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on yıllarda yapılan çalı�malar, testis germ 
hücresi ölümünün apoptoz yoluyla 
meydana geldi�ini göstermi�tir.1-5 
Spontan apoptoz, germ hücrelerinin 

geli�imi esnasında olu�an ve hasarlı germ 
hücrelerinin eliminasyonunu sa�layan fizyolojik 
bir süreç olup ayrıca iyonizan radyas-yon, 
kemoterapi ve hormonal manipülasyonlar gibi bir 
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Özet 
Amaç: Testis dokusu, iyonizan radyasyona en yo�un apoptotik yanıt veren 

dokulardan biridir. Amifostin kanser ilaçları ve radyasyonun yan et-
kilerini önleyen bir ajandır. Bu çalı�mada amifostinin, radyasyona 
maruziyet sonucu sıçanların testiküler germ hücrelerinde meydana 
gelen apoptotik ölümler üzerindeki etkisi TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick and 
labelling assay) yöntemi kullanarak de�erlendirilmi�tir.  

Gereç ve Yöntemler: Ortalama a�ırlıkları 250 gr olan 34 adet eri�kin 
Sprague-Dawley cinsi erkek sıçan çalı�ma gruplarında 12’�er adet, 
kontrol grubunda 10 adet olmak üzere toplam 3 gruba ayrılmı�tır. 
Radyasyon Theratron 780-C Co60 teleterapi cihazı ile tüm batın ve 
testislere 2 Gy olarak verilmi�tir. Birinci gruptaki sıçanlara sadece 
radyasyon, ikinci gruptaki sıçanlara radyasyondan 15 dk. önce 200 
mg/m2 amifostin intraperitoneal olarak uygulanmı�, kontrol grubun-
daki sıçanlara ise ne radyasyon ne de amifostin uygulanmı�tır. Sı-
çanlar radyasyondan 10 hafta sonra histolojik ve immun-
histokimyasal de�erlendirme için sakrifiye edilmi�tir. Apoptozun 
saptanmasında TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-X nick end labelling assay) yöntemi kullanılmı�tır. 
Histolojik de�erlendirmelerin ardından Apoptotik �ndeks (A�) yüz-
deleri, hazırlanan her bir kesitte rastgele odaklanan 10 ayrı seminifer 
tübülün de�erlendirilmesiyle elde edilmi�tir. 

Bulgular: Kontrol grubundaki normal seminifer tübüllerde dü�ük oranlarda 
gözlenen apoptoz, spontan apoptoz olarak de�erlendirilmi� olup bu 
grupta ortalama A� oranı %1.8’dir.  Radyasyon verilmesinden on hafta 
geçmi� olmasına ra�men 2 Gy sonrasında her iki çalı�ma grubunda da 
yo�un apoptotik yanıtlar gözlenmi�tir. Ortalama A� oranları sadece 
radyasyon uygulanan grupta %42, radyasyon öncesinde amifostin uy-
gulanan grupta %37 olarak hesaplanmı� olup iki çalı�ma grubunun 
A�’leri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmemi�tir. 

Sonuç: Radyasyondan 15 dk. önce intraperitoneal olarak verilen amifostin,
sıçanlarda radyasyonun indükledi�i germ hücresi apoptozuna kar�ı  
bir koruyuculuk göstermemektedir. 

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, apoptoz, germ hücresi 
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 Abstract 
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 Co60 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 (AI) 
were obtained by evaluating ten separate seminiferous tubules on 
each slide randomly. 

Results: A low rate of AI (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 AI 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. 
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takım dı� uyaranlar da apoptoza yol açmaktadır.6-14 
Oakberg15 ve Clermont,16 testis germ hücrelerinde 
dejenerasyonun anormal kromozoma sahip 
hücrelerin eliminasyonunu sa�layan bir 
mekanizma olabilece�ini ileri sürmelerine ra�men 
günümüzde apoptozun spermatojenik germ 
hücrelerinde yüksek oranlarda gözlenmesinin 
nedeni henüz bilinmemektedir. 

