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KroMozomarL ABERASYONLAR VE (FENITAL
HiSTOPATOLOJiLERI'NiN INCELENMESI
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OZET: Galismada bir, iki ve Ug aylik siirelerle 6pg/giin/fare dozunda dietilstilbestrol (DES) uygulanan farelerin kemik iligi alinarak kromozomlan ve genital organlarindaki
histopatolojik degisiklikler incelendi. Bir, iki ve ¢ ay DES uygulanan farelerin kromozomlarindaki toplam sayisal ve yapisal anomaliler, kontrol grubu degerleri ile kar-
silagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli sayi artii izlendi (p<0,05). Bu gruplanin timinde histopatolojik olarak adenoskuamdz metaplaziyle birlikie ilihap, endomet-
riumda hafiften siddetliye kadar varan degisik derecelerde hiperplazi ve kavitede sinesiler (yapisikliklar) goriildi. Ug ay DES alan grupta servikste kuvvetli goblet hic-
re hiperplazisi saptandi. Buna ilave olarak iki ay ve {i¢ ay ilag verilen grupta anafaz képriisi ve mikrogekirdek bulgusu dikkat gekti.

ANAHTAR KELIMELER: Digtilstilbestrol, kromozom, fare, genital organ.

SUMMARY: EXAMINATION OF THE CHROMOSOMAL ABERRATIONS AND GENITAL ORGAN HISTOPATHOLOGY IN MICE AFFECTED BY DIETHYLSTILBESTROL.
In the present study, histopathology of the genital organs and the chromosomes in the bone marrow of the mice that were subjected to the doses of 6pg/day/ mouse
of DES for 1, 2 and 3 months periods were examined. A significant increase in the number of chromosomes and structural anomalies have been observed statistically
in mice subjected to DES directly (p<0,05). The findings showed histologically, adenosquamous metaplasia in addition to inflammation, endometrial hyperplasia ran-
ged from mild to severe and adhesions in the endometrial cavity in all the groups; severe hyperplasia of goblet cells was found in the group which was exposed to
DES for 3 months. In addition, in the groups directly affected by the drug, for 1 and 2 month period the increase in the number of the micronuclei and the anaphase-

bridge attracted attention.
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GIRIS

DES steroid yapida olmayan bir sentetik dstrojendir ve
ostrojenlerin etkisini taklit eder. ilk sentetize edildiginden beri
hayvancilik ve klinik alanda genis kullanim sahasi bulmustur
(1). Bazi arastirmalarda DES ile etkilenen kadinlarin kiz go-
cuklarinda geng kizlik ddneminde veya daha sonra vagina ve
servikste adenozis gorildigu gibi, berrak hicreli adenokarsi-
nom riskinin normal populasyona gore fazla oldugu bulun-
mustur (1-8). Bir arastirmada ise lglincl jenerasyonda bile
etkili olabilecegi sdylenmektedir (9). Fetal dénemde DES'e
maruz kalan erkek cocuklarda ise azoospermi ve kisirlik ra-
por edilmistir (10). Gebelikte DES alan kadinlarda meme kan-
seri riskinin artigi iddias! halen tartismalidir (11,12). Ayrica
kromozomlarda anéploidiye neden oldugu bildirilmistir (13).

Hayvan organizmasinda azot retansiyonunu artirici
maddeler olarak tanimlanan anabolizanlar, et ve et iriinlerin-
de yapisal degisiklikler olusturur ve kalinti birakabilirler (1).
DES 1947 yilinda kanatlilarda, 1954'de sigirlarda anabolizan
olarak kullanilmaya baslanmis, ancak 1974 yilinda hormonal
etkilerinin disinda kanserojen etkilerinin tesbit edilmesinden
dolay! yasaklanmistir (14,15). Avrupa Toplulugu llkelerinde
hormonlu etlerin ithali ve kasaplik hayvanlarda anabolizan
kullanimi durdurulmus, etlerde kalinti diizeyleri Radio Immu-
no Assay (RIA), ince tabaka kromotografisi (Thin Layer
Chromatography) (TLC) gibi hassas yontemlerle dlgllerek
kontrol altina alinmistir (14). Tirkiye'de ise anabolizan kont-
rolti ithal edilen etlerde yapilirken, yurt icindeki besi giftlikle-
rinde tam olarak yapilmamaktadir. 1734 sayih Yem Yonet-
meligine gore yemlere anabolizan ilavesi yasaktir. Buna rag-
men bazi yemlerde DES varligi saptanmigtir (15).

