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DIETILSTILBESTROL’UN OVOSITLERDE MAYOZ
BOLUNMEYE ETKILERI

Olcay Semiz* < Alp Can** 4 Meral Tekelioglu***

OzET

Sentetik bir 6strojen bilesigi olan dietilstilbestro-
liin (DES), fare ovositlerinde mayoz béliinme (ize-
rindeki etkileri arastirildi. DES’in mayoz bélinme
asamalari ve kromozom dagilimina etkilerini gos-
termek amaciyla, kumulus-ovosit kompleksleri
(KOK) ile kontrollii in vitro deneyler yapild. a-tii-
biilin, kromozomlar ve F-aktin isaretlenerek kon-
fokal mikroskopta incelendi. KOK’lar germinal ve-
zikal (GV) asamasinin bagindan metafaz-1l asama-
sinin sonuna kadar, mayoz-I veya mayoz-Il siire-
since DES’e maruz birakildi. Kontrol grubundaki
ovositler, mayoz bélinmenin ilk yarisinda biytik
oranda metafaz-I’e ulasirken, DES uygulanan
gruptakiler ulasamadi ve kromozomlarda yogun-
lasma, mekik mikrotiibdiltislerinde azalma gézlen-
di. Mayoz bélinmenin ikinci yarisinda kontrol
hiicrelerinin gogu metafaz-Il’ye ulagirken, DES uy-
gulanan grupta birinci mayoz mekiginin pargalan-
digi gozlendi. Fakat, GV asamasindaki ovositler ve
kumulus hiicrelerinde mikrotibiiliis anormalligi
bulunmadi. Mayoz-1 siiresince DES uygulanan
ovositler kontrol kiiltirine alindiginda, DES etkile-
rinin kayboldugu gériildii. DES’in ovositlerin geli-
simi tzerindeki olumsuz etkilerinin, siddetli fakat
geri dondurilebilir nitelikte oldugu sonucuna va-
rildh.

Anahtar Kelimeler: Dietilstilbestrol, Mayoz Me-
kigi, Mikrotiibiiliis, in Vitro Maturasyon

SUMMARY

THE EFFECTS OF DIETILSTILBESTROL ON
MEIOSIS IN OOCYTES

This study examined the effects of the synthetic
estrogen compound Diethylstilbestrol (DES) on
meiosis in mouse oocytes. Controlled in vitro
experiments were performed using cumulus-
oocyte complexes (COCs) to study the effects of
DES on meiosis stages and chromosome distribu-
tion. Alfa-tubulin, chromosomes and F-actin were
labelled and studied using a confocal microscope.
COCs were exposed to DES during meiosis-I or
meiosis-1l, beginning from the germinal vesicle
(GV) stage to the end of metaphase-Il. During the
first half of meiosis, while most of the oocytes in
the control group reached metaphase-I, those in
the DES-exposed group were unable to reach
metaphase-I, and condensing in the chromosome
degrease in spindle microtubule was also
observed. During the second half of meiosis, while
most of the control cells reached metaphase-ll,
fragmentation of the first meiosis spindle was
observed in the DES-exposed group. However,
microtubular abnormalities were not detected in
GV stage oocytes and cumulus cells. When
oocytes exposed to DES during meiosis-I were
brought to control culture, the effects of DES were
observed to disappear. We conclude that the neg-
ative effect of DES on oocyte maturation is severe
but reversible.

Key Words: Diethylstilbestrol, Meiotic Spindle,
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Sentetik, non-steroid 6strojen bilesiklerinden
Dietilstilbestrol’e (DES) pre-natal maruz kalma-
nin, treme organlar tzerinde etkileri oldugu bi-
linmektedir (1). DES, son 30 yil iginde spontan
dustikleri ve hamileligin diger komplikasyonlarini
onlemek icin kullanilmigtir. Ancak; ilerleyen yil-
larda, disi ireme sistemi anormallikleri, vajinal
adeno karsinom, lreme yeteneginde azalma ve
bagisiklik sistemindeki bozukluklar ile direkt bir
ilgisi oldugu gosterilmistir (2,3,4,5).

