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Abstract

Ozet

Amag: Testis dokusu, iyonizan radyasyona en yogun apoptotik yanit veren
dokulardan biridir. Amifostin kanser ilaglari ve radyasyonun yan et-
kilerini onleyen bir ajandir. Bu ¢aliyjmada amifostinin, radyasyona
maruziyet sonucu siganlarin testikiiler germ hiicrelerinde meydana
gelen apoptotik Oliimler iizerindeki etkisi TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick and
labelling assay) yontemi kullanarak degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Ortalama agirhiklart 250 gr olan 34 adet eriskin
Sprague-Dawley cinsi erkek si¢an ¢aligma gruplarinda 12’ser adet,
kontrol grubunda 10 adet olmak iizere toplam 3 gruba ayrilmistir.
Radyasyon Theratron 780-C Co® teleterapi cihaz ile tiim batin ve
testislere 2 Gy olarak verilmistir. Birinci gruptaki sicanlara sadece
radyasyon, ikinci gruptaki sicanlara radyasyondan 15 dk. dnce 200
mg/m2 amifostin intraperitoneal olarak uygulanmuis, kontrol grubun-
daki si¢anlara ise ne radyasyon ne de amifostin uygulanmistir. Si-
canlar radyasyondan 10 hafta sonra histolojik ve immun-
histokimyasal degerlendirme igin sakrifiye edilmistir. Apoptozun
saptanmasinda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-X nick end labelling assay) yontemi kullanilmustir.
Histolojik degerlendirmelerin ardindan Apoptotik indeks (Al) yiiz-
deleri, hazirlanan her bir kesitte rastgele odaklanan 10 ayr1 seminifer
tiibiilin degerlendirilmesiyle elde edilmistir.

Bulgular: Kontrol grubundaki normal seminifer tiibiillerde diisiik oranlarda
gozlenen apoptoz, spontan apoptoz olarak degerlendirilmis olup bu
grupta ortalama Al oran1 %1.8°dir. Radyasyon verilmesinden on hafta
gecmis olmasina ragmen 2 Gy sonrasinda her iki ¢alisma grubunda da
yogun apoptotik yanitlar gozlenmistir. Ortalama Al oranlari sadece
radyasyon uygulanan grupta %42, radyasyon oncesinde amifostin uy-
gulanan grupta %37 olarak hesaplanmus olup iki ¢aliyma grubunun
AT’leri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir.

Sonug: Radyasyondan 15 dk. 6nce intraperitoneal olarak verilen amifostin,
sicanlarda radyasyonun indiikledigi germ hiicresi apoptozuna karsi
bir koruyuculuk gostermemektedir.

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, apoptoz, germ hiicresi
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Objective: Testicular tissue produces an extensive apoptotic response to
irradiation. Amifostine is a chemoprotectant that is used to prevent
some of the side effects of chemotherapy (cisplatin) or radiation
therapy. The purpose of this study was to evaluate the efficacy of
amifostine on radiation-induced apoptosis of testicular germ cells us-
ing the TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP-biotin nick and labelling assay) method.

Material and Methods: Thirty-four male Sprague-Dawley rats with a
median weight of 250 grams were grouped into three groups, com-
prised of 12 rats in each of 2 study groups and 10 rats in a control
group. Irradiation was applied with a Theratron 780-C Co® telether-
apy machine. A single fraction of 2 Gy was given to the whole ab-
domen and testes. The first group received 2 Gy radiotherapy alone,
while the second group received 200 mg/m2 amifostin intraperito-
neally 15 minutes prior to irradiation. The control group received
neither radiation nor amifostine. The rats were sacrificed 10 weeks
after irradiation for immunohistological evaluation. TUNEL (termi-
nal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick and la-
belling assay) was used to identify apoptosis. Apoptotic indices (Al)
were obtained by evaluating ten separate seminiferous tubules on
each slide randomly.

Results: A low rate of Al (1.8%) observed in the control group was evalu-
ated as spontaneous apoptosis. Although the interval after irradiation
was 10 weeks, both groups receiving 2 Gy exhibited intense apop-
totic responses. The mean Al was 42% in the radiation alone group
and 37% in the radiation plus amifostine group. There was no statis-
tically significant difference between the AI’s of the study groups.

Conclusion: Intraperitoneal administration of amifostine, 15 minutes prior
to irradiation, did not prevent radiation-induced germ cell apoptosis
in rats.