Gerek ilacgla, gerek et ve et triinleri ile organizmay! dog-
rudan veya dolayl yolla etkiliyen DES, karsinojenik ve terato-
jenik ozellikleri ile toplum saghgini ciddi olarak tehdit etmek-
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tedir. Hayvan deneyleri ile de dogrulanan bu etkilerinin meka-
nizmalarinin en yeni yontemlerle aciklanmasi problem soru-
muzu teskil etmektedir. Arastirmamizda DES'in belirli dozda
ve farkli stirelerle uygulanmasinin, kromozomlara ve genital
organ histopatolojisine etkilerini arastirmay! amagladik.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada dért haftalik ortalama 25 gr agirhginda
(Mus musculus var. albino) 42 fare kullanildi. Onar farelik tg¢
deney ve oniki farelik bir kontrol olmak tzere dért grup hazir-
landi, 6 pg/gin/ fare dozunda DES misir yaginda ¢6zildi ve
1, 2, 3 aylik surelerle deneklere oral gavaj yolu ile verildi.
Kontrol grubundaki hayvanlara ise ¢oziicii olarak kullanilan
misir yagi ayni yolla uygulandi. Periyotlarin sonunda farele-
re 0,1 ml kolsisin (4 p/gr) intraperitonal injekte edildi ve 2 sa-
at sonra servikal dislokasyonla 6ldurtldi. Kemik ilikleri fetal
dana serumuna alinip 1200 rpm'de 10 dakika santrifij edildi.
Pelet 15 dakika hipotonikte 37°C'de bekletildi. Bu siire so-
nunda ayni rpm de santrifij edildi. Elde edilen pelet ¢ kez
fiksatif ile yikandi (metanol/glasial asetik asit; 3/1). Kalan
hiicre siispansiyonu lama yayildi ve Giemsa ydntemi ile bo-
yandi. Ayrica preparatlar G bant teknigi ile bantlandi (16).
Her fare i¢in 100 metafaz sahasi degerlendirildi.

Test bilesigi uygulanan farelerden elde edilenler ile kont-
rol grubu farelerden elde edilen metafaz érneklerinde kromo-
zom anomalileri incelendi. Veriler “iki ylizde arasindaki farkin
onemlilik testi* ile degerlendirildi (17).

Mitotik indeks, sayilan 1000 hiicre i¢inde metafaza giren-
lerin tespiti ile saptandi.

Histopatolojik inceleme rutin yéntemlerle yapildi. Alinan
doku érnekleri rutin H.E. yéntemi ile boyanip i1sik mikrosko-
pu ile incelendi.

BULGULAR

I-Bir, iki ve U¢ ay DES uygulanan gruplarda gorilen say!-
sal ve yapisal anomali bulgulari Tablo 1’ ve 2'de verilmistir.
Buna gére:
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TABLO 1: SAYISAL KROMOZOM ANOMALISi VERILER

Gruplar Sayilan Metafaz Hipodiploidi (%) Hiperdiploidi (%) Poliplodi (%) Toplam Andploidi (%)
1 ay DES n=10 100 11.6 7.0 = 18.6
2 ay DES n=10 100 12.6 8.0 1 216
3 ay DES n=10 100 14.8 7.8 2 246
Kontrol n=12 100 8.4 5.0 - 13.4
t=[X,-X, J=2,11 t=[Xp-X,J=2 t=[X,-X4]=2
t=[X5-X,]=3,36 t=[X5-X, ]=2 t=[X,-X,]=2,26
p<0,05 p<0,05 - t=[X,-X,]=3,04
t=[X4-X,]=4,16
p<0,05
TABLO 2: YAPISAL KROMOZOM ANOMALISi VERILERI
Gruplar Sayilan Metafaz ring (%) Telom. bag. (%) Sent. Bag (%)  Top. Aneoploidi (%)
1 ay DES n=10 100 2.0 2.4 4.2 8.6
2 ay DES n=10 100 3.1 4.8 6.4 14.3
3 ay DES n=10 100 2.2 6.0 8.2 16.4
Kontrol n=12 100 2.0 1.8 1.4 52
t=[X,-X,}=2.33 1=[X;-X;]=2.85 t=[X-X5)=3.1
Xy KoJ=267  te[X; K28 te[X,KgJ=352
t=[X,-X,]=3.45 t=[X,X,J=4.16 t=[X,-X,J=2.37
t=[X4-X,]=3.5 t=[X4-X,J=5.2 1=[X,-X,J=5.29
p<0,05 p<0,05 t=[X5-X,]=5.78
p<0.05