Gelisim sirasinda zararl etkenlere maruz ka-
lindiysa, bunu gozlemlemek ¢ok zordur. Kimya-
sal maddeler, ¢cogu 6rnekte oldugu gibi, etkilerini
maturasyon ve farklilagsma sirasinda spesifik bir
anda gosterip kaybolabilirler. DES’in in vivo tera-
tojen ve kanserojen etkilerini arastirmak igin bazi
hayvan modelleri 6nerilmistir (2). Bunlar goster-
di; DES ovaryumlari hedefliyor ve ovaryumda ge-
lisim hatalarina, folikiil erken tiikenmesine, multi
ovular folikil ve dustik implantasyon oranlarina
neden olmaktadir (3,4,5).

Biz bu calismada, in vitro kosullarda, DES’in
izole edilmis ovositlere etkisini gozlemleyebile-
cegimiz bir deney modeli kullandik. Bu modelde,
fare ovositlerini mayoz béliinmenin ilk veya ikin-
ci yarisinda (GV-metafaz-l araligi veya metafaz-I-
metafaz-1l araligi) 30 uM DES’e maruz birakarak,
DES’in mayoz mekigi olusumu ve fonksiyonuna
etkilerini analiz ettik. Mayoz boltinmenin ilk ya-
rnisina karsilik gelen ilk sekiz saatlik DES uygula-
masinin, birinci mayoz mekiginin olusumuna et-
kileri incelenirken, bunu izleyen ikinci yariya
karsilik gelen on saatlik uygulamada birinci ma-
yoz mekigi olustuktan sonraki etkilerini incele-
dik.

GEREC VE YONTEM

19-21 giinltk Balb-C tiirti (Mus musculus) fa-
relere, i.p. 5 I.U. gonadotropin (PMSG) enjeksiyo-
nu yapilarak folikul gelisimi uyarildi. Folikiil pat-
latilarak kumulus hiicreleri ile ¢evrelenen ovosit-
ler (kumulus-ovosit kompleksi, KOK) toplandi
(n=655) ve MEM kdltir ortamina alinarak %5
CO2’li, nemli ortamda 37°C’de inkiibe edildi.

DES dimetilstilfoksit iginde ¢ozilerek hazirla-

DIETILSTILBESTROL'UN OVOSITLERDE MAYOZ BOLUNMEYE ETKILERI

nan stok soltisyondan, 30 uM.lik calisma solis-
yonu taze olarak hazirlandi ve KOK'lar mayoz
bolinmenin farkli asamalari boyunca bununla
muamele edildi. Bir grup KOK 0-8. saatler arasin-
da (GV-metafaz-l aralig)), diger grup ise 8-18. sa-
atler arasinda (metafaz-l-metafaz-Il araligi) DES’e
maruz birakildi. llk sekiz saat DES uygulanan
KOK’lardan bir kismi 8-18. saatler arasinda kont-
rol kultir ortamina alinarak, DES etkilerinin geri
donuslt olup olmadigi kontrol edildi. DES uygu-
lanan gruplar, kontrol gruplari ile karsilastirildi.

Kumulus htcreleri, inceltilmis pipetle temizle-
nerek, kontrol ve deney gruplarindaki ovositler
MTSB-XF ile 30 dakika, 37° C’de fikse edildi (6).
Ug kez yikanarak, PBS icinde +4°C’de incelene-
ne kadar saklandi.

Fluoresan isaretleme, mayoz mekigi mikrotii-
buluslerinin organizasyonunu, mikrottibtilis or-
ganize edici merkezleri (MTOC), fibriler-aktin ve
kromozomlari géstermek amaci ile yapildi. Mik-
rotubulusler a-tibulin icin spesifik olan, sican
monoklonal antikoru Yol 1:34, 1:500raninda su-
landirilarak isaretlendikten sonra, sekonder anti-
kor ile isaretleme yapildi (7). F-aktin rhodamin-
falloidin ile isaretlendi. Tubilin ve F-aktin isaret-
lemeleri sirasinda ovositler doksanar dakika
37°C’'de bekletildi. Kromozomlarin isaretlenme-
sinde 10 mM 7- Aminoaktinomisin-D kullanildi.

Isaretlenen ovositler, 63x Zeiss Plan-Apo ob-
jektifi kullanilarak, Zeiss LSM-510 konfokal mik-
roskobunda incelendi.

BULGULAR

DES’in Mayoz Hiicre Dongiisiine Etkileri:

DES’in mayoz boliinmenin gelisimi tizerinde-
ki olumsuz etkileri, KOK’lar 0-8 ve 8-18 saat ara-
liklarinda DES’e maruz birakilarak degerlendiril-
di. Hucrelerin mayoz bolinmenin hangi asama-
sinda oldugu, mekik ve kromozomlarin analiziy-
le belirlendi ve ytizdeler belirtilerek Tablo 1'de
Ozetlendi.

