda ise artis meydana geldigini gostermistir. Buna
bagli olarak daha kiiciik bir korpus luteum ve dikkate deger oranda kisalmis Ostrus
siklusu gozlenmistir (Herreros ve ark. 2013). Ineklere sondayla 3 giin su icerisinde
100 mg/kg DEHP verildiginde, DEHP’in ovaryum fizyolojisi ve oosit
olgunlasmasinda olumsuz etkilere sebep oldugu belirlenmistir. Ozellikle DEHP
uygulanan grupta, folikiiler stvidaki dstrojen diizeyinde azalma ve folikiiler gelisim
stireci ile korpus luteum olusumunda ve regresyonunda 6nemli hasarlarin meydana

geldigi belirtilmistir (Kalo ve ark. 2015)

In vitro ortamda FSH ile olgunlastirilan domuz kumulus-oosit kompleksi
cesitli konsantrasyonlarda DEHP ile muamele edildiginde, 1 puM DEHP
konsantrasyonunun 44 saatlik inkiibasyon sonucunda progesteron iiretimini
artirdig1 tespit edilmistir (Mlynaréikova ve ark. 2009). Ancak at oositleriyle yapilan
baska bir in vitro ¢alismada, 0.12 - 1200 uM DEHP’in oosit maturasyonunu énemli
oranda baskiladigi, granuloza hiicrelerinde ROS (reaktif oksijen tiirleri) seviyesinin
Ve apoptozisin artisina neden oldugu belirlenmistir (Ambruosi ve ark. 2011). Kiiltiir
ortaminda inek oositlerine olgunlasma siiresince uygulanan 0, 25, 50 ve 100 uM
DEHP ve onun birincil metaboliti olan MEHP, kontrol grubuna kiyasla, 50 pM
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dozda niikleer olgunlagsmaya ulasmis oosit sayisinda énemli derecede azalmaya,
apoptozise ugrayan oosit sayisinda ise nemli oranda artisa neden olmustur. Ayrica
hem DEHP hem de MEHP’in fertilizasyon sonrasi1 hiicrelerin boliinme hizinda ve
embriyonun blastosit asamaya ulasma oraninda diisiise neden oldugu belirtilmistir
(Grossman ve ark. 2012). Inek granuloza ve luteal hiicreleriyle yapilan baska bir
calismada, hiicrelerin 72 saat boyunca 0.1-10 ng/mL DEHP ve MEHP’e maruz

kalmasi oksitosin tiretim miktarini1 6nemli derecede artirmistir (Wang ve ark. 2010).

1.2.3. Polibromlu Difenileterler

Polibromlu difenileterler (PBDE) bromlu alev geciktiricilerin en O6nemli
gruplarindan biridir. Bu iiriinler genellikle hazir yapim plastik iiriinlerde bulunurlar.
PBDE!'ler diinya genelinde biiylik miktarlarda kullanilmakta ve ¢cevrede uzun siire

varligin1 korumaktadirlar (Darnerud ve ark. 2001).

Yaklasitk 209 maddeden olusan PBDE ailesinin  her bir {yesi
“congener”/tiirdes ifade edilen 10 gruba ayrilmistir. Bunlarda sahip olduklar1 brom
atomu sayisina goére mono-, di-, tri-, ..., octa-, nona-, decabromlu difenil eter
bi¢iminde adlandirilirlar (Harley ve ark. 2010). Ancak brom atomu sayisi 4’{in
altinda olan PBDE’lerin ticari tiretimleri pek yoktur (Darnerud ve ark. 2001).
Polibromlu difenileterler icerisinde bir tiirdes/’congener” grup olusturan
pentabromlu difenileterler arasinda 6nemli bir yeri bulunan ve en yaygin kullanilan
PBDE tiirii 2,2',4,4',5-Pentabromlu difenileter yani PBDE 99’dur (La Guardia ve
ark. 2006).

1.2.3.1. Pentabromlu Difenileter 99’un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Pentabromlu difenileter (PBDE 99), polibromlu difenileterler (PBDE) grubuna ait
ve 5 brom atomuna sahip bir alev geciktiricidir. Piyasada ticari olarak bulunan

PBDE-99’lar beyaz renkli toz/kristal seklinde, kokusuz ve suda ¢oziiniirliigi diisiik
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kimyasallardir. Ancak fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozunmaya kars1 oldukga

direncli, lipofilik 6zellige sahip bir bilesiktir (Darnerud ve ark. 2001, Pubchem

2016¢).

OH

Fenol Halkas1 Brom Atomu

Br Br
o
2x = 5Br —=
Br Br
Br

Pentabromlu Difenileter

Sekil 1.11. Pentabromlu difenileter 99’un sentezi (Darnerud ve ark. 2001°dan

uyarlandz).

Iki fenol halkasi ile bes brom atomunun reaksiyonu sonucu olusan PBDE
99’in (Sekil 1.11), kimyasal formiili Ci12HsBrsO ve molekiiler agirhigi 564.691
g/mol’diir. PBDE 99’a ait baz1 genel bilgiler agagida verilmistir (Pubchem 2016c).

Cizelge 1.3. Pentabromlu difenileter 99 un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

(Pubchem 2016c¢).

Genel Adi Pentabromlu difenileter

TUPAC Adlandirilmast 1,2,4-tribromo-5-(2,4-ibromophenoxy)
benzene

_ BDE 99

Diger Isimleri -
2,2'4,4' 5-Pentabromodiphenyl ether

CAS Numarasi 32534-81-9

EC Numarasi 251-084-2

Molekiiler Agirligi 564.691 g/mol

Kimyasal Formiilii C12HsBrs0

Dis Goriintiisii

Beyaz toz veya kat1 kristal yapida

Kokusu Kokusuz

Yogunlugu 2.25-2.28 g/mL

Erime Noktasi -5°C

Buhar basinci 3.50x107" mm Hg (25 °C)
Kaynama Noktasi 200-300 °C

Sudaki Coziiniirliigii 0.0133 mg/L
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1.2.3.2. Pentabromlu Difenileter 99’un Kullanildig:1 Alanlar

PentaBDE 99 ticari olarak genellikle poliiiretan kdpeklerde ve plastik iriinlerde
sadece alev geciktirici 6zellik katmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu amagla, birgok
farkli polimer, rec¢ine ve dayanikli polistren gibi yaygin plastik tiiri tirtiinlerin
yapisina katki maddesi olarak %5-30 orani1 konsantrasyonlarda karistirilmaktadir
(UNEP 2007). PentaBDE 99 igeren iirlinler arasinda plastiklerin yanisira,
elektronik ve ingaat malzemeleri, bilgisayar ve TV setleri, tekstil ve degisik bir¢ok

tirtin yer almaktadir (Darnerud ve ark. 2001).

Yillik iiretim hacmiyle ilgili yeterli ve giincel bilgi bulunamayan PBDE
99°un, 2000’11 yillarin basinda, Brom Bilim ve Cevre Forumu tarafindan diinya

genelinde yillik 7500 ton civarinda iiretimi yapildig: bildirilmistir (BSEF 2001).

1.2.3.3. Pentabromlu Difenileter 99°a Maruziyet Yollari

PentaBDE’ler ilave edildikleri polimerlere kovalent olmayan baglarla baglandiklar
i¢in, bu tiir tirtinlerin tretimi, kullanimi1 ve atilmasi/uzaklastirilmasi gibi siireclerde
cevreye yayilabilmektedirler (Sjodin ve ark. 2001). Dolayisiyla, son yillarda,
cevreye yayillan ve burada bulunan  polibromlu  difenileterlerin
konsantrasyonlarinda ciddi bir artis meydana geldigi disiiniilmektedir

(Gregoraszczuk ve ark. 2012).

Cesitli tirtinlerde alev geciktirici olarak kullanilan PBDE'ler, bu tiir iirlinlerin
atiklarindan da g¢evreye yayilip, etrafi kontamine etmektedirler. Ciinkii bu atiklar
genellikle ¢6p toplama alanlarinda depolanmakta veya yakilarak imha
edilmektedir. Burada igerisinde bulundugu iiriinlerden ayrilarak ¢evreye yayilan
PBDE 99 hava, su, toprak, gida, tortu, ¢amur ve toz parcaciklari gibi c¢evresel
faktorlerin i¢inde yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilmektedir. Yakarak imha
isleminin de PBDE’lerin ¢evreye yayildigi onemli yollarindan biri oldugu
diistiniilmektedir (UNEP 2007).
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PentaBDE’lerin suda ¢oziniirliigi diisiiktiir; ancak, ¢evredeki partikiillere
baglanma konusunda oldukga yiiksek affiniteye sahiptirler. Boylece sedimentler
icerisinde birikebilirler. Ayrica yiiksek lipofilik ozellige sahip olmalar1 ve
bozunmaya kars1 oldukga direncli olmalar1 nedeniyle ¢evrede uzun siire varliklarini

koruyabilirler (Darnerud ve ark. 2001).

Insanlar sindirim ve solunum yoluyla diisiik konsantrasyonlarda PBDE’e
maruz kaliyor olsa da, PBDE'lerin anne siitli, kan ve yag dokularinda biyolojik
birikime ugradig: bildirilmektedir. Ozellikle insan ve evcil hayvanlarda bulunan
bazi PBDE tiirevlerinin seviyeleri, bu konudaki endiseleri de artirmustir.
Dolayisiyla, geri doniisiim tesisleri ve PBDE igeren iirlinlerin tamir edildigi
yerlerde calisan insanlarin saglig1 acisindan biyobirikim durumu ayr1 bir 6nem arz

(Picard ve Favaro 2015).