Key Words: Radiation, apoptosis, germ cell

T Klin J Med Sci 2004,24:142-146

Gelig Tarihi/Recevied: 05.09.2003 Kabul Tarihi/Accepted: 06.04.2004
*V. Ulusal Radyasyon Onkolojisi Kongresi, 20-23 Nisan 2002, Kusadasi.
Yazigma Adresi/Correspondence: Dr. Deniz YALMAN

Ege Universitesi Tip Fakdltesi Radyasyon Onkolojisi AD,

35100 Bornova/IZMIR

dyalman@med.ege.edu.tr

Copyriht © by Turkiye Klinikleri

142

on yillarda yapilan ¢alismalar, testis germ

hiicresi  Oliimiiniin  apoptoz  yoluyla
meydana geldigini gostermistir.”
Spontan apoptoz, germ hiicrelerinin
gelisimi  esnasinda olusan ve hasarli germ

hiicrelerinin eliminasyonunu saglayan fizyolojik
bir siirec olup ayrica iyonizan radyas-yon,
kemoterapi ve hormonal manipiilasyonlar gibi bir
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takim dis uyaranlar da apoptoza yol agmaktadir.*"*
Oakberg" ve Clermont,'® testis germ hiicrelerinde
dejenerasyonun  anormal  kromozoma  sahip
hiicrelerin eliminasyonunu saglayan bir
mekanizma olabilecegini ileri siirmelerine ragmen
giiniimiizde  apoptozun  spermatojenik  germ
hiicrelerinde yiiksek oranlarda go6zlenmesinin
nedeni heniiz bilinmemektedir.

Kanserin iyonizan radyasyon ile tedavisinde
terapotik  kazanct  arttirmanmin @ bir  yolu,
antitimoral etkinligi degistirmeksizin normal
dokular1 radyasyon hasarindan koruyan hiicre
koruyucu ajanlarin kullanilmasidir. Amifostin,
hiicre koruyucu olarak kullanilan ajanlar icerisin-
de organa 6zgiil olmaksizin genig bir hiicre koru-
yucu yelpaze sunan bir tiyol bilesigidir. Hayvan
calismalar1 ve klinik ¢aligmalar, amifostinin rad-
yoterapinin sitotoksik etkisini etkilemeksizin
normal dokular iizerindeki zararli etkileri azaltti-
gin1 gostermistir.

Milas ve arkadaslarl,17 amifostinin tek fraksi-
yon yiiksek doz radyoterapiye kars1 testis dokusu
izerindeki koruyucu etkisini repopule olan ve ol-
mayan seminifer tiibiillerin incelenmesi yoluyla
gostermislerdir. Bu calismada ise amifostinin rad-
yasyona bagli germ hiicresi apoptozu iizerindeki
koruyucu etkisi TUNEL yontemi kullanilarak de-
gerlendirilmistir.

Gerec ve Yontemler
Bu deneysel calisma Ege Universitesi Tip Fa-
kiiltesi (E.U.T.F) Hayvan Etik Kurulu'ndan izin
alinarak E.U.T.F Deneysel Cerrahi Arastirma
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Calismada Ege Universitesi Deneysel Aras-
tirma ve Uygulama Hayvan Bakim Merkezi’'nde
yetistirilmis ortalama agirliklar1 250 gram olan 34
adet “Spraque Dawley” cinsi erigkin erkek sican
kullanilmistir. Siganlar, ¢alisma gruplarinda 12’ser
adet, kontrol grubunda 10 adet olmak iizere toplam
3 gruba ayrilmis ve caligmanin baglatilmasindan
bir hafta oncesinden sakrifiye edilene kadar gecen
siire icerisinde E.U.T.F. Deneysel Cerrahi Arastir-
ma Laboratuvari’nda, sicanlar i¢cin uygun olan
kafeslerde, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik
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ortamda, konvansiyonel sican besinleri ve su ad
libitum verilerek yasatilmistir.

Genel anestezi intramuskiiler ketamin (10
mg/kg) ile saglanmistir. Ardindan sirayla kontrol
grubuna (radyasyon ve amifostin uygulanmayan
grup) ve 1. gruba (yalniz 2 Gy radyasyon uygula-
nan grup) salin; 2. gruba (2 Gy radyasyon ve
amifostin uygulanan grup) intraperitoneal yol ile
radyasyondan 15 dakika once 200 mg/m” amifostin
uygulanmistir. Mukavva karton iizerine 6’11 ya da
3’erli gruplar halinde yerlestirilip flaster ile yapisti-
rilan siganlar Theratron 780-C Co® teleterapi ciha-
z1 ile 80 cm SSD’de tek fraksiyon 2 Gy dozda,
testis cildi tizerine 0,5 cm kalinliginda 5 x 5 cm
ebadinda boliis maddesi konularak tiim batin ve
testisleri iceren sahadan 1sinlanmustir.