Kontrol ile 30 uM DES uygulanan grup arasin-
da GV asamasinda kalip mayozu strdiremeyen
ovositlerin sayist agisindan belirgin farkhlik bu-
lunmadigi igin, bunlar sayim disi birakildi.
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Tablo 1: DES Uygulanan Gruplar ve Kontrol Gruplarinda Mayoz Boliinmenin Degisik Asamalarinda-

ki Ovositlerin Ytizdeleri (n=655)

Zaman Doz ProMet M-I A-l T-l M-Il Anormal
(saat) (UM)

0-8

Kontrol - 13 72 13 1 1 -
DES 30 3 = - < . 97
8-18 }

Kontrol - 4 1 = 94 .
DES 30 8 - - - 89
0-8

DES’in - 5 1 - 92 -
Uzaklastiriimasi 30 6 91 3 - - -

ProMet; Prometafaz, M-1; Metafaz-l, A-l; Anafaz-1, T-I; Telofaz-1, M-Il; Metafaz-I|

Kontrol grubunda ilk sekiz saatte, ovositlerin
%713’li prometafaz, %72’si metafaz-1, %13l ana-
faz-1, %1'i telofaz-l ve %1'i de metafaz-Il asama-
sindaydi. Ayni aralikta DES uygulanan hiicrelerin
%3'l prometafaz asamasinda iken, %97’si anor-
mal, yogunlasmis kromozom diizenlenimi goster-
di. Bu duzenlenim, herhangi bir mayoz asamasi
ile uyusmuyordu. Ovositlerde, tipik olarak hiicre-
lerin merkezine yakin yerlesmis, yogun kromo-
zomlar izlendi ve normal kromozom bivalentleri-
nin olusumunda aksaklik gorildi.

Kontrol grubunda, mayoz béliinmenin ikinci
yarisinda (8-18. saatler arasi), ovositlerin %1’
prometafaz, %4'G metafaz-I, %1’i anafaz-l,
%92'si metafaz-Il asamasindaydi. lkinci yarida
30mM DES’e maruz birakilan KOK’larda drama-
tik olarak mayozun ilerlemesi durdu. Az sayida
ovosit (%11) normal prometafaz veya metafaz
asamasinda iken, ¢ogunlugu anormal gériiniim-
luydi (%89). Kromozomlar ovoplazmanin mer-
kezinde yogunlasti ya da ovoplazmaya dagild.
Bu bulgu, ilk mayoz mekiginin diizeninin DES
uygulamasina bagli olarak tamamen kayboldugu-
nu gosterdi. Ctinki; kromozomlar DES uygulan-
madan 6nce, metafaz-| duzleminde basarili bir
sekilde duzenlenirken, uygulama sonrasi sitop-
lazmaya dagilmisti.

Mayoz-I ve Il Sirasinda DES’in Mayoz Mekigi
Olusumu Uzerine Etkileri:

Kontrol metafaz-l mekikleri, tipik fici seklini
gosterdiler ve hiicrenin periferine yerlestiler. Kro-
mozomlar bir ugta kinetokorlara, diger uctan ku-
tuplara bagl sekilde orta hatta siralanmisti. Kont-
rol metafaz-Il mekiklerinde, mikrottibiiliis kiitlesi
metafaz -I"den daha kigtikti; fakat, fici seklinde-
ki gortntulerini korumaktaydilar. Mekik, kutup
cisimcigine yakin yerlesmisti(Sekil 1 A,B). Butun
bu mekik dinamikleri, mayoz asamalari icin nor-
mal olay ve isaretler olarak bilinmektedir (8).