Farelerde yapilan bir ¢alismada (Darnerud ve Risberg 2006), deneysel olarak
uygulanan PBDE 99’un, karaciger, beyin, adrenal korteks ve ovaryum gibi yagh
organlarda lokalize oldugunu gosterilmistir. Ratlarin serum ve yag dokusunda tespit

edildigi bildirimleri de bulunmaktadir (Faass ve ark. 2013).

1.2.3.4. Pentabromlu Difenileter 99°un Toksik Etkileri

Pentabromlu difenileterlerin sinir sistemi tizerinde, motor davramis bozukluklari,
O0grenmeyi azaltma ve hafiza siirecinde disiis gibi etkileri bulundugu
bildirilmektedir (Branchi ve ark. 2003). Bir noroglial hiicre tipi olan insan
astrositoma hiicre hatlarinda, 25-100 uM PBDE 99 konsantrasyonlarinin, doza
bagli olarak DNA kiriklarin1 artirarak apoptozise neden oldugu gosterilmistir
(Madia ve ark. 2004). Belles ve ark. (2010)’1 yetiskin ratlara uyguladiklari tek doz
0.6 ve 1.2 mg/kg PBDE 99’un beyinde 6zellikle de serebellumda oksidatif strese
bagli hasara yol actigini belirtmislerdir.

Rat adrenal medulla hiicre hatlarina 48 saatte bir medyum degistirerek 6 giin

boyunca 10-50 uM PBDE 99 uygulanmis ve tim konsantrasyonlarda doza baglh
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olarak DNA miktar1 ve hiicre sayisinda azalma oldugu gézlenmistir (Slotkin ve ark.
2013).

Yapilan ¢alismalarda PBDE 99’un bobrek ve karaciger tizerine de etkili
oldugu gortlmustiir. Yetiskin erkek ratlara oral gavaj yoluyla uygulanan PBDE
99’un oksidatif stres artisina bagli olarak uygulama grubunda karaciger ve bobrek
hasar1 olustugunu géstermistir (Albina ve ark. 2010). Insan karaciger hiicre hattiyla
(HepG2) yapilan bir ¢aligmada ise, hiicreler 0.5-25 uM PBDE 99 ile 24 ve 48 saat
stire muamele edilmistir. Elde edilen sonuglara gére PBDE 99’un HepG2
hiicrelerinde proliferasyonu baskilayip, canlilifi azalttigi, hiicrelerde ROS
birikimine neden oldugu, ayrica, apoptoz belirteglerinden kaspas 3 ve 9 aktivasyonu
ile DNA kirilmalarini uyardigi belirtilmistir (Souza ve ark. 2013). Holovac (2015)
HepG2 hiicrelerini 5 ve 20 uM PBDE 99 ile muamele ettiinde, hiicrelerde
yaglanma meydana geldigini gézlemlemis ve PBDE 99’un alkole bagimli olmayan

karaciger yaglanma hastaligi riskini artirabilecegini ileri stirmiistiir.

PentaBDE 99’un iireme sistemi iizerinde oldukca etkili oldugu c¢esitli
caligmalarla ortaya konmustur. Kuzey Amerika’da yapilan bir ¢alismada, ¢evresel
diizeyde PBDE’ye maruz kalan yasli erkeklerde spermatogenezisin bir isareti olan
serum inhibin-B diizeyinin 6nemli oranda azaldigi, FSH seviyesinin ise arttigi
belirlenmistir. Ayrica yas ilerledikce bu ikisi arasindaki dengenin de azaldig dikkat
cekmistir (Makey ve ark. 2016). Gebe ratlara gavajla verilen tek doz 0.06 ve 3
mg/kg PBDE 99 dogan erkek yavrularda testis ve epididimis agirligini azaltirken,
giinliik sperm {iretimini ve spermatid sayisini da doza bagli olarak 6nemli derecede

azaltmistir (Kuriyama ve ark. 2005).

Anne karnindayken PBDE 99’a maruz kalan erkek yavrularda, dogumdan
sonraki 21. ve 160. glinlerde serum testosteron seviyesinin doza bagli olarak 6nemli
derecede azaldigr ve yavrularda anogenital mesafenin kisaldigr goézlenmistir
(Lilienthal ve ark. 2006). Hakk ve ark. (2002) ise, erkek ratlara oral yolla 8 mg/kg
PBDE 99 vermis ve ardindan ratlar 3, 6 ve 12. giinlerde sakrifiye edilmistir. Yapilan
hormon 6l¢iimii sonucunda, 3 ve 6 glinlerde serum testosteron diizeyinin yaklagik
iki kat arttig1, 12. giinde ise bu degerin kontrol seviyesine diistiigii belirtilmistir.
Yine yetiskin erkek ratlara oral gavaj yoluyla uygulanan tek doz 0.6 ve 1.2 mg/kg
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PBDE 99’un etkileri 45 giin sonra incelenmistir. Elde edilen sonuclara gére PBDE
99’un serum progesteron ve testosteron diizeyini onemli derecede azalttigi

belirlenmistir (Alonso ve ark. 2010).

1.2.3.5. Pentabromlu Difenileter 99’un Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Gregoraszczuk ve ark. (2008a, 2008b) yaptiklar1 c¢alismalarda PBDE’ler igin

ovaryumun birincil hedef organ oldugu gosterilmistir.

Icerisinde PBDE 99 da bulunan PBDE karisimindan 0.06-60 mg/kg
uygulanan ratlarin ovaryumlarinda, preantral ve antral folikiil sayilarinin yaklasik
bir bucuk kat arttigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda bu folikiillerin g¢aplar1 ve
antrumlar1 da artmis, granuloza ve teka katmanlari nemli derecede kalinlagmustir.
Ayrica, diger steroid enzimler etkilenmezken, CYP17A1 enzimi 6nemli oranda
down regule olmustur. Bununla beraber serum LH ve pregnanolon diizeyi

azalirken, FSH ve progesteron seviyesinin arttig1 belirlenmistir (Lefévre ve ark.

2015).

Gebe ratlarla yapilan bazi calismalarda da dogan disi yavrularin iireme
fonksiyonlarinin ve o6zellikle ovaryumlarmin etkilendigi gozlenmistir. Gebelik
sirasinda tek doz 60 ve 300 pg/kg PBDE 99’a maruz kalan ratlarin disi yavrularda,
ovaryumlarin epitelyal katmaninda hasar, buradaki hiicrelerin organellerinde ise
¢ozilinme, siserek genisleme ve dejenerasyona bagl nekroz meydana geldigi tespit
edilmistir (Talsness ve ark. 2005). Anne sigana gebeligin 10-18 giinleri arasinda
deri alt1 enjeksiyonla 1 ve 10 mg/kg PBDE 99 uygulandiginda, disi yavrularinin
primordiyal, primer ve sekonder folikiil sayisinda diisiis ve puberta baslangig
zamaninda gecikme meydana geldigi gézlenmistir (Lilienthal ve ark. 2006). Ayni
deney modeliyle yapilan bagka bir ¢alismada, BDE 99 ile disi yavrularin
hipotalamuslarindaki progesteron reseptoriic mRNA ekspresyonunun azaldigi,
Ostrojen reseptorii alfanin mRNA ekspresyonunun Onemli derecede arttig
belirlenmistir. Ote yandan, PBDE 99’un deneyde kullanilan her iki dozu da, disi

yavrularda diizensiz Ostrus sikluslarinin artmasina neden olmustur (Ostrus veya
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diostrus stirelerinde artis goriilmiistiir. Ayrica bu hayvanlarda kontrol grubuna gore,
kur yapma, sigrama, tirmanma ve lordozis gibi seksiiel davranislarin 6nemli

derecede azaldigi bildirilmistir (Faass ve ark. 2013).

Domuz ovaryumlarindan elde edilen folikiiller 0.25, 10, 17.5 ng/ml PBDE 99
ile 24 saat inkiibe edilmis, PBDE 99’un kullanilan tiim dozlar1 progesteron,
androstenedion ve testosteron iiretimini 6nemli oranda artirirken, dstrojen diizeyi
ile steroid enzimlerin (CYP17A1, CYP19A1 ve 17B-HSD) aktivitesini ve
ekspresyonunu etkilemedigi goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglarla PBDE99’un
progesteron sentezinin daha dnceki asamalarinda gorev alan Star, CYP11A1 ve 3p3-
HSD gibi enzimlerin aktivitesi {izerine ekili olabilecegi ileri stirlilmistiir (Karpeta
ve ark. 2011).

Domuz granuloza ve teka hiicrelerinin ko-kiiltiire edildigi bir ¢alismada,
hiicreler igerisinde PBDE 99 da bulunan bir karisim ile 24 ve 48 saat siireyle
muamele edilmistir. Ik inkiibasyon periyodunun ardindan (24 saat) karisimin
sadece diisiik dozu Ostrojen, progesteron ve testosteron diizeylerini artirmistir.
Inkiibasyonun 48. saatinden sonra ise karisimin diisiik ve orta dozunun 8strojen ve
testosteron seviyesini artirirken, yiiksek dozunun diisiirdiigii belirlenmistir. Ancak
progesteronun her ii¢ konsantrasyonda da onemli derecede arttigi gozlenmistir

(Karpeta ve Gregoraszczuk 2010).