Kanserin iyonizan radyasyon ile tedavisinde 
terapötik kazancı arttırmanın bir yolu, 
antitümöral etkinli�i de�i�tirmeksizin normal 
dokuları radyasyon hasarından koruyan hücre 
koruyucu ajanların kullanılmasıdır. Amifostin, 
hücre koruyucu olarak kullanılan ajanlar içerisin-
de organa özgül olmaksızın geni� bir hücre koru-
yucu yelpaze sunan bir tiyol bile�i�idir. Hayvan 
çalı�maları ve klinik çalı�malar, amifostinin rad-
yoterapinin sitotoksik etkisini etkilemeksizin 
normal dokular üzerindeki zararlı etkileri azalttı-
�ını göstermi�tir. 

Milas ve arkada�ları,17 amifostinin tek fraksi-
yon yüksek doz radyoterapiye kar�ı testis dokusu 
üzerindeki koruyucu etkisini repopule olan ve ol-
mayan seminifer tübüllerin incelenmesi yoluyla 
göstermi�lerdir. Bu çalı�mada ise amifostinin rad-
yasyona ba�lı germ hücresi apoptozu üzerindeki 
koruyucu etkisi TUNEL yöntemi kullanılarak de-
�erlendirilmi�tir. 

Gereç ve Yöntemler 
Bu deneysel çalı�ma Ege Üniversitesi Tıp Fa-

kültesi (E.Ü.T.F) Hayvan Etik Kurulu’ndan izin 
alınarak E.Ü.T.F Deneysel Cerrahi Ara�tırma 
Laboratuvarı’nda yürütülmü�tür. 

Çalı�mada Ege Üniversitesi Deneysel Ara�-
tırma ve Uygulama Hayvan Bakım Merkezi’nde 
yeti�tirilmi� ortalama a�ırlıkları 250 gram olan 34 
adet “Spraque Dawley” cinsi eri�kin erkek sıçan 
kullanılmı�tır. Sıçanlar, çalı�ma gruplarında 12’�er 
adet, kontrol grubunda 10 adet olmak üzere toplam 
3 gruba ayrılmı� ve çalı�manın ba�latılmasından 
bir hafta öncesinden sakrifiye edilene kadar geçen 
süre içerisinde E.Ü.T.F. Deneysel Cerrahi Ara�tır-
ma Laboratuvarı’nda, sıçanlar için uygun olan 
kafeslerde, 12 saat karanlık ve 12 saat aydınlık 

ortamda, konvansiyonel sıçan besinleri ve su ad 
libitum verilerek ya�atılmı�tır. 

Genel anestezi intramusküler ketamin (10 
mg/kg) ile sa�lanmı�tır. Ardından sırayla kontrol 
grubuna (radyasyon ve amifostin uygulanmayan 
grup) ve 1. gruba (yalnız 2 Gy radyasyon uygula-
nan grup) salin; 2. gruba (2 Gy radyasyon ve 
amifostin uygulanan grup) intraperitoneal yol ile 
radyasyondan 15 dakika önce 200 mg/m2 amifostin 
uygulanmı�tır. Mukavva karton üzerine 6’lı ya da 
3’erli gruplar halinde yerle�tirilip flaster ile yapı�tı-
rılan sıçanlar Theratron 780-C Co60 teleterapi ciha-
zı ile 80 cm SSD’de tek fraksiyon 2 Gy dozda, 
testis cildi üzerine 0,5 cm kalınlı�ında 5 x 5 cm 
ebadında bolüs maddesi konularak tüm batın ve 
testisleri içeren sahadan ı�ınlanmı�tır. 

Sıçanlar i�lemden 10 hafta sonra yüksek doz 
fentobarbütal verilerek sakrifiye edilmi�tir. Testis-
ler sıçanların karınları tıra� edildikten sonra alt 
abdomen duvarına orta hat insizyonu yapılarak 
skrotumdan yava�ça çıkarılıp bovin solüsyonunda 
tespit edilmi� ve klasik parafine gömme i�lemleri-
ne tabi tutulmu�tur. 