30 uM DES, mayoz mekiginin olusumundan
once ve sonra uygulaninca, ytiksek oranda anor-
mal ovosit izlendi. Mayoz-I sirasinda uygun dizi-
limli kromozom veya mekik mikrotiibiilisti he-
men hemen hi¢ gozlenemedi. En goze carpan
bulgu; mikrottibuilis kiitlesinin azalmasi veya
kaybolmasiydi. Bazi érneklerde kalan az miktar-
daki mekik mikrotubiiliisti, kromozomlari uygun
olarak diizenlemeye yetecek diizeyde degildi. Bu
nedenle ¢cogu hiicre, kromozom kiimeleri ile bir-
birine karismis, filamentoz gorintimli, eksik, yo-
gunlasmis ktgtk tubulin katleleri iceriyordu (Se-
kil 2 A,B). Temel bozukluk, mekik olusumundaki
basarisizliktan kaynaklaniyordu. Bunun sonucu
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Sekil 1:
Metafaz-1 asamasindaki ovositin mikrotiibdilis ve kromozomlarinin gértintimi (A)

Metafaz-1l asamasindaki ovositin miktotiibiiliis, kromozom ve kutup cisimciginin (*) goriinimii (B). (Barlar 20 um)

olarak da, kromozomlarin yanlis dizilimine ne- dagilmis kiiglik pargalara ayrildilar. Mekik parca-
den oluyordu. Hucreler, mayoz mekigi olustuk- lart genelde disfonksiyoneldi. Ctinkd; hicreler si-
tan sonra DES’e maruz birakildiginda, var olan tokinezi basaramamislar ve dolayisi ile hic¢ kutup
birinci mayoz mekikleri, ovoplazmaya rast gele cisimcigi olusturamamiglardi.

Sekil 2:

Mayoz béliinmenin ilk yarisinda DES’e maruz birakilan ovositlerde mekik mikrotuibiiltislerinin oldukga azaldigi ve
kromozomlarin yogunlastigi goruluyor.(A) (Bar 20pm)

Mayoz boliinmenin ikinci yarisinda DES uygulanan ovositlerde 1. mayoz mekiginin pargalanarak ovoplazma igine
kromozomlarla birlikte dagildigi gortluyor. (Bar 5 pm)
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DES uygulamasinin, hiicre déngtist tizerinde-
ki etkilerinin, geri donisli olup olmadigini anla-
mak icin, sekiz saat DES’e maruz birakilan ovo-
sitler, bunu izleyen on saat sire icinde kontrol
kiiltirtinde tutuldular. Deney sonunda, kontrol
grubundaki ovositlerin ¢ogu (%92) metafaz-Il'ye
ulasirken, DES uygulanmasindan sonra iyilestir-
me yapilan gruptaki ovositlerin cogu (%91) meta-
faz-l asamasina ulasabildiler(Sekil 3). Ayrica, nor-
mal mekik yapisina ve iyi organize olmus
MTOC lara sahiptiler. Bu grupta hticre 6lumine
dair agik bir isaret yoktu. Bu bulgular gosterdi ki,
DES’in etkisi geri cevrilebilir (reversible) ozellik
tagimaktaydi. Fakat, 6yle gorultyor ki, DES uygu-
lanan hiicreler mayozu bitirmek icin daha uzun
streye ihtiya¢ duymuglardi.

liging bir bagka bulgu da, GV safhasi ovositle-
ri ve komsu kumulus hticrelerinin DES uygulan-
masindan etkilenmedigi, dolayisi ile hi¢ bir kro-
mozom dagilim bozukluguna ve mikrotiibiilis
bozulmasina rastlanmadigiydi idi (Sekil 4 A,B).

TARTISMA

Ostrojenik ajanlarin in vitro ortamda ovositler
tzerindeki etkilerini arastirmak, in vivo ortamda-

121

ki etkilerini kesin olarak ortaya gikarmayabilir.
Ancak, DES ve benzer etkili bilesiklerin insan da
dahil memelilerde germ hiicresi gelisiminin kont-
rol noktalarinda mayoza etkiyerek iireme fonksi-
yonunu bozduklarina iliskin yeterince kanit var-
dir (9). DES’in izole edilmis mikrottibtiltslerde ve
kiiltiir hiicrelerindeki mikrotiibiilus bozucu etki-
leri, bu ajanin memeli ovositlerinde de mayoz
bolinme asamalarini durdurabilecegi stiphesini
dogurdugu icin bu ¢alisma yapilmistir (10,11,14).