Domuz luteal hiicrelerine toplam 48 saat siireyle 50-500 ng/mL PBDE 99
uygulanan bir arastirmada (Gregoraszczuk ve ark. 2012), inkiibasyonun 24.
saatinde 3B-HSD aktivitesindeki artisa bagli olarak tim dozlarda progesteron
iiretiminde 6nemli derecede (2 kat) artis oldugu, ancak 48. saatte 6nemli bir fark
olmadig1 ve PBDE 99 uygulanan gruplarda apoptozis markirlarindan olan kaspas

3, 8 ve 9 aktivitesinde de artis meydana geldigi gdzlenmistir.

Arastirmanin konusu olan EBB’ler, iireme, gelisme ve birtakim fizyolojik
davranislar1 kontrol eden hormonlarin, sentezinden viicuttan atilimina kadarki tiim
metabolizmasina miidahale edebilmektedirler (Kavlock ve ark. 1996). Yakin
zamanda, EBB’lerin insan ve bir¢ok tiiriin disi iireme sisteminde olumsuz etkilere

yol actig1 da ortaya koyulmustur (Gregoraszczuk ve ark. 2012, Petro ve ark. 2012,
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Romani ve ark. 2013). Ancak yapilan literatiir taramasinda EBB’lerin inek korpus
luteumu Tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalarin ¢ok sinirlt oldugu anlasilmis
ve luteal progesteron sentezi lizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya da
rastlanilamamistir. Bu nedenle tez ¢alismasinin amaci; modern hayatin i¢inde insan
ve hayvanlarin maalesef pek ¢ok yerde maruz kaldigi EBB’lerden BPA, DEHP ve
PBDE 99’un, gida sektorii ve iilke ekonomisi agisindan 6nemli bir yere sahip olan
sigirlarin siklus kontroliinde gorev alan progesteron sentezi iizerine etkisini
arastirmaktir. Bu amagla sigir luteal hiicreleri iizerine ad1 gecen EBB’lerin farkl

dozlar1 uygulanmis ve progesteron sentezi lizerine etkileri aragtirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Arac ve Gerecler

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Biyolojik hava kabini (Esco Class 11 BSC)

Inverted mikroskop (Olympus, CKX41)

Masa {istii buharli sterilizator (Systec, 2540EL)

Paketleme cihazi (Euroseal, 2001 Plus)

Hava filtrasyon cihazi (Light Prossess, UV-FAN M2/55P-H-JON)
Distile ve ultra saf su cihazi1 (Millipore, Elix-5, Synergy 185)
Etiiv (Niive, EN 055)

Hassas terazi (Sartorius, CP225D)

Vorteks (Stuart, SA8)

Santrifiij cihazi (Hettich, EBA 21)

Mini santrifiij (Eppendorf, MiniSpin Plus)

Karbondioksitli inkiibator (Binder, CB 150)

Calkalamali su banyosu (Julabo, SW23)

Gamma sayact (Mini-assay type 6.20)

© 0o N o g B~ w b PE

e e o e
o > W b = O

Isitmali manyetik karistirict (IKA-RET, Basic)

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.  Dulbecco's Modified Eagles Medyum/Nutrient mixture F-12 HAM (Sigma
D8437, USA)

22(R)-Hidroksikolesterol (Sigma H9384, USA)

5B -Androstan-33-ol-17-one (Steroloids A3670, Newport)

ITS Premiks (Sigma 13146, USA)

Antibiyotik/Antimikotik Soliisyon (Sigma, A5955, ABD)

Sigir Serum Albumin (Sigma, A9418, ABD)

I O
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7. Yeni Dogmus Buzagi Serumu (Sigma, N4637, ABD)

8.  Beta-Nikotinamid Adenin Dinukleotid Hidrat (Sigma, N7004, ABD)
9.  Nitro Blue Tetrazolium (Sigma, N5514,ABD)

10. Trypan Blue Soliisyonu (Sigma, T8154, ABD)

11. Fosfate Buffer Solusyon Tabletleri (Sigma, P4417, ABD)

12. Sigmacote (Sigma, SL2, ABD)

13.  Deoksiriboniikleaz (Sigma, D4527, ABD)

14. Kollajenaz tip IA (Sigma, C2674, ABD)

15. Dimetil siilfoksit (Sigma, D2650, ABD)

16. %70 etanol

17. Bisfenol A (Sigma, 42088, ABD)

18. Bis (2-etilheksil) Fitalat (Sigma, 67261, ABD)

19. Pentabromlu difenileter 99 (MCAT GmbH, MC 9861, Almanya)
20. Paraformaldehit (Sigma, P-6148, ABD)

21. Progesteron RIA kiti (Beckman Coulter, IM1188, ABD)

2.2. Yontem

Arastirmada endokrin bozucu bilesiklerden BPA, DEHP ve PBDE 99’un luteal
hiicrelerde sentezlenen progesteron hormonu {izerine etkisi arastirildi. Bu amacla
izolasyon isleminden sonra luteal hiicreler, endokrin bozucu bilesiklerin farkli
dozlarina maruz birakilarak uygun besi yeri ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyonun
belirli zaman araliklarinda toplanan medyumlar hormon analizi yapilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edildi. Daha sonra radioimmunoasssay (RIA) yontemiyle ticari
progesteron RIA kiti (Beckman Coulter, IM1188) kullanilarak hormon 6l¢tim

yapilarak sentezlenen progesteron diizeyindeki degisiklikler degerlendirildi.

Luteal hiicrelerin izolasyonu O'shaughnessy ve Wathes (1985)’in daha once
gelistirdikleri metodda bazi modifikasyonlar yapilarak gergeklestirildi. Arastirma
yiiriitiiliirken; laboratuvar ortam1 ve deney diizeninin hazirlanmasi, uygun dokunun

toplanmasi, luteal hiicrelerin izole edilmesi, hiicre sayimi ve boyama, hiicrelere
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muamele edilecek kimyasal dozlarinin hazirlanmasi, hiicre ekimi ve inkiibasyonu ve

hormon 6l¢iimii basamaklari izlendi.

2.2.1. Laboratuvar Ortami ve Deney Diizeninin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan pastor pipeti, erlenmayer, huni vb. bazi cam malzemelerin i¢
yiizeyini piiriizsiizlestirmek amaciyla bu malzemeler 6nce Sigmacote (Sigma SL2,
USA) adl1 kimyasal bir soliiSyondan sonra da birkag¢ defa distile sudan gegirildi. Biitiin
malzemeler sterilizasyon i¢in tek tek paketlenerek otoklava konuldu ve 120 °C’de, 20
dakika sterilize edildi. Plastik malzemeler de tek kullanimlik ve steril olanlardan

segildi.

Deneyden bir giin 6nce laboratuvar dezenfekte edildi ve deneyden en az 2-3 saat
once de hava filtrasyon cihazi galistirildi. Bu sirada biyolojik kabine alinan malzemeler

15 dakika boyunca ultra viole (UV) 1sinina maruz birakildi.

2.2.2. Uygun Dokunun Toplanmasi

Calismada in vitro deney modeli olarak tercih edilen luteal hiicrelerin kaynagi olan
inek ovaryumlar1 yerel mezbahalardan temin edildi. Kesilen hayvanlardan alinan
ovaryumlar oldukca hizli bir sekilde, steril sartlarda ve soguk zincir altinda
laboratuvara tagindi. Ovaryumlar iizerinde bulunan korpus luteum dokulari Ireland ve
ark. (1980) tarafindan daha 6nceden belirlenmis olan kriterlere gore (Cizelge 2.1.)
incelenerek midluteal donem igerisinde bulunan korpus luteumu barindiran en uygun

ovaryum deneyde kullanilmak tizere ayrildi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Uygun ovaryum ve korpus luteumun dis (a) ve i¢ (b) goriintiisii.

Cizelge 2.1. ineklerde 6strus siklusu siiresince ovaryum ve korpus luteumda
gerceklesen yapisal degisiklikler. KL: Korpus Luteum (Ireland ve ark. 1980).

biiyiik folikiil

goriilebilir

Korpus Ostrus Siklusunun Asamalari
Luteumun 2. (5-10) 3.(11-17)
1.(-4) Midluteal Midluteal 4. (18-20)
Ren'g Klrn.nZl Renk: KL’un tepe
Ovulasyon:
Dis eoriiniimii | Heniiz sckillenmi noktasi kirmizi /
§ gorunumu Uz § $ kahverengi Renk: Turuncu / Renk: A¢ik
Ovulasyon : .
. Ovulasyon Noktast: hafif kahverengi sar1 / beyaz
Noktasi: Epitel .
Epitel doku
doku tarafindan tarafindan drtiilmi
daha Ortiilmemis © U
i¢ goriiniimii | Renk: Kirmizi Renk: KL un tepe
nadiren kanla noktast kirmizi / Turuncu Turuncu /
dolu, doku gevsek | kahverengi kalan sari
yapili kismu turuncu
Cap1 0.5-15cm 16-2cm 16-2cm ! cmden
kiiciik
Yiizeyindeki Baglangicinda
damarlasma ; periferde, siireg
durumu Goriilmez Dele el Etieis ilerledikge tepe Goriinmez
sinirl <
noktasina dogru
seyretmekte
Kesin olmamakla
10 mm ve daha | e, Gorillir birlikte, bazen | Gorilliir

49




2.2.3. Luteal Hiicrelerin izole Edilmesi

2.2.3.1. Dokunun izolasyon i¢cin Hazirlanmas

Calisma icin kriterlere en uygun olan ovaryum belirlendikten sonra, yiizey
dezenfeksiyonunu saglamak i¢in, ovaryum 6nce %70’lik alkolden sonra da steril
fizyolojik tuzlu sudan gecirildi ve biyolojik hava kabini i¢indeki plastik petri kabina
koyuldu. Ovaryum {izerindeki korpus luteum dokusu makas yardimiyla acildi.
Ardindan egik uclu cerrahi makasla kapsulaya tasmadan, dokunun i¢ kismindan alinan
luteal doku baska bir plastik petri kabina aktarildi ve tek tarafi keskin jilet ile daha
kiigiik parcalara ayrildi. Kan hiicrelerini uzaklastirmak i¢in, pargcalanan doku, huni
tizerine yerlestirilen bir siizge¢ (100 um) icerisine alindi ve medyumla yikandi.
Yikanan doku, baska bir cam huni yardimiyla agzi vida kapakli erlenmayere
aktarilarak izolasyon medyumu hazirlanana kadar +4 °C’ye kaldirildi (O'shaughnessy
ve Wathes 1985).

