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Ozet: Bu aragtirmada farelere gebeligin 14. ginlinden
baslayarak 5 giin sure ile gunliik 6 pg dozunda (6ug x5)
misir yaginda ¢ozindurilen DES (Dietilstilbestrol) oral
yolla verildi. ilagla dogrudan etkilesen kime ve bun-
lann disi yavrularindan kemik iligi alimp kromozomal
aberasyonlar incelendi. Msp | enzimi ile verdikleri bant
alanlan saptandi. Ayrica karaciger homojenatinda
ADA (Adenozin deaminaz) aktiviteleri izlendi, Dogrudan
ilacla etkilestirilen anne farelerde hipodiploidi, hiperdip-
loidi ve toplam sayisal anomalilerde artis (p<0,05), telo-
merde birlesme, sentromerden birlegsme ve toplam
yapisal anomalilerde artis (p<0,05) izlendi. Ayrica bu
grupta mikrogcekirdek ile anafaz képrisi bulgulan dik-
kat gekti. Bu farelerin digi yavrulannda ise bu anomali-
lerde anlaml artis gozlenmedi. Msp 1 enzimi fikse kro-
mozomlara uygulandiginda disi fareler ve yavrulannda

ve kontrollerde, G bant benzeri yapilar olusturdu. ADA
aktivitesi ise dogrudan ilagla etkilesen farelerde anlaml

2Tip Fakiittesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dall

Summary: /In this research study, dietilstilbestrol (DES)
dissolved in corn oil was applied orally to mice in daily
dosages of 6ug (5x6 ng) for five days beginning on 14,
the day of pregnancy. Bone marrow was obtained from
the group directly affected by drug and the female
offsprings their chromosomes were examined and
banding regions of the chromosomes were determined
by Msp | enzyme. In addition the adenosine deaminase
(ADA) activity was measured from liver homogenate.
Hyperdiploidy and hypodiploidy were observed in
chromosomes of mice subjected to DES directly and
significant increase in total numerical anomalies,
telomere association, centromere association and total
structural anomalies were noted. Also anaphase bridge
and micronucleus findings of DES applied group were
calling attention. Fewer anomalies were encountered in
the female offsprings of these mice. Msp | RE (restric-
tion endonuclease) was applied on the chromosomes of
mother mice and their offsprings and control groups
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artisa (p<0,05) neden olurken, yavrularinda bu etkiyi
gostermedi.

Anahtar Sozciikler: Dietilstilbestrol, adenozin deami-
naz, kromozom aberasyonu, Msp | RE, I. II. Jenerasyon
fare,

" Aragtirma, 1. yazarn doktora tezine ek olarak yapi-
lan enzim galismasini da icermektedir.

DES, nonsteroid yapili sentetik ostrojendir. Dogal ve
sentetik Ostrojenlere oranla metabolizmalan ayn ve
yavaslir. Bir kez uygulanmasindan haftalar sonra bile or-
ganizmada varligi saptanabilir (1,2). Klinik ve hay-
vancilik alaninda kullanimi yaygindir, ilk senteziendigi
1950'li yillardan beri, gebe kadinlarda diistgi énlemek
amaci ile kullamimistir (3). Fetal dénemde DES ile etki-
lenen kiz gocuklarda, puberte sonrasinda normal popu-
lasyonda seyrek gorilen vaginal adenokarsinom olgu-
larinda artis izlenmigtir (4). Bu durum adenokarsinom ile
DES kullammi arasinda bir paralellik olabilecedi bici-
minde yorumlanmis ve bu ilacin kullanimi sinirlanmigtir
(1, 4-6). Ayrica fetal dénemde DES ile etkilenen erkek
¢ocuklarda jinekomasti ve azospermi bildirilmigtir (6, 7).
Ayrnica DES'in anabolizan olarak kullanimi da yaygindr,
Karsinojenik etkilerinin belirlenmesi ile kullanimi bir gok
ulkede yasaklanmig ya da simirlandinimigtir . Etlerdeki
kalinti diizeyleri ozellikle izlenmektedir (2, 5, 6). Ulke-
mizde ithal edilen hayvanlarda anabolizaniarnn kalinti
dizeyi incelenirken, vyerli Gretimde bu kontroliin
yapildigina iliskin bulgu yoktur (1). 1734 sayili Yem
Yonetmeligine goére, yemlerde anabolizan kullanimi
yasak olmasina kargin, yapilan bir aragtirmada, yemler-
de DES varligi saptanmistir (6).