Sonuclar gosteriyor ki; DES memeli ovositle-
rinde hiicre bolinmesinin dizenlenimiyle ilgili
mekanizmayi engellemektedir. DES uygulamasi-
nin iki ana sonucu ortaya cikarilmistir. Birincisi;
DES uygulamasinin metafaz-l'e ilerlemeyi gecik-
tirerek ve mayoz-| sirasinda metafaz-l mekiginin
olusumunu engelleyerek mayoz bélinmenin ge-
lisimini bozdugudur. Bu etkiler, mayoz bélinme-
nin asamasi ve hiicre tipine gore degisiklik goste-
rir. Clinkd; kumulus hticreleri ve GV, DES’ten et-
kilenmemistir. lkincisi; diger arastirmacilar tara-
findan da gozlemlendigi gibi DES mekigi etkiledi-
gi icin kromozom dagilim bozukluklarina neden
olabilir (12). Bu sonuclar, DES etkilerinin, bir se-

Sekil 3: llk sekiz saat sonrasi DES uygulamasi sonlandirildiginda normal metafaz-1 mekiginin yeniden izlenmesi (Bar

20 um)
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Sekil 4: DES'ten GV asamasindaki ovosit (A) ve kumulus hiicrelerinin (B) mikrotiibilislerinin etkilenmedigi goriil-

mekte (Barlar 20 ve 10 um).

kilde mayoz mikrotiibiiltsleriyle sinirli oldugu
sonucunu ¢ikarmamiza neden olmustur. Boylece
DES, cevredeki hticreleri ve dokulari fazlaca etki-
lemeden ovositlerde andploidi veya fertilizasyon
kusuru gibi genetik hatalara yol agabilir. KOK’la-
rin kullanilmasinin nedeni , bir yere kadar in vivo
kosullari saglamakti. Eger DES uygulanmis ¢iplak
ovositler, anormal mayoz asamalarindan geri
donmezse, kumulus hiicreleri ovosit metaboliz-
masl icin kaginilmaz bir cevre sagliyor sonucuna
varilabilir.

DES’in htcrelerin %50’sinde mikrottbilis
bozulmasina yol agmasi icin gerekli doz (EC50) ,
gogls kanseri hicrelerinde 48-50uM , prostat
kanseri hticrelerinin yarisini 6ldiren doz (LD50)
19-23 uM olarak rapor edilmistir (13,14). Bu
hticrelerde apopitotik cekirdek sayisinda artis
gozlenmistir. DES’in etkili, fakat dldirticti olma-
yan dozunu belirlemek icin yapilan ¢alismalarla
birlikte bizim calismalarimiz gosterdi ki, DES’in
etkisi hiicrenin cesidine ve hiicre dongiistiniin ev-
resine baghdir.

DES, mayoz bolinmenin olustugu mayoz-I si-
rasinda, toplam mikrottibilis kitlesinde drama-
tik bir azalmaya yol agarken, var olan mayoz-I
mekiginin, bir kag grup mikrottibiiliis ve kromo-
zom olusturacak sekilde pargalanmasi, mayoz-II

sirasinda mekik kutpu bitunluginin kaybi ile
iligkilidir. DES uygulanmasindan sonra gézlemle-
nen minyatir mekik parcalari, DES’in kismen
sentrozom materyalinin organizasyon ve fonksi-
yonu ile ilgili bir bilesik oldugunu, mekik kutpu
bilesenleriyle etkilestigini distndiurmektedir. Bu
etkinin aciklamasi, MTOClar veya sentrozomla-
ra yerlesmis olarak bilinen a-tibdlin ile direkt
iligkili olabilir (12). Bu sonuglar memeli ovositle-
rinde DES’in roliinti anéploidojen olarak goren
dustinceleri desteklemekdir.

Ovositlerde, DES uygulamasina bagli hticre
dongtisti gelismesinin, reseptor aracili oldugunu
kabul etmek mumkiindir.Fakat, DES’in 6strojen
reseptorleri aracihgl ile mikrotiibtlis bozucu et-
kisiyle ilgili aragtirmalar, Gstrojen reseptéri pozi-
tif hticrelerin DES toksisitesine daha meyilli oldu-
gunu gosterememistir (13). DES metabolitleri
olan Indenestrol A ve B’nin etkisini test eden mik-
robiyoloji ¢alismalarindan ise, reseptor bagimli
mekanizmayi destekleyici kanit gelmemistir (15).
Bu calismalar, bu son urinlerin sitotoksik etkile-
rinin, reseptor aracili aktiviteden ¢ok, mikrotiibii-
lus polimerizasyonuna direkt etkiyle oldugunu
gosterdi. DES’in fare ovositleri Gizerindeki etkile-
rinin hedef proteinlerini agiga ¢ikarmak icin yeni
calismalar gereklidir.
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