2.2.3.2. izolasyon Medyumunun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin izole Edilmesi

Izolasyon sirasinda kullanilan medyumun bilesiminde, bag dokuyu sindirecek ve ag1ga
cikan serbest hiicrelerin beslenmesini saglayacak gerekli kimyasal maddeler
bulunmaktadir. Bag dokuyu sindirerek hiicrelerin tek tek agiga ¢ikmasini, medyuma
ilave edilen kollajenaz enzimi saglamaktadir. Bu sirada pargalanan bagdoku
hiicrelerinden agiga ¢ikan DNA’nin, luteal hiicrelerin birbirine yapismasina ve
kiimelesmesine neden oldugu icin, ortamdan uzaklastirllmasi gerekmektedir.
Izolasyon medyumuna eklenen DNA’az enzimi ortamdaki bu DNA kalintilarin
parcalayarak hiicre yapismasi sorunu Onlemektedir. Ayrica izolasyon islemleri
siiresince hiicrelerin yeteri diizeyde beslenebilmesi icin, hazirlanan medyuma sigir
serum albiimini (BSA) eklendi. Muhtemel bakteri ve mantar kontaminasyon risklerini

en aza indirmek i¢in antibiyotik-antimikotik karisimi da ilave edildi.
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Enzimatik sindirim esnasinda luteal doku tek seferde biitiin hiicrelerine
ayrismadifi i¢in kimyasal ayristirma islemi 4-8 defa tekrarlandi. Izolasyon medyumu
hazirlanirken 6ncelikle 60 ml 15 mM HEPES igeren DMEM/F12 tizerine 2.5 mg/mL
BSA, 0.04 mg/mL DNA’az ve %1 oraninda antibiyotik-antimikotik soliisyonu ilave
edildi. Bu karistmin 10 mL’si lizerine 2 mg kollajenaz eklendi. Ardindan %95
safliktaki oksijenle 2 dakika boyunca oksijenlenen medyum 0.22 pm’lik filtreden
gecirilerek cam erlenmayer i¢cinde bulunan luteal dokunun {izerine aktarildi. Agzi
sikica kapatilan erlenmayer, dokunun enzimatik olarak parcalanmasi i¢in, 30 dakika
boyunca 37 °C’deki ¢alkalamal1 su banyosuna kaldirildi. ilk 30 dk. tamamlandiginda
dokudan ayrigan ve siipernatant i¢ginde bulunan hiicreler cam pastdr pipeti yardimiyla
dikkatlice toplanarak steril bir falkon tiipe aktarildi. Yeterli sayida hiicre elde etmek
i¢in enzimatik sindirim islemi 4-8 defa tekrarlandi. Ancak ilk 30 dakikalik birinci
inkiibasyondan sonra diger tiim inkiibasyonlar 15 dk. arayla yapildi. Inkiibasyonlar
arasinda 15 mL’lik falkonlara toplanan siipernatantlar, sindirilmemis doku artiklarini
uzaklastirmak i¢in porlar1 100 um olan steril filtreden siiziilerek 50 mL’lik falkon tiipte
birlestirildi. Elde edilen bu siispansiyonu enzimlerden (kollajenaz ve DNA’az)
arindirmak i¢in, tiiptin bos kalan kism1 medyumla tamamlanarak 300 g/5 dk. santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra tstte kalan sivi kisim atildi ve dipteki pellet dikkatlice
pipetlenerek homojenize edildi. Sonra {izeri tekrar medyumla tamamlanarak santrifiij
edilip yikandi. Bu islem {i¢ kez tekrarlandi. En son tiiplin dibinde toplanan hiicreler
agz1 genis baska bir erlenmayere aktarildi ve bir miktar medyum ile siispanse edildi.
Ardindan iki ayr1 mikrotiipe belirli miktarlarda bu siispansiyondan alinarak hiicre

sayma islemine gegildi (O'shaughnessy ve Wathes 1985).

2.2.4. Hiicre Sayimi ve Boyama

Hiicre canlilik oraninin tespiti igin trypan blue soliisyonu kullanildi. Trypan blue
canliligint yitirmis olan hiicrelerin zarlarindan igeri girerek hiicreyi maviye
boyamaktadir. Ancak Trypan blue canli hiicre membranindan gecemedigi i¢in hiicreler
saydam-sarimsi-beyaz bir renkte goziikmektedir. Trypan blue ile canli hiicre oranini

belirleyebilmek i¢in; 50 pl hiicre siispansiyonu iizerine 50 pl de trypan blue soliisyonu
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eklendi. Yaklasik 5 dk. bekledikten sonra hiicre + trypan blue karisimdan 10 pl alinip
Neubauer lami iizerinde mavi renk alan hiicreler 61ii, boya almayan ve sarimsi-saydam
renkte goriilen hiicreler ise canli kabul edilerek hiicreler sayildi ve 1 ml’deki canh
hiicre sayis1 belirlendi. Arastirmada canlilik oranini %80 ve iistii olan izolasyonlar

basarili olarak kabul edildi.

Inkiibasyon boyunca hiicrelerin biiyiime ve gelismelerini takip edebilmek i¢in
pleytte boyama gergeklestirildi. Inkiibasyonun 18. ve 96. saatlerinde kontrol grubu
boyama pleytlerine, deney sonlandirildiginda (120. saat) ise, kontrol dahil kimyasal
madde uygulanan biitiin gruplarin pleytlerine boyama yapildi. Bunun i¢in; dncelikle
pleytin kuyucuklarindaki medyum bosaltild1 ve kuyucuklar PBS ile bir defa yikandi
ve lizerine 2 mL %1 ’lik paraformaldehit soliisyonu eklenerek, hiicreler 20 dakika tespit
edildi. Daha sonra 2 defa daha PBS ile yikanan pleyt tabanindaki hiicrelerin iizerine
800 pl 6zel boyama soliisyonundan (PBS igerisinde; %0.1 BSA + 1.5 mM NAD + 0.25
mM Nitro blue tetrazolium +0.2 mM 5pB-androstan-3B-0l-17 one) ilave edildi.
Aliminyum folyoya sarilan pleytler 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi (Bao ve ark. 1995).
Bu siirelerin sonunda koyu mavi renge boyanan luteal hiicrelerin yapisma, biiylime,

gelisme ve dallanmalart mikroskopta ¢ekilen fotograflarla goriintiilendi.

2.2.5. Hiicrelere Uygulanacak Kimyasal Dozlarinin Hazirlanmasi

Hiicrelere uygulanacak EBB’ler i¢in dncelikle, 2.28 mg BPA 1 mL %70 etanolde, 3.9
mg DEHP 996.1 ul DMSO’da ve 5.64 mg PBDE 99 1 mL DMSO’da ¢dzdiiriilerek 10*
UM stok soliisyonlar hazirlandi. Daha sonra bu stoklar belli oranlarda sulandirilarak
alt dozlar elde edildi. Elde edilen bu dozlar pleyt kuyucuklarindaki 2 mL’lik kiiltiir
medyumlarina eklendiginde 100 kat daha seyreltilerek calismada kullanilan asil dozlar
elde edilmis oldu.

Calismada kullanilan asil dozlar1 elde etmek icin, mikrotiip igerisine konan 234
ul ve 900 ul medyumlarin iizerine, 10 uM olarak hazirlanan stok BPA soliisyonundan

100’er pl eklenerek 3000 ve 1000 uM alt dozlar elde edildi. Daha sonra 1000 uM’lik
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dozdan alinan 100’er pul BPA soliisyonu mikrotiip igerisindeki 234 ve 900 pl
medyumun iizerine ilave edilip sulandirilarak 300 ve 100 uM’lik alt dozlar elde edildi.
Calismalarda kullanilan her doz i¢in iki kuyucuk ayrildi ve her kuyucuga da 2 ml
medyum konuldu. Daha 6nce hazirlanmis olan 100, 300, 1000 ve 3000 uM’lik her bir
dozdan 20 pl kuyucuklardaki medyuma ilave edilerek 1, 3, 10 ve 30 pM’lik uygulama
dozlarina ulasildi. Coziicii etkisini ortadan kaldirmak i¢in kontrol grubuna da en
yiiksek dozda bulunan ¢oziicli miktar1 kadar %70 etanol (%0.1) ilave edildi. DEHP ve
PBDE 99’un DMSO ile hazirlanan 10* uM stok dozlar1 da ayni miktarlarda medyum
ile sulandirilarak DEHP i¢in; 1, 3, 10 ve 30 uM ve PBDE 99 i¢in; 0.1, 0.3, 1, 3 uM’lik
uygulama dozlar1 elde edildi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Luteal hiicrelere uygulanan endokrin bozucu bilesikler ve dozlari.