TABLO 3: MITOTiIK INDEKS DEGERLERI

Gruplar Sayillan Mitotik % Karar

hiicre indeks
1 ay DES n=10 1000 56 5.6 t=0.627, p>0.05
2 ay DES n=10 1000 58 5.8 t=0.744, p=>0.05
3 ay DES n=10 1000 60 6.0 1=1.334, p=>0.05
Kontrol 1000 51 5.1

Toplam yapisal anomali degerlendirmesinde bir ve iki
ay; bir ve Ug ay; 1 ay,2 ay ve Ug ay ilag verilen gruplarla kont-
rol gruplari arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,05%).

Il- Kontrol gruplarinda hi¢ gériilmeyen anafaz koprisi ve
mikrogekirdek bulgusu tim gruplarda dikkat c¢ekti. Bir ay

I-A) Sayisal anomali degerlendirmesinde hipodiploidi
ve hiperdiploidi yéniinden gruplar incelendiginde, lki ay ve
Uc ay ilag verilen gruplarla kontrol grubu arasi fark istatistik-
sel olarak "anlamli” bulundu (p<0,05%).

Poliploidi ise sadece iki ve ii¢ ay DES alan grupta géz-
lendi ve gruplar arasi fark “anlamsiz” bulundu (p>0,05).
(Resim 1).

Toplam andploidi incelemesinde 1,2 ve 3 ay sire ile ilag
uygulanan gruplarin tdmd kontrol grubu ile karsilagtinlinca
fark “anlamli” olarak bulundu (p<0,05%). Ayrica 1 ay ve 3 ay
ilag verilen grupta da gruplar arasi fark istatistiksel olarak an-
lamli bulundu (p<0,05%).

I-B) Yapisal anomali incelemesi ise G bant uygulanan
kromozomlardaki yapisal farklilasmanin izlenmesi ile yapil-
migtir.

Ring yapi tim gruplarda anlamsiz olarak bulundu (p>
0,05).

Telomerden tek kromatid birlesmesi bir ve iki ay; bir ve
tc ay; iki ay ve kontrol; d¢ ay ve kontrol gruplarinda anlamli
bulundu (p<0,05).

Sentromerden birlesme degerleri incelendiginde; bir ve
tic ay; bir ay ve kontrol; iki ay ile kontrol ve (g ay ile kontrol
gruplar arasi fark istatistiksel olardk anlaml bulundu (p<
0,05%).

DES verilen grupta daha az rastlanirken iki ve t¢ aylik grup-
larda gok sik rastlandi. (Resim 2).

11I- Mitotik indeks tesbiti icin her grupta bulunan denekler-
den 1000 hicre sayildi. Sonuglar tim gruplarda anlamsiz
bulundu (p>0,05) (Tablo 3).

IV- Histopatolojik incelemede; 1 ay DES verilen grupta
genital sistemde en cok dikkati geken degisiklikler, serviks,
epitelinde papillomat6z kalinlasma, kuvvetli goblet hiicre hi-
perplazisi (Resim 3A), endoservikal bezlerde hiperplazi, en-
dometrial bezlerde kistik degisiklikler ile birlikte hiperplazi

. : -
Resim 1: DES etkisi ile haploid kromozom sayilarimin katlar: kadar
artarak olusturduklar: Poliploidi anomalisi gisteren metafaz sahas
(Giemsa x750)
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Resim 2: Anafaz sirasinda tam béliinememe sonucu olugan anafaz
kapriisii (Giemsa x750).

(Resim 3B) olarak gériildii. iki ay DES verilenlerde ise endo-
servikal ve endometrial bezlerde kistik hiperplazi ve sinesi,
bez epitellerinde oldukca kuvvetli proliferasyon gozlendi
(Resim 4). Uc¢ ay DES alanlarda deneklerin hemen hepsinde
servikal kanal epitelinde kuvvetli papillomatéz epitel prolife-
rasyonu, yer yer misindz epitel cogalmasi, intraepidermal
diskeratotik hticreler ile birlikie flegmon tarzinda olmak tze-
re kuvvetli iltihap gordldi (Resim 5).

Er T G REERIES -
Resim 3A: | ay DES verilen grupta endoserviksde skuamoz metaplazi ve
kuvvetli goblet hiicre hiperplazisi (H.E x75).