DNA nukleotid yapi taslarini olusturan, dért azotlu baz-
dan sitozine metil kékinin baglanmasi, gelisen
hlcrelerde genetik agma, kapama olayini saglar, Metil
kokdanin varhdg ya da yoklugu sinyal gibi dizenleyici
proteinleri etkiler. Baglangigda metilli olan bélgeler hipo-
metile olursa sessiz genlerin aktivite kazandigi gozlenir
(). Bu durum genetik sifrenin aynmlasmasi ve yanlis
kodlamalara neden olur (9). DNA {izerindeki metil
kOklerinin dagiimi kimi Restriction endonuclease (RE)
enzimleri ile belirlenir ve DNA haritalanmasi ile biyotek-
noloji alaninda yaygin olarak kullamilir (9-11). RE'ler ¢
ana baglkta incelenir; Tip | ve Il tepkimede ATP kul-
lanirken, Tip Il ATP kullanmaz. Msp | RE Tip Il enzimle-
rindendir (12).
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used as experimental material it has been observed a G
bant-like structure had formed. Although activity of ADA
affects mice exposed to drug directly and this is
confirned by statistical analyses (p<0,05), no such
effects were observed in offsprings.

Key Words: Diethylstilbestrol, adenosine deaminase,
chromosome aberation, Msp | RE, |, Il. generation mice.

ADA purin nukleotid yikiminda adenozinin inozine
cevrilmesinde etken olan bir enzimdir. Yalniz adenozine
ozgu olmayip 2-deoksiadenozinin deoksiinozine deami-
ne edilmesini de saglar (13, 14). Bu enzimin eksikligi du-
rumunda, agir immun yetmezlik bulgusu gésteren ade-
nozin deaminaz yetersizligi ortaya gikar.

Besin zinciri ile ya da ilag olarak organizmayi etkileyen
DES'in kanserojen etkileri yanisira, kromozomal anoma-
liler olugturabildigi gdsterilmistir. Bu bilgiler dogrultusun-
da calismarmizda kontrol grubuna karsi, ilag verilen
farelerin yavrularinda ve kendilerinde olasi kromozomal
anomalileri, Msp | RE ile de metillenen bélgelerin vere-
cekleri bantlarin aynmimi  izlemek amaglanmistir.
Ayrnica, DNA sentezinde yikima bagl aktivite ayrnmi
olugabilecegi diginilerek ADA aktivitesi de caligilmis-
tir.

Gereg ve Yontem

Aragtirma iki bolim olarak planlanmistir. |. bollimde kro-
mozom incelemeleri ve Msp | RE ile verilen bant alanlan
saptanmig, Il. bélimde ise karaciger homojenatinda
ADA aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