Apoptozun Saptanması 
Doku kesitlerinde apoptotik hücrelerdeki 

DNA sarmal kırıklarının in situ saptanmasında en 
duyarlı ve en hızlı metod olan TUNEL yöntemi 
kullanılmı�tır. Bu yöntem temelinde apoptotik 
hücrelerdeki DNA sarmal kırıklarını serbest 3`- 
OH uçlarında enzimatik bir reaksiyon ile tespit 
etmeye dayanarak apoptoza giden hücrelerin gö-
rüntülenmesini sa�lamaktadır. Çalı�mamızda apop-
tozun immünhistokimyasal metodla saptanması ve 
ölçülmesi için “In Situ Cell Death Detection, 
POD” kiti (Roche Molecular Biochemicals, Ger-
many) kullanılmı�tır. Deparafinizasyon sonrasında, 
kesitler ilk olarak stabilizasyonun sa�lanması için 
“proteinase-K” (Roche) ile 60 0 C’de inkübe 
edilmi� daha sonra endojen peroksidazın bloke 
edilmesi için ‘‘Blocking Solution’’ ile (metanol 
içinde %3’lük H2O2) oda ısısında 10 dakika, per-
meabilizasyonun sa�lanması için “permiabilisation 
solution” (%0.1’lik sodyum sitrat-%0.1 Triton® x-
100) içinde 4 0 C’de 2 dakika bekletilmi�tir. ��aret-
leme için kesitler TUNEL reaksiyon karı�ımı 
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reaksiyon karı�ımı (Fluorescein-dUTP) ilave edil-
dikten sonra nemli ortamda, 37 0 C’de 1 saat 
inkübe edilmi�tir. Sinyal dönü�ümü ve analizin 
sa�lanması için kesitler üzerine 50 mikrogram 
“Converter-POD” ilave edilerek nemli ortamda 30 
dakika daha inkübe edilmi� ve substrat solüsyonu 
ile (DAB: Diaminobenzidin) peroksidaz aktivitesi 
görünür hale getirilmi�tir. Daha sonra 
hematoksilen ile zıt boyama yapılarak ı�ık mikros-
kobunda incelemeye alınmı�tır. 

Apoptotik �ndeksin (A�) De�erlendirilmesi 
Her bir sıçana ait apoptotik indeks oranı, ha-

zırlanan bir kesitteki rastgele odaklanan 10 ayrı 
seminifer tübülün de�erlendirilmesi ile elde edil-
mi�tir. Her bir tübüldeki apoptotik hücre sayısının 
toplam hücre sayısına bölünmesiyle ortaya çıkan 
oranların ortalaması alınmı�, bu oran 100 ile çarpı-
larak % A� de�eri elde edilmi�tir. 

�statistiksel Analiz 
Verilerin istatistiksel de�erlendirilmesinde 
gruplar arasındaki farklılı�ın saptanması için 
tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıl-
mı�tır. 

Bulgular 
Radyasyon uygulanmayan kontrol grubundaki 

sıçanların seminifer tübüllerinde gözlenen spontan 
apoptoz a�ırlıklı olarak spermatogonia ve 
spermatositlerde gözlenmi� ve ortalama A� oranı 
%1.8 olarak bulunmu�tur. Yapılan tek yönlü 
varyans analizinde kontrol grubundaki sıçanlarda 
bulunan apoptotik indeks oranı di�er iki gruba göre 
istatistiksel anlamlı fark göstermektedir (p=0,05). 
Kontrol grubuyla kar�ıla�tırıldı�ında 2 Gy radyas-
yon alan çalı�ma gruplarında ortalama A� de�erle-
rinde yakla�ık 20 kat bir artı� gözlenmi�tir. Orta-
lama A� de�erleri yalnız 2 Gy radyasyon uygula-
nan birinci gruba ait sıçanların seminifer 
tübüllerinde %42, 2 Gy radyasyon ve amifostin 
uygulanan ikinci gruba ait seminifer tübüllerde ise 
%37 olarak bulunmu�tur. Ancak ‘‘paired samples 
T test’’ kullanılarak yapılan istatistiksel de�erlen-
dirmede amifostin uygulanmasının apoptotik yanıt 
üzerinde anlamlı bir de�i�ikli�e neden olmadı�ı 
saptanmı�tır. Farklı gruplar arasında ve her bir 
sıçanın seminifer tübülleri içerisinde 10. haftada 

gözlenen geç apoptozis; spermatogonia, mayotik 
olarak bölünen spermatosit ve spermatidlerin tü-
münde gözlenmi� olup seminifer epitel siklusunun 
herhangi bir evresine özgü apoptozis açısından tu-
tarlı bir ili�ki saptanmamı�tır (Resim-1A, 1B, 1C). 