Resim 3B: Aym grupta bir bagka denckte endoservikal bezlerde
hiperplazi, endometrial bezlerde kistik degigiklikler, serviks epitelinde
papillomatiz kalimlagma (H.E x75)

il la : 3 e 4

A ! -

Resim 4: 2 ay DES alan grupta endoservikal kanal bezlerinde epitel
proliferasyoniar: ve hiperplastik degisiklikler (H.E x75)

Wy e SRR
Resim 5: 3 ay DES alan grupta serviks epitelinde kuvvetli papillomatoz
proliferasyon, epitel i¢inde ¢ok sayida diskeratotik hiicreler ve
subepitelyal alanda ddem ve iltihabi filtrasyon (H.E x150)

TARTISMA

Kimyasal mutajenez ve karsinojenez deneylerinden elde
edilen sonuglar pek ¢ok karsinojen ve mutajenin ayni za-
manda andploidi indikleyicisi oldugunu gdstermektedir (18-
20). Andploidi olugturan kimyasallarin risk diizeylerinin belir-
lenmesinde sitogenetik yéntemler yaygin olarak kullaniimak-
tadir.

Diinya Saglik Orgiiti IARC Calisma Grubunun (World
Health Organisation International Agency for Research on
Cancer Working Group) insanlarda karsinojenik maddelerin
risk degerlendirmesine ait raporunda DES igin “20-30 yas
arasi kadinlarda hamilelik stiresince DES kullanimi vajina ve
servikal berrak hucreli adenokarsinoma riskini artir” denmek-
tedir (21). Gunimizde bunu destekler nitelikte calismalar
vardir (3-6,8). DES ile yapilan gesitli arastirmalarda kromo-
zomlarda gesitli bozukluklara neden oldugu iddia edilmekte-
dir (13,19-25). Ekmekgi ve arkadaglan farelere 10, 20 ve 100
mg'lik tek dozlarda DES uygulamis ve 100 mg tek doz DES
verilen farelerin kromozomlarinda ring kromozom seklinde
yapisal ve andploidi tarzinda sayisal anomaliler saptamislar-
dir (19). Calismada 6 pg ginlik doz 1,2 ve 3 aylik sirelerle
farelere verilmis ve DES ile etkilesim siiresinin kromozomal
anomaliler Gizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar,
diger arastirmalar ile paralellik tagimaktadir. DES ile uzun
sire etkilenen gruplarda gériilen anomali fazlaligi dikkat ge-
kicidir. DES'in andploidi frekansinda artisa yol agtigi, bunu
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da mitotik aygitta hasar yaparak meydana cikardigi sanil-
maktadir (25). iki ve 3 ay DES verilen grupta saptanan ana-
faz koprisi artisi, mitotik aygitta olusan bir hasar sonucu
mikrotibdl topluluklarinin bozulmasina bagh olabilir. Uzun
sire ilagla etkilesen grupta mikro cekirdek sayisindaki artis
ise, DES'in kinetikor iletisimini bozarak mitoz esnasinda kro-
matin elementlerinden mikronikleus sekillendigini distndu-
rebilir.

