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SIÇAN MODELİNDE KÜÇÜK GTPAZ’LARIN İYONLAŞTIRICI 
RADYASYON HASARLARINDAKİ ROLÜ 

 
Y.Aysun Manisalıgil, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü,           

Medikal Fizik Anabilim Dalı, İzmir 
 

ÖZET 
Amaç: İyonlaştırıcı radyasyonun canlılar üzerindeki erken ve geç dönemdeki etkilerinin 

başında reaktif oksijen (ROS) türlerinin oluşumu, apoptozis ve DNA hasarı gelmektedir. Hücre 

içi ROS oluşumu ve apoptozis mekanizmalarında rol alan küçük GTPaz’lar; Rac1, RhoA ve 

Cdc42'dir. Bu çalışmada; testis ve kemik iliği dokularında oluşan radyasyona bağlı hasarda, 

küçük GTPaz’ların rolünün araştırılması amaçlanmıştır. 

Yöntem: Kontrol grubu hariç sıçanlara, 3 farklı dozda (0,02 Gy; 0,1 Gy; 5 Gy) tüm vücut 

radyasyon ışınlaması yapılmıştır. Radyasyon uygulanmasından sonra 2. saat, 24. saat ve 7. 

günde testis ve kemik iliği dokuları çıkartılmıştır. Testis ve kemik iliği doku hasarı histolojik 

yöntemler ile Rac1 ve RhoA ekspresyonları immünhistokimyasal (İHK) boyama ile analiz 

edilmiştir. Apoptozis, aktif kaspaz-3 ekspresyonunun İHK boyaması ile değerlendirilmiştir. 

Testis dokusundaki ROS’u değerlendirmek için; hücre içi ROS, süperoksit dismutaz (SOD) ve 

malondialdehit (MDA) ile Rac1 ve RhoA aktivasyon analizleri biyokimyasal yöntemler 

kullanılarak yapılmıştır. 

Bulgular: Radyasyon uygulanan tüm gruplarda, zamana ve doza bağlı testis dokusunda hasar 

ve apoptozis artışı saptandı. Radyasyon gruplarında doza ve zamana bağlı olarak; Rac1 

ekspresyonları kontrol grubuna göre azalırken, RhoA ekspresyonları da artış göstermiştir. 

Ayrıca, radyasyon gruplarında, kontrol grubuna göre hücre içi ROS ve MDA düzeylerinin 

arttığı, SOD düzeylerinin ise azaldığı saptandı. 

Sonuç: Radyasyona bağlı testis hasarında küçük GTPaz’ların rolü olabileceğini ve Rac1 ve 

RhoA’nın testis hasarını arttırıcı etkisinin en azından bir kısmını hücre içi ROS oluşumu ve 

lipid peroksidasyonunu arttırarak gerçekleştirebileceğini düşündürmüştür. 

 

Anahtar Sözcükler: Apoptozis, İyonlaştırıcı radyasyon, Küçük GTPaz, NADPH oksidaz, 

Reaktif oksijen türleri (ROS), Radyasyon hasarı. 
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THE ROLE OF SMALL GTPASES IN IONIZING RADIATION DAMAGE  
IN RAT MODEL 

 

Y.Aysun Manisalıgil, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,     
Department of Medical Physics, Izmir 

 

ABSTRACT 
Objective: Acute and late effects of ionizing radiation on living organisms are mainly known 

as the generation of reactive oxygen species (ROS), apoptosis and DNA damage. The small 

GTPases, which are Rac1, RhoA, and Cdc42, are involved in intracellular ROS formation and 

apoptosis mechanisms. In this study, it was aimed to investigate the role of small GTPases 

involved in radiation-induced damage to testes and bone marrow tissues. 