BPA DEHP PBDE 99
1 uM 1 uM 0.1 uM
3 uM 3uM 0.3 uM
10 uM 10 uM 1uM
30 uM 30 uM 3uM

2.2.6. Hiicre Ekimi ve inkiibasyonu

Izole edilen luteal hiicreler 6 kuyucuktan olusan plastik hiicre kiiltiirii pleytlerine
ekilerek inkiibe edildi. Bu iglem i¢in oncelikle inkiibasyon boyunca hiicrelerin temel
ithtiyaclarini karsilayacak besi yeri medyumu hazirlandi. Kullanilacak pleyt sayisina

gore kuyucuk bagina 2 mL kiiltiir medyumu gelecek sekilde bir 6n hesaplama yapildi.

Ihtiyaca gére hesap edilen besi ortamin1 hazirlamak igin, 15 mM HEPES igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s ve HAM’s F-12 (v/v) medyumu iizerine %10 oraninda
yeni dogmus buzagi serumu (NCS) ve %1 oraninda antibiyotik-antimikotik soliisyonu
eklendi ve iyice karistirildi. Daha sonra karigim pleytlerin her bir kuyucuguna 2 mL
pipetlendi. Ote yandan, izolasyon sonucu elde edilen ve mililitresindeki hiicre sayisi

bilinen siispansiyon ihtiyaca gére medyumla sulandirilarak her kuyucuguna 100’er pl
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ilave edildi ve homojen bir dagilim olmasi i¢in pleytler hafif¢ce calkalandi. Ardindan
inkiibasyon i¢in 37 °C’ye ayarlamis karbondioksitli etiive kaldirildi.

Deney protokoliine gore hiicreler toplam 120 saat boyunca inkiibe edildi.
Medyuma eklenen NCS yardimiyla hiicrelerin pleytin tabanina yapismasi i¢in ilk 24
saatlik siirede hiicrelere herhangi bir kimyasal madde uygulanmadi. On sekizinci saatte
yapilan pleyt boyamasi ile hiicrelerin yapisma durumu incelendi. Hiicre sayis1 ve
yapigma oraninin yeterli oldugu goriildiikten sonra, icerisinde NCS yerine %1°lik ITS
premiksi bulunan ve daha dnceden dozlar1 ayarlanmis EBB (BPA, DEHP ve PBDE
99) igeren taze medyum hazirlandi. Yine hazirlanan bu besi ortamina steroid sentezi
icin luteal hiicrelerin ihtiya¢ duyacagi kolesterol (22R hidroksikolesterol) de 10 pg/ml

olarak eklendi.

Inkiibasyonun 24. saatinde pleytlerdeki eski medyum toplanip atildi, yerine her
kuyucuga 2’ser mL olacak sekilde, yeni hazirlanmis ve EBB eklenmis medyum
karisimi konuldu ve 37 °C’deki CO2’li inkiibatore kaldirilarak 48 saat inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda (96. saat) ortamdaki medyum hormon analizi yapmak {izere mikro
tiiplere topland1 ve -20 °C saklandi. Pleytteki hiicrelere 2’ser mL EBB igeren taze
hazirlanmis medyum ilave edilerek hiicreler yeniden 48 saatlik inkiibasyona kaldirildu.
Son inkiibasyonun ardindan (120. saat) pleytlerdeki tiim medyumlar mikro tiiplere
toplandi. Boylece luteal hiicreler, 48 saat arayla iki kez BPA, DEHP ve PBDE 99’a
maruz birakilmis oldu. Denemeler aynmi protokolle her bir EBB i¢in 4 kez
tekrarlanarak, toplanan tiim medyumlar hormon analizi yapilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

2.2.7. Hormon Olc¢iimii

Hormon 6l¢iimlerini yapmak i¢in ticari progesteron kiti ile ¢alisan gama sayact (Mini-
Assay Type 6-20) kullanildi. Olgiim islemlerinde progesteron RIA kiti (Beckman
Coulter, Katalog no: IM1188) kullanildi. Numunelerdeki mevcut hormon miktarinin,

kitin Ol¢lim araliginda olmasi icin gerekli sulandirma oranlar1 6n denemelerle
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belirlendi. Her bir 6rnek cift calisildi. Hormon oOlgiimiinden elde edilen sayisal
degerlerin ng/ml doniistiiriilmesi igin AssayZap (Biosoft/United Kingdom) adli

bilgisayar programi kullanildi.

2.2.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA)
paket programi ile gerceklestirildi. Inkiibasyonun 96. ve 120. saatlerinde elde edilen
progesteron hormonunun ortalama degerleri arasindaki farkliligin hesaplanmasinda
tekrarli Ol¢imlerde varyans analizi, farkin anlamli oldugu gruplar arasindaki

onemliligin kontrolii i¢in ise Tukey testi kullanildi.

55



3. BULGULAR

3.1. Mikroskobik Bulgular

Inkiibasyon oncesi ile inkiibasyonun 24. saatinde steroidojenik aktiviteye sahip olan

ve mavi-mor boyanan luteal hiicrelerin sekil 3.1°deki gibi, membran biitiinliigiine

sahip, yuvarlak, diizgiin ve 3-HSD yéniinden aktif olduklar1 gézlendi. Inkiibasyon

slirecinde ise, luteal hiicrelerin pleyt tabanina yapigarak, biiyiiyiip gelistigi, etrafina

kollar attig1 ve ¢evresindeki diger luteal hiicrelerle iletisim kurdugu goriildii (Sekil

3.1). Degisik konsantrasyonlarda EBB uygulanan gruplarda ise, hiicrelerin biiyiimesi

ve yogunlugu yeterli diizeyde olmasina ragmen, kontrol grubuna kiyasla daha agik

renkte boyandiklar1 gozlendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Kontrol grubuna ait, inkiibasyon oncesi (A) ve inkiibasyonun 18. (B), 96.
(C) ve 120. saatinde (D) 3B-HSD aktivitesi pozitif luteal hiicreler (x20).
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Sekil 3.2. 30 uM BPA (A), 30 uM DEHP (B) ve 0.3 uM PBDE 99 (C) grubunda,
inkiibasyonun 120. saatinde 33-HSD aktivitesi pozitif luteal hiicreler (x20).
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3.2. Progesteron Diizeyleri

Calismada midluteal donemdeki inek ovaryumlarindan elde edilen luteal hiicrelere,
BPA, DEHP ve PBDE 99’un farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu sentezledikleri

progesteron diizeyleri sekil 3.3 — 3.5 arasinda verildi.

3.2.1. Luteal Progesteron Sentezi Uzerine Bisfenol A’nin EtKisi

Sekil 3.3’de de goriildiigii gibi, giderek artan dozlarda uygulanan BPA’nin hemen
hemen tim dozlarinin (1, 3, 10 ve 30 uM) hem 96. saatte hem de 120. saatte
progesteron tiretimini kontrole kiyasla énemli derecede (p<0.05) azalttig1 belirlendi
(120. saatte 1 uM’lik dozdaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi).
Inkiibasyonun 96. saatinde 1, 3 ve 10 uM dozlarin progesteron sentezini baskilayici
etkileri arasinda istatistiksel bir fark gozlenmezken, 30 uM’lik dozda 1 ve 3 uM
dozlara gore belirgin oranda (p<0.05) azalma gézlendi. Yiiz yirminci saatte ise, | pM
BPA uygulanan gruptaki progesteron diizeyi kontrole yakin bulunurken, 3, 10 ve 30

uM BPA dozlarinda progesteron seviyesinin giderek azaldigi belirlendi.
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Sekil 3.3. Inek luteal hiicrelerinin progesteron sentezi iizerine BPA’nin etkisi.
a, b, c, d: 96. ve 120. saatlerde farkl1 harfleri gosteren gruplar arasindaki fark dnemlidir,
*: 96. ve 120. saatler arasindaki fark énemlidir.
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Doksan altinct ve 120. saatlerdeki progesteron seviyesi incelendiginde, 1, 3 ve
10 uM BPA uygulanan gruplarda 96. saate kiyasla bir fark gézlenmezken, kontrol ve
30 uM dozda 6nemli derecede (p<0.05) bir azalma goriildii (Sekil 3.3).

3.2.2. Luteal Progesteron Sentezi Uzerine Dietilheksil Fitalatin EtKisi

Sekil 3.4’te dictilheksil fitalatin farkli dozlarinin (1, 3, 10 ve 30 uM) luteal
hiicrelerdeki progesteron sentezi lizerine etkileri gosterildi. Arastirma sonucuna gore
DEHP’in progesteron sentezini azaltici etkisi 96. saatte kontrole kiyasla, yalnizca 3 ve
30 uM’lik dozlarda goriiliirken, 120. saatte bu etkinin en diisiik dozdan itibaren (1 uM)
daha belirgin oldugu gozlendi (p<0.001). Inkiibasyonun 120. saatinde meydana gelen
progesteron seviyesindeki azalma 1, 3 ve 10 uM’lik dozlarda benzer oranlardayken,

30 uM’lik dozda gozlenen azalma oldukga belirgindi (p<0.001).