Tartı�ma 
Radyoterapi kanser tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan bir tedavi yöntemi olmakla birlikte 
tümöral dokuya seçici olmadı�ından tümör kom�u-
lu�undaki sa�lıklı dokulara da hasar vermekte, akut 
ve geç dönemde olu�an yan etkiler ya�am kalitesini 
etkilemektedir. Sa�kalım sürelerinin giderek uzadı�ı 
kanser hastalarında ortaya çıkan bu yan etkileri 
önlemek için sitoprotektif ajanlar geli�tirilmi�tir. 

Kromomozomal mutajen olan radyasyonun 
fertilite üzerindeki etkileri bilinmektedir. Bu ne-
denle radyoterapi uygulanan ve uzun süre ya�ayan 
genç erkek hastalarda üreme sisteminde olu�an yan 
etkiler ayrı bir önem ta�ımaktadır. 

Bu çalı�mada testis dokusunun seçilme nedeni 
testislerin dü�ük doz radyasyon uygulamalarına 
kar�ın olu�an hasarın saptanmasına olanak sa�la-
yacak kadar radyoduyarlı bir doku olmasıdır. Bu 
özelli�i nedeniyle amifostinin olası koruyucu et-
kinli�inin daha iyi gözlemlenebilece�i dü�ünül-
mü�tür. Deneysel olarak testislerin de�erlendiril-
mesinde seminifer epitel siklusu kavramı kullanıl-
maktadır. Sıçanlarda bu süre yakla�ık be� haftadır. 
Çalı�mamızda geç dönem yan etkilerin gözlenmesi 
bakımından en azından 2 seminifer epitel 
siklusunun atlatılmasından sonra sıçanların sakrifiye 
edilmesi dü�ünülmü� ve 10. haftada sıçanlar 
sakrifiye edilmi�tir. Doz olarak 2 Gy uygulamamı-
zın nedeni ise bu dozun geç dönem yan etkilerin 
de�erlendirilmesinde e�ik tolarans dozu olarak bi-
linmesidir.18 Testiküler dokuda hem spontan hem de 
hasarlanmaya ba�lı germ hücresi ölümünde esas 
mekanizma apoptotik hücre ölümüdür.19,20 

Çalı�mamızda, amifostinin geç dönemde (10 
hafta sonra) radyasyona ba�lı germ hücresi 
apoptozu üzerindeki etkisi ara�tırılmı�tır. TUNEL 
tekni�iyle, radyasyon uygulanmayan kontrol 
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grubuna ait sıçanlardaki ortalama A� de�eri, 2 Gy 
radyasyon uygulanan çalı�ma gruplarına göre ol-
dukça dü�ük bulunmu� (%1.8) ve bu oran spontan 
apoptozis oranı olarak yorumlanmı�tır. �ki Gy rad-
yasyon uygulanan sıçanların seminifer tübülle-
rinden elde edilen A� oranları kontrol grubundan 
istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek sap-
tanmı�tır. Radyasyona ba�lı apoptoz sıçan 
seminifer epitel siklusunun belirli bir evresine öz-
gül olmaksızın spermatogonia, mayotik olarak 
bölünen spermatosit ve spermatid’lerin tümünde 
gözlenmi� olup, herhangi bir evreye özgül apoptoz 
yo�unlu�u saptanmamı�tır. Amifostin alan ve al-
mayan gruplar kar�ıla�tırıldı�ında amifostinin 
apoptoz yo�unlu�unu seminifer epitelin özgül bir 
evresine çekmedi�i, di�er gruptan anlamlı bir fark-
lılık olu�turmadı�ı saptanmı�tır. 

Testiküler germ hücrelerinde apoptotik yanıtın 
radyasyon ya da kemoterapötik ilaçlar ile indüksi-
yonunda saatler sonra maksimum seviyede izlen-
di�ini gösteren çalı�malar olmasına ra�men geç 
dönemde incelendi�i sınırlı sayıda çalı�ma mevcut-
tur. Çalı�mamızda iyonizan radyasyonu takiben en 

az bir seminifer epitel siklusu geçti�i halde (on 
hafta sonra) radyasyon hasarına ba�lı apoptotik 
ölümler gözlemlememiz germ hücrelerinde rad-
yasyona ba�lı apoptotik yanıtın yalnız akut dö-
nemde gerçekle�medi�ini ortaya koymaktadır. 
Gözlemlenen bu geç apoptoz bazı germinal kök 
hücrelerinin radyasyon hasarından sonra hemen 
ölmeyip, bunun yerine hücre siklusuna devam 
etti�ini, potansiyel apoptozun aktivasyonundan 
önce DNA hasarının tamir edilmeye çalı�ıldı�ını 
ve biriken kromozomal anormallikler nedeniyle bir 
dizi farklı apoptoz mekanizmaları sonucunda hüc-
relerin ölümüyle sonuçlandı�ını ifade edebilir. 