Sicanlar islemden 10 hafta sonra yiiksek doz
fentobarbiital verilerek sakrifiye edilmistir. Testis-
ler sicanlarin karinlari tiras edildikten sonra alt
abdomen duvarina orta hat insizyonu yapilarak
skrotumdan yavasca ¢ikarilip bovin soliisyonunda
tespit edilmis ve klasik parafine gdmme islemleri-
ne tabi tutulmustur.

Apoptozun Saptanmast

Doku kesitlerinde apoptotik hiicrelerdeki
DNA sarmal kiriklarinin in situ saptanmasinda en
duyarli ve en hizli metod olan TUNEL yo6ntemi
kullanilmistir. Bu yontem temelinde apoptotik
hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini serbest 3°-
OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit
etmeye dayanarak apoptoza giden hiicrelerin go-
riintiilenmesini saglamaktadir. Calismamizda apop-
tozun immiinhistokimyasal metodla saptanmas1 ve
Olciilmesi i¢in “In Situ Cell Death Detection,
POD” kiti (Roche Molecular Biochemicals, Ger-
many) kullanilmistir. Deparafinizasyon sonrasinda,
kesitler ilk olarak stabilizasyonun saglanmasi icin
“proteinase-K” (Roche) ile 60 % C’de inkiibe
edilmis daha sonra endojen peroksidazin bloke
edilmesi i¢in ‘‘Blocking Solution’ ile (metanol
icinde %3’liik H,O,) oda 1sisinda 10 dakika, per-
meabilizasyonun saglanmasi i¢in “permiabilisation
solution” (%0.1’lik sodyum sitrat-%0.1 Triton® x-
100) icinde 4 % C’de 2 dakika bekletilmistir. Isaret-
leme icin kesitler TUNEL reaksiyon karigimi
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reaksiyon karisimi (Fluorescein-dUTP) ilave edil-
dikten sonra nemli ortamda, 37 ° C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. Sinyal doniisiimii ve analizin
saglanmas1 igin kesitler iizerine 50 mikrogram
“Converter-POD” ilave edilerek nemli ortamda 30
dakika daha inkiibe edilmis ve substrat soliisyonu
ile (DAB: Diaminobenzidin) peroksidaz aktivitesi
goriiniir  hale  getirilmistir.  Daha  sonra
hematoksilen ile zit boyama yapilarak 151k mikros-
kobunda incelemeye alinmustir.

Apoptotik Indeksin (AI) Degerlendirilmesi

Her bir sicana ait apoptotik indeks orani, ha-
zirlanan bir kesitteki rastgele odaklanan 10 ayri
seminifer tiibiilin degerlendirilmesi ile elde edil-
mistir. Her bir tiibiildeki apoptotik hiicre sayisinin
toplam hiicre sayisina boliinmesiyle ortaya c¢ikan
oranlarin ortalamasi alinmig, bu oran 100 ile ¢arpi-
larak % Al degeri elde edilmistir.

Istatistiksel Analiz
Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
gruplar arasindaki farkliligin saptanmasi icin
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanil-
mistir.
Bulgular

Radyasyon uygulanmayan kontrol grubundaki
sicanlarin seminifer tiibiillerinde gdzlenen spontan
apoptoz  agirhikli  olarak spermatogonia ve
spermatositlerde gdzlenmis ve ortalama Al oram
%1.8 olarak bulunmustur. Yapilan tek yonli
varyans analizinde kontrol grubundaki sicanlarda
bulunan apoptotik indeks orani diger iki gruba gore
istatistiksel anlamli fark gostermektedir (p=0,05).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 2 Gy radyas-
yon alan ¢alisma gruplarinda ortalama Al degerle-
rinde yaklasik 20 kat bir artis gbézlenmistir. Orta-
lama Al degerleri yalmz 2 Gy radyasyon uygula-
nan birinci gruba ait sicanlarin  seminifer
tiibiillerinde %42, 2 Gy radyasyon ve amifostin
uygulanan ikinci gruba ait seminifer tiibiillerde ise
%37 olarak bulunmustur. Ancak ‘‘paired samples
T test”” kullanilarak yapilan istatistiksel degerlen-
dirmede amifostin uygulanmasinin apoptotik yanit
izerinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi
saptanmistir. Farkli gruplar arasinda ve her bir
sicanin seminifer tiibiilleri icerisinde 10. haftada
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gbzlenen gec apoptozis; spermatogonia, mayotik
olarak bdliinen spermatosit ve spermatidlerin tii-
miinde gbzlenmis olup seminifer epitel siklusunun
herhangi bir evresine 6zgii apoptozis acisindan tu-
tarl bir iliski saptanmamistir (Resim-1A, 1B, 1C).