Luteal hiicrelerin progesteron iiretimi 96. ve 120. saatler arasinda
karsilastirildiginda, 120. saatte kontrol dahil DEHP uygulanan biitiin gruplardaki

progesteron sentezinin 96. saate kiyasla 6énemli oranda azaldig1 gozlendi.
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Sekil 3.4. Inek luteal hiicrelerinin progesteron sentezi iizerine DEHP 1n etkisi.
a, b, c, d: 96. ve 120. saatlerde farkl1 harfleri gosteren gruplar arasindaki fark dnemlidir,
*:96. ve 120. saatler arasindaki fark énemlidir.
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3.2.3. Luteal Progesteron Sentezi Uzerine Pentabromlu Difenileter 99’un Etkisi

Pentabromlu difenileter 99’un luteal hiicrelerdeki progesteron diizeyine etkilerini
gosteren Sekil 3.5 incelendiginde, inkiibasyonun 96. saatinde hiicrelere uygulanan 0.1
ve 0.3 uM PBDE 99’un progesteron diizeyini 6nemli derecede (p<0.001) artirdig1
gorildii. Ayni inkiibasyon saatinde PBDE 99°un 1 uM dozunda 6l¢iilen progesteron
seviyesi kontrolle benzer diizeydeyken, 3 uM’lik dozda istatiksel olarak dnemli oranda
azalma belirlendi (p<0.001). Yiiz yirminci saatte meydana gelen progesteron
sentezindeki artis kontrol grubuna kiyasla 0.3 uM dozda istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken, en yiiksek progesteron iretimi 0.1 uM’lik dozda gozlendi (p<0.05).
Ayni inkiibasyon periyodunda 1 ve 3 pM PBDE 99’un ise progesteron iiretimini hem
kontrole hem de 0.1 ve 0.3 uM’lik dozlara oranla 6nemli derecede (p<0.001) azalttig
belirlendi (Sekil 3.5).

Luteal hiicrelerdeki progesteron seviyesi 96. ve 120. saatler arasinda
karsilastirildiginda, 0.3, 1 ve 3 uM PBDE 99 uygulanan hiicre gruplarinin 120. saatteki
diizeylerinin 96. saate kiyasla 6nemli oranda (p<0.05) azaldig1 gozlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Inek luteal hiicrelerinin progesteron sentezi iizerine PBDE 99°un etkisi.
a, b, c, d: 96. ve 120. saatlerde farkl1 harfleri gosteren gruplar arasindaki fark dnemlidir,
*: 96. ve 120. saatler arasindaki fark énemlidir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Disi tireme fizyolojisi, tiir, soy ve liremenin devamlilig1 acisindan biiyiik bir dneme
sahiptir (Li ve ark. 2012). Uzerinde oositer ve folikiiler gelisimin meydana gelmesi,
ovulasyon ve korpus luteum sekillenmesi, liremeyle ilgili baz1 steroid hormonlarin
sentezlenip salinmasi gibi ¢esitli olaylar1 kapsayan ovaryum fizyolojisinde, gegici
endokrin bir bez olan korpus luteumun rolii olduk¢a biiyliktiir (Schatten ve
Constantinescu 2007, Romani ve ark. 2013). Viicudun ve 6zellikle de iireme sisteminin
en onemli hormonlarindan biri olan progesteron, korpus luteum ve plasenta basta
olmak {izere, adrenal korteks, testis ve ovaryumun folikiiler hiicrelerinde

tiretilmektedir (Y1lmaz 1999).

Bilimsel, teknolojik ve endiistriyel gelismelerin insanlarin giinliik hayatina
sundugu kolaylik ve avantajlar, birtakim sorunlar1 da beraberinde getirmistir. Siirekli
talep edilen {irlin agi@in1 kapatmak i¢in basvurulan yollar, bu sirada ortaya ¢ikan
kimyasal maddelerin, hava, su ve toprak gibi ¢evresel etmenleri kontamine ederek
dogadaki tiim canlilarin hem kendileri hem de gelecek nesilleri igin ciddi tehditler

olusturmaktadirlar (Talsness ve ark. 2005).

Yapilan literatiir taramasinda, arastirmada tercih edilen EBB’lerden BPA, DEHP
ve PBDE 99’un luteal hiicreler lizerine etkileriyle ilgili insan (Romani ve ark. 2013,
Romani ve ark. 2014), koyun (Herreros ve ark. 2013, Veiga-Lopez ve ark. 2014),
tavsan (Parillo ve ark. 2014), rat (Xu ve ark. 2010, Ma ve ark. 2011, Mendoza-
Rodriguez ve ark. 2011) ve domuz (Gregoraszczuk ve ark. 2012)’larda gergeklestirilen
bazi in vivo ve in vitro arastirmalara rastlanilmasina ragmen, ineklerde sadece
DEHP’in plazma progesteron (Kalo ve ark. 2015), ve luteal oksitosin hormonu
seviyesine etkilerinin incelendigi (Wang ve ark. 2010) ¢alismalar diginda herhangi bir
bilgiye ulasilamadi. Bu yiizden deney materyali olarak progesteron {iretiminin en
yiiksek oldugu midluteal donemdeki inek korpus luteumlarindan elde edilen luteal
hiicreler tercih edildi. Ineklerin iireme fizyolojisi sadece gebelik siiresi bakimindan
degil, ovaryum fonksiyonlar1 agisindan da insanlarla 6nemli benzerlik gostermektedir

(Campbell ve ark. 2003). Calismanin in vitro deney modeli olarak tasarlanmasi ve
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lokal mezbahalar yardimiyla, deney materyalinin kolay temin edilmesi sigir
calismalarinin 6niinii agmaktadir. Ayrica sigirlarin insan sagligi ve ekonomi agisindan
onemi de bilinen bir gercektir. Sigirlarin dogurganlik oranlarindaki diisiisiin, artan
EBB maruziyetiyle iligkili oldugunun diisiiniilmesi ve endokrin sistemle siki bagi
bulunan ovaryumlarin EBB’lerin hedef organlart arasinda oldugunun ileri

stiriilmesinden dolay1 ¢caligsmada inek luteal hiicreleri kullanildu.

Literatiir taramasindan elde edilen bilgiye gore, in vitro ortamda degisik hiicre
modelleri iizerinde yapilan daha 6nceki calismalarda (Mlynarcikova ve ark. 2005,
Karpeta ve Gregoraszczuk 2010, Gregoraszczuk ve ark. 2012, Grossman ve ark. 2012,
Piche ve ark. 2012, Romani ve ark. 2013, Souza ve ark. 2013, Aung ve ark. 2014, Ge
ve ark. 2014) kullanilan dozlar gbz oniine alinarak ve ¢aligma kapsaminda yapilan 6n
denemeler sonucunda, ¢calismada BPA ve DEHP i¢in 1, 3, 10, 30 uM, PBDE 99 i¢in
de 0.1, 0.3, 1 ve 3 uM dozlarin kullanilmas1 kararlastirildi. Deneysel ¢aligmalar ve
istatistiksel analizler sonucu elde edilen veriler, BPA ve DEHP’in doz ve zamana
paralel olarak progesteron sentezini azalttigini, PBDE 99’un ise diisiik dozlarda
progesteron diizeyini artirirken, yiliksek dozlarda azalttigimi gosterdi. Hormon
analiziyle elde edilen bu sonuglar, inkiibasyonun 120. saatinde 3B-HSD aktivitesi
azalan ve daha soluk boyanan ve Sekil 3.2°de gosterilen hiicre goriintiileriyle de
desteklendi.

Mevcut calismada luteal hiicrelere uygulanan 1, 3, 10 ve 30 uM BPA
konsantrasyonlarinin hem 96. hem de 120. saatte progesteron sentezini kontrole
kiyasla azaltmasi BPA’nin progesteron sentezi lizerine baskilayici etkisini ortaya
koymus olup, bu bulgular Romani ve ark. (2013)’nin insan luteal hiicrelerine
uyguladiklar1 0.1 ve 1 uM’lik BPA’nin etkileri ile olduk¢a benzerdir. Bununla birlikte,
Mansur ve ark. (2016)’nin insan granuloza hiicrelerine uyguladiklar1 2 ve 20 pg/mL,
Peretz ve Flaws (2013)’in fare antral folikiillerine uyguladiklar1 4.4-440 pM ve
Grasselli ve ark. (2010)’nin domuz granuloza hiicrelerine uyguladiklar1 0.1-10 pM
BPA’nin progesteron iiretimini azaltmasi, arastirmamizda goriilen sonuglarla uyum
igerisinde olsa da, in vitro ortamda rat granuloza hiicrelerine uygulanan 0.1-10 uM
BPA (Zhou ve ark. 2008) ve domuz granuloza hiicrelerine uygulanan 10 uM BPA’nin

(Mlynarc¢ikova ve ark. 2005) progesteron diizeyini artirdigini bildiren arastirma
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bulgular1 da mevcuttur. Ozellikle Grasselli ve ark. (2010) ile Mlynaré¢ikova ve ark.
(2005)’nin domuz granuloza hiicrelerinde yaptiklari g¢alismalarin ayni dozlarda
birbirine zit etki yapmasi, bu dozlardaki etkinin granuloza hiicrelerindeki
giivenilirligini distlindiiriicii niteliktedir. Ayrica deneysel calismalarda kullanilan
hayvan tiirli ve hiicre tipi, uygulanan dozlar ve maruziyet siireleri gibi farkliliklar, elde
edilen sonuglarin birbirleriyle ¢elismesine neden olabildigi de bilinmektedir (Craig ve
ark. 2011).