Methods: Whole body irradiation was applied to the rats at 3 different doses (0.02 Gy; 0.1 Gy; 

5 Gy) except the control group. Testicular and bone marrow tissues were removed at 2 hours, 

24 hours and 7 days after radiation exposure. Testicular and bone marrow tissue damage was 

analyzed by histological methods and Rac1 and RhoA expressions by immunohistochemical 

(IHC) staining. Apoptosis was assessed by IHC staining of active caspase-3 expression. In order 

to evaluate ROS in testicular tissue, intracellular ROS, superoxide dismutase (SOD) and 

malondialdehyde (MDA) analyses were performed using biochemical methods. Rac1 and 

RhoA activation were analyzed by biochemical methods. 

Results: Testicular tissue damage and increased apoptosis were detected in all irradiated 

groups, depending on time and dose. Depending on the dose and time in the all radiation groups, 

Rac1 expressions decreased compared to the control group and RhoA expressions increased. In 

addition, it was found that intracellular ROS and MDA levels increased and SOD levels 

decreased in the all radiation groups compared to the control group.  

Conclusion: It has been suggested that small GTPases may have a role in radiation-induced 

testicular damage. It has been suggested that Rac1 and RhoA may have some of the effect of 

increasing testicular damage by increasing intracellular ROS generation and lipid peroxidation. 

 
Key Words: Apoptosis, Ionizing radiation, Small GTPase, NADPH oxidase, Reactive oxygen 

species (ROS), Radiation damage 
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1 Giriş ve Amaç 

İyonlaştırıcı radyasyon; çeşitli radyolojik görüntüleme uygulamalarında ve kanser 

tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Tanı ve tedavi sırasında hastaya uygulanacak 

radyasyon dozunun mümkün olduğunca az tutulması ve radyasyondan koruyucu önlemler 

alınmasına rağmen; hastada radyasyona bağlı hasarların oluşma olasılığı bulunmaktadır. 

İyonlaştırıcı radyasyonun canlılar üzerinde erken ve geç dönemdeki etkilerinin başında; DNA 

hasarı, reaktif oksijen türlerinin oluşumu ve apoptozis gelmektedir. İyonlaştırıcı radyasyona 

maruz kalan hücrelerde etkilenme şekline bağlı olarak farklı moleküler ve sinyal ileti yolakları 

üzerinden etkiler meydana gelir (1). Bu moleküler değişiklikler, genel olarak çift iplik 

kırılmaları, kromozom anomalileri, mikronükleus ve nükleoplazmik köprülerin oluşması 

ve/veya strese duyarlı genlerin upregülasyonu ile saptanan genomik instabilitedir (2).  

Günümüze kadar hücre içinde sadece çekirdeğin radyasyona duyarlı olduğu ve hücrenin 

geri kalanının radyasyondan etkilenmediği fikri yaygındı. Hücre içi molekülleri hedefleyen ve 

sinyal mekanizmalarını araştıran çalışmaların artması ile hücrelerin radyasyona yanıtının farklı 

düzeylerde ortaya çıkabileceğini savunan yeni görüşler ortaya çıkmıştır (1, 3, 4). Tıbbi 

görüntüleme ve tedavi yöntemlerinde, tetkikin ya da tedavinin amacına göre hastaya verilen 

radyasyon dozları da farklılık gösterir. Radyolojik görüntülemede direk grafi, mamografi gibi 

düşük dozda radyasyon içeren tetkikler olduğu gibi, anjiografi, bilgisayarlı tomografi ve 

bununla birlikte tedavide de yüksek doz uygulamaları yapılmaktadır. Yüksek radyasyon dozları 

sonrasında oluşabilecek etkiler hakkında, düşük dozlara göre daha fazla bilgiye sahibiz. 

Japonya’daki atom bombası sonrasında yapılan epidemiyolojik çalışmalardan elde edilen 

veriler, radyasyon maruziyeti ile karsinojenez arasındaki nedensel ilişki hakkında önemli 

kanıtlar sağlamıştır (5). Ancak düşük dozlar için doz ve kanser insidansı arasındaki nedensellik 

üzerinde halen tartışmalar devam etmektedir (6). 