Dewey ve arkada�ları21 tarafından kromozomal 
aberasyonlar sonucunda klasik mitoza ba�lı apoptoz 
(MCA: Yalnız kromozomal aberras-yonlara sahip 
bir hücrede bölünmeden sonra meydana gelen 
apoptozis) tanımlanmı�tır. Geç apoptozda teti�i çe-
ken mekanizmanın kromozomal aberasyonlar oldu-
�u (MCA) ifade edilmi�tir. Radford’un 22 açıklama-
ya çalı�tı�ına benzer �ekilde çalı�mamızda da olduk-
ça radyoduyarlı olan germ hücrelerinde iyonizan 
radyasyondan 10 hafta sonra gözlenen apoptotik 

     

 
Resim 1. �ki Gy radyasyon ve amifostin uygulanan gruba ait 
bir sıçanın seminifer tübülü enine kesidi. A) Hemotoksilen-
eosin, x20; B) TUNEL, DAB x40. (Nükleer boyanmanın 
yo�un koyu kahverengi ve homojen oldu�u hücrelerdir): C) 
Spontan apoptozun gözlendi�i kontrol grubuna ait bir sıçanın 
seminifer tübülü enine kesidi TUNEL, DABx40. 
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yanıtın kromozomal aberasyonlar ile tetiklenebilece-
�ini akla getirmektedir. Bu görü� için henüz daha 
ileri ara�tırmalar yapılmadı�ından oldukça 
radyosensitif olan germ hücrelerinde radyasyona 
ba�lı apoptozis mekanizma-larının açı�a kavu�ması-
nı sa�lamak için daha fazla veriye ihtiyaç vardır. 

Jahnukainen ve arkada�larının çalı�masında 
antrasiklinlerin toksik etkilerine kar�ı amifostinin 
koruyucu etkinli�i apoptoza giden hücrelerin de-
�erlendirilmesiyle kültürde spermatojenik hücreler 
kullanılarak ara�tırılmı�,23 seminifer epitelin özgül 
evrelerinde, doksorubisin ya da idarubisinin neden 
oldu�u germ hücresi toksisitesine kar�ı bizim çalı�-
mamızda oldu�u gibi amifostinin koruyucu etkisinin 
bulunmadı�ı saptanmı�tır. Amifostinin tek fraksiyon 
yüksek doz radyoterapiye kar�ı testis dokusu üze-
rindeki  protektif etkisi Milas ve arkada�ları tara-
fından gösterilmi�tir.17 Ancak ara�tırmacılar takip 
eden çalı�malarında 24 dü�ük radyasyon dozları 
uyguladıklarında amifostinin koruyucu etkisinin 
azaldı�ını görmü�ler, 2 Gy ve altındaki dozlarla 
fraksiyone radyoterapi ile birlikte uygulandı�ında 
ise amifostinin germ hücrelerinde sitotoksik etkiye 
neden oldu�unu saptamı�lardır. Bizim çalı�mamız-
da da amifostinin 2 Gy’de koruyucu etkisinin ol-
madı�ı izlenmi�tir. 

Çalı�mamızda sıçan testisi germ hücrelerinde 
radyasyonun olu�turdu�u apoptotik ölümlere kar�ı 
amifostinin koruyucu bir etkinlik göstermedi�i 
saptanmı�tır. Ancak bunun daha ileri çalı�malarla 
do�rulanması gereklidir. E�er radyoterapi sırasında 
germ hücrelerinde radyasyona ba�lı apoptozu ön-
leme yetene�ine sahip hücre koruyucu bir ajan kulla-
nılabilirse radyasyona ba�lı azospermi ve infertilite 
önlenebilir ve definitif radyoterapi alan genç erkek 
hastalarda ya�am kalitesi üzerinde olumlu bir etki 
sa�lanabilir. 
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