Diistik dozlardaki (0.1-10 uM) BPA’nin rat granuloza hiicrelerinde progesteron
sentezini artirdigini bildiren Zhou ve ark. (2008) ile domuz granuloza hiicrelerinde 10
uM BPA dozunda ayni sonuca ulasan Mlynar¢ikova ve ark. (2005)’nin yaptiklari
caligmalarda, her ikisi de 100 uM BPA konsantrasyonunun progesteron seviyesini
onemli derecede (p<0.05) azalttigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, aragtirmamizda
da luteal hiicrelerle muamele edilen ve en yiiksek doz olan 30 pM’lik BPA’nin, hem
96. hem de 120. saatte hiicrelerden salinan progesteron seviyesini azaltma diizeyi bir
yandan 10 uM’lik dozun etkisine benzerken, diger yandan da kontrole gore etkisi en
belirgin olan grup oldu. Bu bulgular, 10 ve 100 ug/mL BPA uygulanan fare antral
folikiilleri ile 2 ve 20 pg/mL BPA uygulanan insan granuloza hiicrelerinden elde edilen
sonuclarla da uyum igerisindedir (Peretz ve ark. 2011, Peretz ve Flaws 2013, Mansur

ve ark. 2016).

Kontrol grubunda 96. saate kiyasla 120. saatte goriilen progesteron diizeyindeki
azalmanin, kiltiir ortamindaki saglikli hiicrelerin progesteron iiretmek icin
kullandiklar1 kolesteroliin yetersiz kalmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
En yiiksek dozda goriilen (30 uM) inkiibasyon siireleri (96. ve 120. saat) arasindaki
farkin da, bu dozun luteal hiicreler ilizerindeki toksik etkisinin zamana bagli olarak
artmis olmasindan kaynaklanabilecegi (Mlynarcikova ve ark. 2005, Zhou ve ark.
2008) ve bu yiizden progesteron {retiminin zamana bagli olarak azaldig

diistiniilmektedir.

Bisfenol A’ya maruz kalan hiicrelerde, progesteron sentezindeki azalmaya
steroidogenez siirecinde gorev alan bazi enzimlerin (Star, CYP11A1 ve 33-HSD)

ekspresyonundaki diisilisiin de eslik ettigi bildirilmektedir (Zhou ve ark. 2008, Peretz
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ve ark. 2011, Peretz ve Flaws 2013, Mansur ve ark. 2016). Luteal hiicreler,
ovulasyonun ardindan folikiil hiicrelerinin (granuloza ve teka) girdigi luteinlesme
stirecini tamamlamasiyla olusmaktadir (Miyamoto ve ark. 2011). StAR kolesteroliin
mitokondri i¢ine tagmnmasini, CYP11A1 (Sitokrom P450scc) kolesteroliin,
progesteron 6n maddesi olan pregnanolona doniisiimiinii, 33-HSD ise pregnanolonun
progesterona doniisiimiinii saglayan enzimlerdir (Niswender 2002). Bu enzim
aktivitelerinin/ifadelerinin azalmasi steroid hormon sentezinin baskilanmasina neden
olmaktadir. Folikiil hiicrelerinde meydana gelen steroidogenez siireci luteal
hiicrelerdekine benzemektedir (Ohara ve ark. 1987). Dolayisiyla granuloza
hiicrelerinde steroidojenik enzim aktivitesini diisiiren BPA, luteal hiicrelerde de benzer
etkiye sebep olabilir. Bu baglamda tez ¢alinmasinda kullanilan 1-30 uM BPA’nin
luteal progesteron sentezini diisiirmesinin altinda yatan mekanizmanin steroidojenik

enzim aktivitesindeki azalmayla ilgili olabilecegi diisiinilmektedir.

Arastirmamizdan elde edilen bulgularda, DEHP’in 96. saatte 3, 10 ve 30 uM’lik
konsantrasyonlarda, 120. saatte ise biitiin dozlarda, luteal progesteron sentezini kontrol
grubuna gore belirgin diizeyde azaltmasi (p<0.05) daha 6nce yapilan bazi in vivo ve in
vitro caligmalarda da benzerlik gostermektedir (Treinen ve ark. 1990, Svechnikova ve
ark. 2007, Li ve ark. 2012, Parillo ve ark. 2014, Romani ve ark. 2014, Guerra ve ark.
2016). Insan granuloza hiicrelerinde 167 uM’1n altindaki dozlarda DEHP’in birincil
metaboliti olan MEHP’in progesteron sentezine bir etkisinin olmadigin1 belirten
(Reinsberg ve ark. 2009), domuz kumulus oosit kompleksinde 1 uM DEHP’in
(Mlynarcikova ve ark. 2009) ve rat sekonder folikiilinde MEHP’in 30 ve 100 uM
dozlarinin (Inada ve ark. 2012) progesteron sentezini artirdigini bildiren bazi
caligmalar bulunmasina ragmen, 0.001-0.1 uM DEHP’in insan granuloza hiicrelerinde
hCG uyarimli (Guerra ve ark. 2016), 0.1 ve 1 pM DEHP’in ise insan luteal
hiicrelerinde hem bazal hem de hCG uyarimli (Romani ve ark. 2014) progesteron
{iretimini azalttigin1 rapor eden arastirmalar da bulunmaktadir. /n vitro ortamda degisik
konsantrasyonlarda (10-277 uM) DEHP uygulanarak tavsan luteal hiicreleri (Parillo
ve ark. 2014), rat granuloza hiicreleri (Treinen ve ark. 1990) ve fare antral folikiilii
(Gupta ve ark. 2010) ile tiimor Leydig hiicrelerinde (Piche ve ark. 2012)

gergeklestirilen bazi ¢alismalarin bulgular1 arastirmamizda kullanilan 10 ve 30 uM
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dozlardan elde edilen bulgularla olduk¢a benzerdir. Bu bulgular ayrica, fare (Li ve ark.
2012), rat (Svechnikova ve ark. 2007) ve tavsan (Parillo ve ark. 2014)’larda in vivo
olarak uygulanan DEHP’in plazma/serum progesteron diizeyini disiirdiigiinii rapor
eden calismalarla da desteklenmektedir. Ancak Herreros ve ark. (2013)’nin koyunlara
kas i¢i ve damar i¢i yolla uygulanan 25 ve 50 mg/kg DEHP’in korpus luteumun
kiictilmesine ve luteal fazin kisalmasina sebep olurken, plazma progesteron diizeyinin
yiikseldigini rapor etmislerdir. Yazar ve ekibi korpus luteumdaki yapisal degisiklige
ragmen progesteron diizeyinde gozlenen bu artisi DEHP’in progesteron klerensini

diistirmesinden kaynaklanabilecegini ileri siirmektedirler.

Doz gruplarinin 96. ve 120. inkiibasyon saatinde meydana gelen progesteron
tiretimleri karsilastirildiginda, 120. saatte kontrol dahil tiim gruplarda progesteron
sentezinin azalmasi, DEHP’in inkiibasyon siiresi uzadik¢a granuloza hiicrelerinde
progesteron sentezini azaltici etkisinin arttig1 bildirimiyle uyum icerisindedir. Ayrica
kontrol grubu luteal hiicrelerde de progesteron liretiminin zamana bagli olarak azaldig:
belirtilmistir (Gregoraszczuk ve ark. 2012, Guerra ve ark. 2016). Bu azalmanin da
ortama ilave edilen kolesteroliin zamana bagli olarak ¢ogalan hiicrelerin progesteron

sentezlemesi i¢in yetersiz kalmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

Korpus luteumun DEHP maruziyeti ile morfolojik olarak hasara ugradigini ve
ostrus siklusunun luteal fazinin kisaldigini bildiren galigmalarin (Xu ve ark. 2010, Ma
ve ark. 2011, Herreros ve ark. 2013) yani1 sira, DEHP’in in vitro steroidogenez siirecini
olumsuz etkiledigini rapor eden arastirmalar da mevcuttur. Tavsan luteal hiicreleri
(Parillo ve ark. 2014), rat granuloza (Treinen ve ark. 1990) ve Leydig hiicreleri
(Svechnikov ve ark. 2008) ile fare Leydig hiicrelerinde (Piche ve ark. 2012) yapilan
baz1 c¢alisgmalarda DEHP’in 0Ostrojen, progesteron ve testosteron gibi steroid
hormonlarin iiretim mekanizmasinda rol alan cAMP, StAR, CYP11A1, 3B-HSD
enzim ve proteinlerinin aktivitesinde ve mRNA ekspresyonunda azalmaya neden
oldugu bildirilmektedir. Farkli hiicrelerde meydana gelmis olsa da, kolesterolden en
alt basamaktaki Ostrojenin liretimine kadar gerceklesen steroidogenez siirecinde gérev
alan enzim ve proteinlerin ayni oldugu bilinmektedir. Arastirmamizda 1-30 pM
konsantrasyonlarinda kullanilan DEHP’in progesteron sentezini azaltmasinin,

literatiirden edinilen bu bilgiler dogrultusunda, DEHP’in luteal steroidogenez
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stirecinde bu enzim basamaklarindan bir veya birkagina miidahale etmesinden
kaynaklandigin1 diisiindiirmektedir. Ancak luteal hiicreler iizerine yapilmis olan
calismalarin  yetersizligi nedeniyle ilerde yapilacak arastirmalarla sonucun

desteklenmesinin gerektigi de diisiintilmektedir.