l. Arastirma kimesine 16, kontrol kimesine 8 adet gebe
tare (8 haftalik, 25-30 gr agirhginda Mus musculus var,
albino) alindi. Gebeligin 14. glninden sonra glnlik 6
g dozunda misir yaginda ¢bzilen DES oral gavaj ile
¢alisma kiimesine uygulandi. Kontrol kiimesine ise ayni
yolla yalmiz misir yag verildi. Gebelik sonunda yavrular
sltten kesilinceye dek anne ile birlikde tutuldu. Bazi yav-
rularin élmesi ile 54 denek, 28 kontrol olmak lzere disi
yavrular ¢aligma kimesine alindi. Seksiel olguniuga
erigmesi beklenen yavrular 21 gin sonra servikal dislo-
kasyon ile Oldurdldd. Aymi bigcimde, anne fareler de
oldUraldd ve her iki kimeden de kemik iligi alinarak,
kromozom calismasi yapildi. Istatistiksel degerlendirme
igin “t" testi kullaniid.
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Kromozom arastirmasi igin farelere intraperitonal olarak
kolsisin injekte edildi. Iki saat sonra servikal dislokasyon-
la GldUraldl ve femur kemikleri gikanldi, Kemik temizlen-
dikten sonra proksimal ucu kesilip 0,5 ml fotal dana se-
rumu iceren enjektdre ¢ekildi. Bu karigim 100rpm de 10
dk. santriflj edildi. Supernatan atilip pelet Gzerine 7ml
hipotonik (0,075 M KCI) ¢bzelti eklenip 37 C etlivde 25
dk. inkiibe edildi. Inkilbasyon sonunda 1000rpm de 10
dk. santrifiij edildi. Pelet Gzerine Carnoy fiksatifi (glasial
asetik asit/metanol 1/3) eklenip santrif(j edildi. Pelet fik-
satifle iki kez daha ayni islem uygulandi. Son kalan
pelet temizlenmis lamiara yayildi. Lamlar bir gece oda
sicakliginda bekletildi. 0,1M fosfat tamponu ile
hazitlanan %3 giemsa ile boyandi. Her kiimeden iki
adet preparat G bant ile bantlanarak degerlendirildi.

Standart islemden sonra, elde edilen kromozom prepa-
ratlarindan her kiime igin iki adet olacak bigimde Mspl
RE ile bantlanmasi yapildi. Her biri igin 40 (I enzim kul-
lamildi. Mspl enzimi tamponu ile (I'de 0,5 ui enzim bulu-
nacak sekilde hazidandi. Hazirlanan preparat nem
saglayan kadit diskler bulunan petri kutularina
yerlestirildi ve 37 C etlviere kondu. 2-3 saatlik strelerle
bant kalitesi denendi % 4 giemsa ile boyandi.

Il. ADA aktivitesini saptamak igin yapilan deneyde ise 6
denek, 4 kontrol gebe fare kullamidi. Bunlara da oral
gavaj yolu ile misir yaginda ¢odzllmis DES ginlik 5 ug
dozunda, gebeligin 14, gininden itibaren uyguland.
Kontrol grubuna ise yaliniz misir yagi verildi. Gebelik
sonunda deney igin 18, kontrol igin 12 yavru fare elde
edildi. Yavrularin sitten kesilmesinden sonra, 21 ginde
seksuel olgunluga erigmesi beklendi. Bu slireler sonun-
da, anne ve yavru fareler servikal dislokasyonla éldi-
riliip, karacigerleri gikarildi. 0,15 KCI ile yikandi, kaba
terazide tartihp 1 gr hik pargalar ézitlemede kullaniidi.
1:3 g/ml oraninda 0,15 KCI ekleyip 1400 devir/dakika’da
teflon cam ozitleyicide (B. Braun) (¢ vurusta ezildi.
Homojenat JA 21 rotor ile 0 C'de vakumlu olarak 4800 g
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15 dakika santrifdj edildi (Sogutmali, vakumlu- Beckman
model J 2 santriflij). Elde edilen supernatanda ADA akti-
vitesi saptandi (15). Ozgil aktiviteler Shimadzu UV-
1201, UV-Vis spektrofotometre ve bagl calisan Nive
BM 101 atagsmani ile belirlendi. Optik dansite 265 nm de
ADA aktivitesi olgilop U/mg olarak degerlendirildi. Kro-
mozom aberasyonlan igin istatistiksel degerlendirmeler;
kontrol ve denek kUmesi her fare igin 100 metafaz
sayilarak kromozom aberasyonlar incelendi. Elde edi-
len veriler “iki yuzde arasindaki ayirmin énemlilik testi
ile degerlendiriidi. ADA aktivitesi icin istatistiksel
degerlendirmelerde "Mann-Whitney U" testi kullanildi
(16).