Tartisma

Radyoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir tedavi yontemi olmakla birlikte
tiimoral dokuya segici olmadigindan tiimor komsu-
lugundaki saglikli dokulara da hasar vermekte, akut
ve gec¢ donemde olusan yan etkiler yasam kalitesini
etkilemektedir. Sagkalim siirelerinin giderek uzadigi
kanser hastalarinda ortaya cikan bu yan etkileri
onlemek icin sitoprotektif ajanlar gelistirilmistir.

Kromomozomal mutajen olan radyasyonun
fertilite lizerindeki etkileri bilinmektedir. Bu ne-
denle radyoterapi uygulanan ve uzun siire yasayan
geng erkek hastalarda lireme sisteminde olusan yan
etkiler ayr1 bir onem tasimaktadir.

Bu caligsmada testis dokusunun sec¢ilme nedeni
testislerin diigsiik doz radyasyon uygulamalarina
karsin olusan hasarin saptanmasina olanak sagla-
yacak kadar radyoduyarli bir doku olmasidir. Bu
ozelligi nedeniyle amifostinin olast koruyucu et-
kinliginin daha iyi gozlemlenebilecegi diisiiniil-
miistiir. Deneysel olarak testislerin degerlendiril-
mesinde seminifer epitel siklusu kavranmi kullanil-
maktadir. Sicanlarda bu siire yaklasik bes haftadir.
Calismamizda ge¢ donem yan etkilerin gozlenmesi
bakimindan en azindan 2 seminifer epitel
siklusunun atlatilmasindan sonra sicanlarin sakrifiye
edilmesi diisiiniilmiis ve 10. haftada sicanlar
sakrifiye edilmistir. Doz olarak 2 Gy uygulamami-
zin nedeni ise bu dozun ge¢ donem yan etkilerin
degerlendirilmesinde esik tolarans dozu olarak bi-
linmesidir."® Testikiiler dokuda hem spontan hem de
hasarlanmaya bagli germ hiicresi Oliimiinde esas
mekanizma apoptotik hiicre Sliimiidiir." >’

Calismamizda, amifostinin ge¢ dénemde (10
hafta sonra) radyasyona baghi germ hiicresi
apoptozu lizerindeki etkisi arastirilmistir. TUNEL
teknigiyle, radyasyon uygulanmayan kontrol
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grubuna ait siganlardaki ortalama Al degeri, 2 Gy
radyasyon uygulanan calisma gruplarina gore ol-
dukca diisiikk bulunmus (%1.8) ve bu oran spontan
apoptozis orani olarak yorumlanmustir. ki Gy rad-
yasyon uygulanan sicanlarin seminifer tiibiille-
rinden elde edilen Al oranlar1 kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek sap-

tanmigtir. Radyasyona bagli apoptoz sican
seminifer epitel siklusunun belirli bir evresine 6z-
giil olmaksizin spermatogonia, mayotik olarak
boliinen spermatosit ve spermatid’lerin tiimiinde
gozlenmis olup, herhangi bir evreye 6zgiil apoptoz
yogunlugu saptanmamistir. Amifostin alan ve al-
mayan gruplar karsilastirildiginda amifostinin
apoptoz yogunlugunu seminifer epitelin 6zgiil bir
evresine cekmedigi, diger gruptan anlamli bir fark-
lilik olusturmadigi saptanmistir.