Bisfenol A ve DEHP’in aksine, PBDE 99’un diisiik dozlarda (0.1 ve 0.3 uM),
96. ve 120. saatlik inkiibasyonlarda progesteron liretimini uyarici etki yaptigi, ancak
bu etkinin zamanla azaldig, yiikksek dozlarda ise (1 ve 3 uM) progesteron sentezini
baskiladig1 bulgusu, Gregoraszczuk ve ark. (2012) domuz luteal hiicrelerinde, 50-500
ng/mL (yaklasik olarak 0.1-1 uM) PBDE 99’un, kisa siireli inkiibasyon periyodunda
(24 saat) progesteron sentezini artirdigini, ancak 48. saatte bu etkinin ortadan

kalktigini ileri siirdiigii calismalariyla benzerlik gostermektedir.

Domuz ovarian folikiilleri lizerine tek bagina (Karpeta ve ark. 2011) ve bir PBDE
karisimi igerisinde (Karpeta ve Gregoraszczuk 2010) 0.25-17.5 ng/mL dozlarinda
uygulanan PBDE 99’un, progesteron sentezini artirdigini bildiren ¢alismalarin yani
sira, in vivo serum progesteron diizeyini diistirdiigli (Alonso ve ark. 2010) de rapor
edilmistir. Bununla birlikte < 1 puM PBDE 99’un steroidogenez siirecinin
basamaklarinda yer alan diger cinsiyet hormonlarmin (Ostrojen, testosteron ve
androstenedion) sentezi iizerine de uyarict etki yaptigi bildirilmektedir

(Gregoraszczuk ve ark. 2008b, Karpeta ve Gregoraszczuk 2010, Karpeta ve ark. 2011).

Polibromlu difenileterlerin ekstrinsik (kaspas 8) ve intrinsik/mitokondriyal
(kaspas 9) yolaklarla apoptozu uyarici bir etkiye sahip olmasi, PBDE 99’un korpus
luteum tizerinde apoptoz uyaric etkisinin olabilecegini gostermektedir. Nitekim luteal
hiicrelerde kisa siireli PBDE 99 maruziyetinin hem kaspas -8 ve -9 aktivitesini hem de
progesteron seviyesini artirdigini rapor edilmistir (Gregoraszczuk ve ark. 2012). Daha
once yapilan bagka bir ¢alismada da apoptoz basladiktan sonraki birkag saat igerisinde
progesteron sekresyonunun arttigini bildirilmistir (Keren-Tal ve ark. 1995). Apoptoz
sinyallerinin birincil hedefi mitokondrilerdir. Dolayisiyla mitokondrinin hasar
gormedigi durumlarda steroidogenezis ve apoptozis ayni hiicrede total hiicre 6liimii
gerceklesene kadar goriilebilir (Amsterdam ve ark. 2003). Gregoraszczuk ve ark.

(2012) kisa siireli inkiibasyon periyotlarinda efektor kaspas-3’iin artmadigini yani
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mitokondriyal biitliinligiin bozulmadigin1 gostermistir. Ayrica yine kisa siireli
inkiibasyonlarda artan kaspas -8 ve -9 aktivitesine bagli olarak c¢ekirdege yaklasan
mitokondri, kolesteroliin pregnanolona doniisiimiinden sorumlu oldugu siirece
steroidojenik aktivitenin bozulmadigi anlasilabilir. Dahas1 apoptotik hiicrelerdeki lipit
damlaciklari ve mitokondrinin ¢ekirdek ¢evresinde kiimelesmesi steroidojenik
olaylarin etkinligini dolayisiyla progesteron sentezini artirabilir. (Gregoraszczuk ve
ark. 2012). Karpeta ve Gregoraszczuk (2010) da domuz granuloza ve teka
hiicrelerinden salinan steroid hormonlarinin enzim aktivitesi hakkinda bilgi veren
progesteron/testosteron oraninin PBDE 99 maruziyetine bagh olarak artmasini, 3p-
HSD enzim aktivitesindeki artistan ileri gelebilecegini ileri siirmiislerdir. Luteal
hiicrelerde de pregnanolonun progesterona doniligimiinii 33-HSD  enzimi
gerceklestirmektedir (Niswender 2002). Dolayisiyla arastirmada goriilen disiik
dozlardaki (0.1 ve 0.3 uM) PBDE 99’un progesteron sentezini artirmasinin, PBDE
99’un olusturdugu apoptozisin kisa déonem maruziyette mitokondriyal biitiinligiin
korunarak steroidogenezis siirecini bozmadigini, hatta bu olayin lipit damlaciklari ve
mitokondri kiimelesmesine neden olarak kolesteroliin pregnanolona, dolayisiyla

progesterona doniistimiinii artirmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Gregoraszczuk ve ark. (2012) PBDE 99’un maruziyet siiresi uzadik¢a
progesteron sentezi azalirken, luteal hiicrelerdeki 6nemli apoptoz belirteglerinden olan
kaspas-3 aktivitesinde de artts meydana geldigini bildirmislerdir. Kaspas-3
aktivitesindeki artis ile mitokondrinin apoptozdan etkilendigi ve steroidogenez
stirecinin  bozularak progesteron seviyesinde azalmanin goriildiigiinii  One
stirmiislerdir. Bu bilgiler, 96. saate nazaran 120. saatte 0.3, 1 ve 3 uM’lik PBDE 99’un
progesteron seviyesini diistirmesini aciklayici niteliktedir. Korpus luteumun normal
stiresini tamamladiktan sonra luteal hiicrelerin apoptoza ugramasi olagan bir
durumdur. Ancak midluteal donemde EBB’lere maruziyetine bagli meydana
gelebilecek bir apoptozun progesteron sentezini diisiirmesi (Gregoraszczuk ve ark.
2012) veya progesteron lUretiminin azalmasina bagli gerceklesecek apoptoz siireci
(Rueda ve ark. 2000) siklusun normal seyrini aksatacak ve basta infertilite olmak iizere
birgok lireme problemlerine neden olacaktir. Bu nedenle PBDE 99’un diisiik dozlarda

luteal progesteron sentezi iizerine uyarici etki yaptigi ve bu etkinin doz ve zaman bagh
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olarak azaldigini, hatta yliksek dozlarda progesteron sentezini baskilayici etkisinin
oldugunu ortaya koyan arastirma sonuglarimiz olduk¢a Onemlidir. Ancak ilerde
yapilacak caligmalarla PBDE 99’un uyarici etkisinin steroidogenez siirecinin hangi
basamaginda ortaya ¢iktigi ve uzun siireli maruziyette apoptozise neden olup

olmadiginin gosterilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, yaygin kullanim alanlarindan 6tiirii insan ve hayvanlarin
icerisinde bulundugu ¢evre ve yasam ortamlarinda yogun miktarda bulunan
EBB’lerden BPA ve DEHP’in ¢esitli dozlarinin ineklerde steroidogenez siirecini
bozarak luteal progesteron sentezini diisiirdiigii; PBDE 99’un ise diisiik dozlarinin (0.1
ve 0.3 uM) progesteron sentezini artirirken, 30 uM’lik dozunun azalttigi gosterilmistir.
Ureme fizyolojisi acisindan ovaryumun hormonal dengesinin 6nemi oldukca
biiyiiktiir. Yapilan denemelerle ortaya ¢ikan sonuglar, daha dnce belirtilen ovaryumun
EBB’ler i¢in hedef organ oldugu bilgisini desteklerken, progesteron sentezini
dolayisiyla hormonal dengeyi de olumsuz bir sekilde etkiledigini gostermistir. Ayrica
arastirmanin ineklerde yapilmis olmasi da ayr1 bir 6neme sahiptir. Ciinkii inek luteal
hiicreleriyle daha 6nce yapilmis benzeri bir calismaya rastlanilmamistir. Bu yoniiyle
orijinallik arz eden c¢alisma, sigirlarin iilke ekonomisindeki yeri de diisliniildiigiinde,
EBB’lerin bu hayvanlarin tireme saglig1 lizerine etkilerini ortaya koymasi agisindan da

onemli katkilarda bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, in vitro ortamda ortaya konan bu sonuglarin, mevcut konuyla ilgili
yapilmis calismalar1 da goz Oniine alinarak, inek, koyun, keci gibi ekonomik ve besin
degeri ac¢isindan 6nem arz eden ¢iftlik hayvanlarinda, in vivo olarak da desteklenmesi,
canl lizerindeki gercek etkilerini agiklayabilecek arastirmalarin yapilmasinin yararl
olacag diistiniilmektedir. Ayrica, ¢evre kirliligi ve ireme sagligi konular titizlikle ele
aliarak, son yillarda liretimi ve tiikketimi artan bu tiir endiistriyel kimyasallarin
kullaniminin en aza indirilmesi veya bilingli bir sekilde kullanilmasi ve usuliince
ortadan kaldirilmasi i¢in hem toplumsal bilinglenmenin saglanmas1 hem de bazi resmi
politikalar izlenmesinin faydali olabilecegi goriinen bir gercektedir. Aksi takdirde
sadece hayvanlarda degil, dogadaki tiim canlilarda neslin devamini saglayan iireme

sagliginin bundan olumsuz etkilenebilecegi aciktir.
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