Bulgular

DES ile dogrudan etkilenen anne fareler, kontrol kiimesi
ile yapisal ve sayisal anomali yoninden karsilastinid).
Hipodiploidi, hiperdiploidi ve toplam andploidi yoninde
kKhmeler arasi ayinmin anlamli (p<0,05) oldugu gorildu
(Tablo 1). Ayrica kontrollerde hi¢ rastlanmamasina
karsin poliploidi gésteren metafaz alanlar yaygin olarak
belirlendi (Resim 1). Ayni kimede yapisal anomali
sikhgl izlendi. Telomerden birlesme, sentromerden
birlesme ve toplam anomalide anlamli fark bulundu
(p<0,05) (Tablo Il). Bu kumede ayrica anafaz kopriisl
ve mikrogekirdek bulgulan dikkati gekti (Resim 2, 3).

Fetal donemde DES ile etkilenen yavru farelerde ise
yalniz toplam yapisal ve sayisal anomaliler kontrole
kargt anlamli olarak saptandi (p<0,05) (Tablo I, 1V).

Msp | enzimi ile etkilestirilen kromozomlar hem kontrolde
hem de deneklerde her iki kiimede de G bant benzeri
yap! olusturdu (Hesim 4). Bant alanlarinda degigim
gbzlenmedi.

ADA aktivite degerleri dlcimunde ise kontrol ve denek
anneler arasinda anlamli degisim izlenirken (U= 16,
p<0,05) kontrol ve denek yavrular arasinda bu deger
onemsiz bulundu (Tablo V).

Tablo |. DES verilen farelerde sayisal kromozom anomalileri,
Sayilan Hipodiploit Hiperdiploit Poliploidi Normal Toplam
_ metafaz n=39 n=41> n=40 Andpl.
Kontrol anne n=8 100 2(%e) - 98(%:98) 2(%2)
Denek Anne n=16 100 4(%4) 4(%4) 92(%92) 8(%:8)
S0nug t=2,11 =211 1=2.29
p<0,05* p<0,05° _ p<0,05
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Tablo Il. DES verilen farelerde yapisal kromozom anomalileri,
Say| Disent Ring Gap Telomer Sentrik Frag. Fragil Toplam
) meta Krom. Krom yap! birleg flizyon krom krom Anomali
Kontrol n=8 100 - 4 - 2 2 - - g
Denek n=16 100 2 6 1 6 7 2 2 26
Sonug - t=1.53 t=0,66 t=1,02 =2.0 =25 =153 =1,53 1=3,46
p=>0,05 p=0,05 p=0,05 p<0,05% p<0,05" p=0,05 p=0,05 p=<0,05*
Tablo Ill. Denek disi yavrularda sayisal kromozom anomalilerl.
Sayilan, Hipodiploidi Hipodiploidi Normal Toplam
Metaf n=39< n=41 n=42 n=43 n=40 Anbp B
Kentrol n=28 100 3(%3) - 2(%2) - 95(%95) 5(%5)
Denek n=54 100 7(%7) 2(%2) -- 2(%2) 89(%89) 11(%11)
Saonug =133 t=1,53 t=1,53 t=1.53 - =2.00
p=0,05 p=0,05 p=0,05 p=>0,05 p<0,05*
Tablo IV, Denek disi yavrularda sayisal kromozom anomalileri.
Sayi Disent Ring Gap Telomer Sentrik Frag. Fragil Toplam
Metasf. Krom. Krom Yapi. Birles Flzyon Krom. Krom. Anomali
Kontrol n=28 100 - 2 - 1 3 - = [
Denek n=54 100 1 5 - 3 6 -- 1 15
Sonug - t=1.02 t=1.2 -- t=1,05 t=1.15 - t=1,02 1=2.27
p=>0,05 p=0,05 - p>0,05 p<0,05 -- p=0,05 p<0,05°

Tablo V. ADA aktivitesinin (U/mg) kontrol ve deneklerde karsilastirimasi.
(Mus Musculus karaciger homojenatindan spektrofotometrik dlgtim).