Ostrojen ve benzerlerinin endometriumda énce hiperpla-
zi, sonra karsinom meydana getirebilecegi 60’l yillardan iti-
baren bilinen bir gercektir (26-29). Bugiine kadar bu gorisi
destekleyen bir gok calisma yapilmistir (30,31). Ulkemizde
de son yillarda giderek artan benzeri deneysel ¢aligmalar
vardir (32-34). Ostrojenle yapilan galismalarda serviks epite-
linde patolojik degisiklikler daha sik gorilmistiir. Fareler ve
maymunlar lzerinde yapilan calismalarda servikste karsino-
ma kadar varan degisiklikler ispatlanmis, farelerde vajina,
serviks, uterus, meme bezleri ve testisin, hamsterlerde bun-
larin diginda bobrek ve karacigerin hedef organ oldugu sap-
tanmistir (30,31,35). Klinik arastirmalarda da DES ile iligkili
vaginal adenozis ve seffaf hucreli adenokarsinom vak'alari
bildirimistir (35). Ostrojen daha az oranda endometriumda
da degisikliklere yol acabilmektedir. Bu degisiklikler sigan ve
maymun deneyleri ile incelenmistir. ilk kez Greenblat ve ar-
kadaslarinin yaptig! deneylerle uterusta makroskopik olarak
hipertrofi, mikroskopik olarak yassi epitel metaplazisi ve
“anaplastik” olarak tanimladiklar degisiklikler tesbit etmigler-
dir (31). iplik¢i de endometriumdaki degisimleri gérebilmek
amaci ile sicanlara kisa sureli dstrojen tatbik etmis glandiler
hiperplazi ile birlikte premalign degisiklikler (anaplastik degi-
simler) olarak tanimladigi tim lezyonlarin ortaya gikabilmesi
icin 10 mg'lik total 6strojenin glinasiri olmak Gzere esit doz-
lar halinde 40 glin tatbik edilmesi geregini ortaya koymustur
(32). iplikgi bu degisiklikleri “yass epitel metaplazisi disinda
kalan psddostratifikasyon, epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
hiperkromatik gérinim ve mitotik figrler ile hiicre dejene-
rasyonunun gdstergesi olan sitoplazmik vakuollerin artig”
olarak tammlamaktadir. Yine Iplikci bu calismada, deney
hayvanlarinin endometriumlarinda ¢ogu adenomatéz tipte
olmak tizere endometrial hiperplaziler de tespit etmistir (32).
Aker-Gilines ve Bulay da clomiphene citrate'in disi sicanlarin
genital sistemleri Gzerindeki etkilerini sitolojik ve histopatolo-
jik yontemlerle incelemislerdir. Kontrol grubunda overlerde
korpus luteumlarin meydana geldigini, buna karsilik folikl
kistlerinin bulunmadigin tespit etmisler, bu duruma ayrica
uterusta atrofi, lumen genislemesi, endometrit veya piyomet-
ra, dozla paralel olmak {izere epitel degisiklikleri, adneksler-
de ooforit, periooforit, salpenijit gibi iltihabi degisikliklerin es-
lik ettigini gérmsler, vajende iltihabi degisiklikler (kolpitis) ve
epitelde vakuoler dejenerasyonu gozlemislerdir (33). Saygili
ve ark. da fare uterus ve overlerine prenatal etinil estriol te-
davisinin etkilerini arastirmislar endometriumda epidermidi-
zasyon ve Kistik glanduler hiperplazi gelisiminin yanisira 10-
14 haftalar arasi overlerde sekonder folikiil gelismini etkiledi-
gini géstermislerdir (34)

Bu arastirmada, histopatolojik incelemede bulunan geni-
tal organ degisiklikleri genellikle literatiir bulgulari ile uyumlu-
dur (26-34). Ancak nisbeten eski literatiirde terminoloji fark-
liliklar gdzlenmektedir (31,32). Son g¢alismalarda bulgulari-
mizla paralellik gdsteren daha detayli incelemeler vardir.
Ozellikle epitel hicrelerindeki vakuoler dejenerasyon, yassi
epitel metaplazisi, epidermidizasyon veya yassi epitel me-
taplazisi disinda kalan psddostratifikasyon, piyometraya ka-
dar varan iltihabi degisiklikler, salpeniit, ooforit, periooforit,
endometriumda kistik hiperplazi ortak bulgulardir. Bunlardan

ozellikle metaplazi tarzindaki epitel degisiklikleri ile endomet-
riumdaki hiperplazi, maligniteye gidis agisindan énemli bul-
gular olarak kabul edilmektedir. Ancak dzellikle vajinal ade-
nozis ve seffaf hiicreli adenokarsinom, DES kullanim hikaye-
si olmadan da gortlebilen lezyonlardir; fakat son derece na-
dirdir. Soyuer ve ark. da DES hikayesi tam olarak aydinlati-
lamayan 4 vaka yayinlamislardir (36). Benzer sekilde, intra-
uterin dénemde DES iliskisi olmadigi beyan edilen, berrak
hticreli adenokarsinomali kadinlar da Reich tarafindan bildi-
rilmistir (37). Bu ise bilingsiz ilag kullaniminin énemini gdster-
mektedir.

Sonug olarak, insanlari besin zinciri ile stirekli etkiledigi
gbzonine alinarak DES'in doz ve etkilenme siiresi ile para-
lel mutajenik ve karsinojenik etkilerinin konvansiyonel yén-
temlerle yeterince incelendigi, artik bu konuda da PCR vb.
yeni yontemlerle galisarak etki mekanizmasinin ortaya kon-
masinin insan saghgl agisindan daha faydali olacag: inan-
cindayiz.
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