Testikiiler germ hiicrelerinde apoptotik yanitin
radyasyon ya da kemoterapoétik ilaclar ile indiiksi-
yonunda saatler sonra maksimum seviyede izlen-
digini gosteren ¢alismalar olmasina ragmen gec
donemde incelendigi sinirl sayida ¢aligma mevcut-
tur. Calismamizda iyonizan radyasyonu takiben en

T Klin J Med Sci 2004, 24

Resim 1. Tki Gy radyasyon ve amifostin uygulanan gruba ait
bir sicanin seminifer tiibiilii enine kesidi. A) Hemotoksilen-
eosin, x20; B) TUNEL, DAB x40. (Niikleer boyanmanin
yogun koyu kahverengi ve homojen oldugu hiicrelerdir): C)
Spontan apoptozun gozlendigi kontrol grubuna ait bir siganin
seminifer tiibiilii enine kesidi TUNEL, DABx40.

az bir seminifer epitel siklusu gectigi halde (on
hafta sonra) radyasyon hasarina bagli apoptotik
Olimler gozlemlememiz germ hiicrelerinde rad-
yasyona bagli apoptotik yanitin yalniz akut do-
nemde gerceklesmedigini ortaya koymaktadir.
Gozlemlenen bu gec apoptoz bazi germinal kok
hiicrelerinin radyasyon hasarindan sonra hemen
O0lmeyip, bunun yerine hiicre siklusuna devam
ettigini, potansiyel apoptozun aktivasyonundan
once DNA hasarinin tamir edilmeye calisildigini
ve biriken kromozomal anormallikler nedeniyle bir
dizi farkli apoptoz mekanizmalar1 sonucunda hiic-
relerin dliimiiyle sonuclandigini ifade edebilir.

Dewey ve arkadaslari®' tarafindan kromozomal
aberasyonlar sonucunda klasik mitoza bagli apoptoz
(MCA: Yalmz kromozomal aberras-yonlara sahip
bir hiicrede boliinmeden sonra meydana gelen
apoptozis) tanimlanmistir. Ge¢ apoptozda tetigi ce-
ken mekanizmanin kromozomal aberasyonlar oldu-
gu (MCA) ifade edilmistir. Radford’un ** agiklama-
ya ¢alistigina benzer sekilde ¢calismamizda da olduk-
¢a radyoduyarli olan germ hiicrelerinde iyonizan
radyasyondan 10 hafta sonra gozlenen apoptotik
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yanitin kromozomal aberasyonlar ile tetiklenebilece-
gini akla getirmektedir. Bu goriis icin heniiz daha
ileri  arastirmalar  yapilmadigindan  oldukga
radyosensitif olan germ hiicrelerinde radyasyona
bagh apoptozis mekanizma-larinin agiga kavugmasi-
ni1 saglamak icin daha fazla veriye ihtiyag vardir.

Jahnukainen ve arkadaglarinin c¢alismasinda
antrasiklinlerin toksik etkilerine karst amifostinin
koruyucu etkinligi apoptoza giden hiicrelerin de-
gerlendirilmesiyle kiiltiirde spermatojenik hiicreler
kullanilarak arastirilmis, seminifer epitelin 6zgiil
evrelerinde, doksorubisin ya da idarubisinin neden
oldugu germ hiicresi toksisitesine karsi bizim calis-
mamizda oldugu gibi amifostinin koruyucu etkisinin
bulunmadigi saptanmigtir. Amifostinin tek fraksiyon
yiikksek doz radyoterapiye karsi testis dokusu iize-
rindeki protektif etkisi Milas ve arkadaslar tara-
findan gosterilmistir."” Ancak arastirmacilar takip
eden cahigmalarinda ** diisiik radyasyon dozlari
uyguladiklarinda amifostinin koruyucu etkisinin
azaldigin1 gormiisler, 2 Gy ve altindaki dozlarla
fraksiyone radyoterapi ile birlikte uygulandiginda
ise amifostinin germ hiicrelerinde sitotoksik etkiye
neden oldugunu saptamislardir. Bizim ¢alismamiz-
da da amifostinin 2 Gy’de koruyucu etkisinin ol-
madig1 izlenmistir.

Calismamizda sican testisi germ hiicrelerinde
radyasyonun olusturdugu apoptotik Sliimlere karst
amifostinin koruyucu bir etkinlik gostermedigi
saptanmistir. Ancak bunun daha ileri ¢alismalarla
dogrulanmasi gereklidir. Eger radyoterapi sirasinda
germ hiicrelerinde radyasyona bagli apoptozu 6n-
leme yetenegine sahip hiicre koruyucu bir ajan kulla-
nilabilirse radyasyona bagli azospermi ve infertilite
onlenebilir ve definitif radyoterapi alan geng¢ erkek
hastalarda yasam kalitesi iizerinde olumlu bir etki
saglanabilir.
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