DES D_Enek ve kontrol [!IJES] n X+Sx Sonug
Kontrol, Anne 4 0,043+0,011

Denek, Anne 6 0,02140,0017 U=16,p<0,05"
Kontrol, Disi Yavru 12 0,019+0,0017

Denek, Digi Yavru 18 0,028+0,004 U=14,p=0,05

Resim 1. Denek anne farede poliploid yapi gdsteren metafaz
alan (2n=40) (x1000).

Hesim 2. Denek anne farede mikrogekirdek drnedi (x1000).
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Resim 3. Denek anne farede anafaz kdpriist 6rnedi (x1000).

Hesim 4. Denek anne farenin Msp | RE ile etkilesimi sonucu G
bant benzeri yapi aynca telomerden birlesme (x1000).
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Kimyasal mutagenesis ve deneylerinden elde edilen
sonuglar pek cok mutajen ve karsinojenin ayni zamanda
anoploidi indikleyicisi oldugunu bildirmektedir (9, 17).
DES ile yapilan kimi arastirmalarda, kromozomlarda
cesitli bozukluklara neden oldugu bildirilmistir (18, 19).
Tumér gozelerinde yapilan bir arastirmada 11 ve 19.
kromozomlarda trizomi saptanirken (20), insan ve Suri-
ye hamsterlerinin fibroblastlarnini karsilagtiran bir baska
aragtirmada tetraploidi ve heteroploidi artigi géralmustir
(21). Doza bagh yapisal ve sayisal anomaliler de bildiril-
mistir (17). Arastirmamiz sonuglari bu veriler ile uyum-
luluk gbstermektedir, DES'in  anodploidi frekansinda
artisa neden oldugu, bunu da mitotik aygitta incinme ya-
parak ortaya ¢ikardigi belirtiimistir (20). Calismamizda,
ozellikle poliploidinin dogrudan ila¢ alan kimede artisi
mitotik aygit incinmesine dolayisi ile mikrotabil toplu-
lugunun bozulmasina baglanabilir. Yapisal kromozom
dizensizliklerinde de degisik sonuclar bildiritmigtir,
Ornegin, Ekmekci ring kromozom yapisinda anlamli
artis izlemis (17) olmasina Karsin, biz bu yapida
degisiklik gbzleyemedik.

Callgmamizda, telomer ve sentromerden birlesme ve
toplam anéploidi yonunden anlaml artis saptandi. DES
verilen annelerin yavrularinda ise tek, tek sayisal ve
yapisal anomalilerde ayinm izlenmemesine karsin,
ancak hem toplam sayisal hem de toplam yapisal yon-
den anlamli artis belirledik. DES ile yapilan aragtirmalar
daha gok karsinojenik etkilerine yonelikdir. Deney hay-
vanlar ile yapilan bir arastirmada farelerde vagina, ser-
viks, uterus, ovaryum ve testiste, ratlarda hipofiz ve
meme tamdrleri izlenmigtir (22). DES verilmis hayvan-
larin etleri ile beslenen ratlarda ciddi treme bozukluklan
bildirilmistir (1). Bir diger arastirmada, gebelere DES ve-
rilmis dogum surelerinin uzadigi, kilo aliminin azaldig
ve dogan yavrularda disik dogum agirligr ve gelisim
geriligl belitiimistir (23, 24). Arastirmamizda da benzer
sonuglara ulagiimistir. Eger, gebelere DES gebeligin 14.
gununden énce uygulanirsa yavrularin belirgin bigimde
kuguk oldugu ve gebelik surelerinin kontrole gére en az
iki gun daha uzun oldugu izlendi.

RE ile yapilan arastirmalarda Ava Il, Alu | RE fikse kro-
mozomlarda C bant yapist , Eco RI, Bst NI, Msp | , Hpa
Il nin G bant yapist olusturdugu bildirilmigtir ve kimi
llaglar ile bant yapilaninda aynmlasma olabilecedi belir-
tilmigtir (25, 26), DES ile yaptigimiz bu cgalismada
DES'in metilasyona etkili olabilecegi ve metilli bolgelerin

Mspl RE ile kontrolllere gore ayri bant alanlan verebile-
cegl dosunuldia. Ancak DES'le etkilenenlerde kontrolle-
rin bant yapilaninda her hangi bir degisiklik gérilimedi.
Her iki kiimede de G bant benzeri yapi izlendi. Metafaz
alanlarini daha ¢ok bilylitme imkani olmamasi nedeni
ile kiclk degisimler izlenememis olabilir. Mikrogekirdek
oraninda artis ise 3-3' DES ile yapilan bir galisma
sonuclan ile uyumiudur. Bu aragtirma sirasinda kromo-
zom ve kromatin hareketleri izlenmig DES’in kinetokor
hareketlerini bozup mikrocekirdek olusumuna neden ola-
bilecegi bildirilmistir (27). Arastirmamizi mikrogekirdek
saptamak icin gereken islemlere goére kurmamamiza
kargin ilagla dogrudan etkilenen kiimede mikrogekirdek
sayisinda belirgin artis saptandi. Ayrica, gene ilagla
dogrudan etkilenenlerde anafaz koprisunin, her prepa-
ratta gorilmesi rastlanti olmadigi ve DES'in bu bolinme
anomalisine neden olabilecegi dusundida. Mikrocekir-
dek, anafaz kopriisi bulgulan fetal dénemde DES'e
maruz kalan yavrularda gézlenmedi. Ancak annelerde
de, yavrularda da gen dizeyindeki aynmlagsmalar izlene-
medi.

ADA enziminin kalitimsal eksikligi nukleosit metaboliz-
masinda degisimlere yol acar (28). 1, 2 ve 3 aylik
surelerle DES verilen farelerde yapilan bir aragtirmada
bir ay DES verilenlerin diginda 2 ve 3 aylik periyotlarda
ADA aktivitesinde periyodik artis izlenmistir (29).
Aragtirmamizda ise gebeliginde ilag uygulanan kiimede
ADA aktivitesinde kontrole gére anlamlh artis izlenirken,
yavrularda dnemli bir ayinm goértimemigtir. Bu bilgilere
gore DES'in, DNA yikimina bagh olarak ADA sentezi ve
aktivitesini ayrimlastirdigr séylenebilir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore, DES ile ge-
belik doneminde etkilenen anne farelerde, kromozom
anomalileri, mikrogekirdek ve anafaz k&pruslu bulgular,
ADA aktivitesinde anlamir degisim saptanmigtir. Fetal
dénemde DES alan yavrularda ise bu degisimler izlen-
memistir. Bu bulgulara kargin, mikroskobik yontemlerle
kromozomlarda her hangi bir anomali gorilmemis
olmasi gen dizeyinde bir mutasyon olmadigr anlamina
gelmez. Onkogenler, timor slpressdr genler ya da
gozesel déngiide etken olan bir gende mutasyon olabilir
Soz konusu olan genlerdeki mutasyon ise, canlinin son-
raki dénemlerinde malignite gelisimine neden olabilir..
Yapilan birgok arastirmada, DES'in birinci jenerasyonda
degil, bunlarin yavrularinda adenckarsinom ve anomali
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gorlidigu yolunda bilgiler vermektedir (7, 19). Normal
yagamlar boyunca tim insanlar fetal donemde karsilas-
tiklart DES gibi mutagen ve karsinojen maddelerle so-
luduklarn hava, igtikleri su ve yedikleri et ve et (riinleri
yoluyla yasamlarn boyunca da etkilenmektedir. Mutajen-
lerdle etkilesim siresi uzadikca, mutasyon riskinin de
buyGdigt, bilinen bir gergektir. Arastirmamizda, genom
duzeyinde inceleme yapilamamis olmasina karsin,
DES'in metillenme bdlgelerinde yapabilecegi degisimleri
izlemek i¢in RE's ile gen dizeyinde arastirmaya gerek
vardir.
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