GTPaz ailesi; hücre büyümesi, hücre iskeletinin yeniden yapılanması, protein kinaz 

aktivasyonu, ROS oluşumu ve endotel geçirgenliğin düzenlenmesi gibi çeşitli fizyolojik ve 

patolojik olaylarda görev alır. Küçük GTPaz RhoA, endotelial geçirgenliği arttırıcı etkileri 

bilinmekle birlikte, Rac1 ve Cdc42 moleküllerinin endotelial disfonksiyon tamir 

mekanizmalarındaki rolü bilinmemektedir (7). Bunun yanı sıra, Rac1 molekülünün; hücre 

döngüsü, hücre-hücre adezyonu, aktin bağlantılı motilite ve epitelial farklılaşma gibi görevleri 

de vardır. Rac1 molekülünün oksidatif stres ve apoptozisin arttığı patolojik durumlarda 
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ekspresyonu ve/veya aktivitesinin arttığı pek çok dokuda gösterilmiştir (8, 9). Küçük 

GTPaz’ların özellikle de Rac1 molekülünün; NADPH oksidaz enziminin alt birimi olarak 

serbest radikal oluşumu ve apoptozisteki rolleri nedeni ile radyasyona bağlı hasarlar 

oluşmasında rolü olabileceği düşünülmektedir.  

Çalışmamızda, tıbbi görüntüleme ve tedavi yöntemlerinde kullanılan radyasyon dozlarına 

karşılık gelebilecek radyasyon dozlarının (düşük, orta ve yüksek) farklı dokular üzerindeki 

erken ve geç dönemdeki olası etki mekanizmalarında GTPaz’ların rolünü araştırmayı 

amaçladık. 
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2 Genel Bilgiler  

2.1 Radyasyon 

Radyasyon, elektromanyetik dalga veya parçacıklar biçimindeki enerji yayılması veya 

aktarımıdır. Elektromanyetik dalgalar; çok düşük enerjiden (radyo dalgaları,  mikrodalgalar, 

görülebilen ışınlar) çok yüksek enerjiye (X ve gama ışınları)  kadar geniş bir spektruma 

sahiptirler (Şekil 1). Radyasyon; doğal ya da yapay yollarla oluşabilir; doğada bulunan 

radyoaktif çekirdeklerin bozunması ile oluşan radyasyon background radyasyona katkı 

sağlarken X ışını tüpünde meydana getirilen radyasyon başta sağlık olmak üzere sanayide 

birçok alanda çeşitli amaçlarla kullanılmaktadır.  

 

           

Şekil 1. Elektromanyetik Spektrum 

 
Günlük hayatımızda sürekli olarak çeşitli şekillerde radyasyona maruz kalıyoruz. Bu 

radyasyon maruziyetinin %80’i doğal kaynaklar ve % 20'si de yapay kaynaklar (özellikle tıpta 

kullanılan radyasyon uygulamaları) aracılığı ile olmaktadır. Radyasyon maruziyetini kategorize 

etmenin bir başka yolu da ışınlamanın nasıl olduğu ile ilgilidir. Radyoaktif maddeler ve 

radyasyon, vücudumuzu dışardan veya içeriden (yiyecek, içecekler ve inhalasyon yoluyla) 

ışınlayabilir. Genel olarak iç ve dış maruz kalma dozlarının yaklaşık olarak aynı olduğu kabul 

edilir (Şekil 2) (10). 
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Şekil 2. Dünyadaki radyasyon dağılımı  (10) 

 

2.1.1 Doğal Radyasyon 

Dünya üzerinde, evrenden gelen kozmik ışınlar ve yerkürede bulunan doğal radyoaktif 

maddelerden yayılan radyasyon bulunmaktadır. Tüm canlılar, varoluşlarından bu yana sürekli 

olarak doğal radyasyonla iç içe yaşamaktadır. Atomik Radyasyonun Etkilerine İlişkin Birleşmiş 

Milletler Bilim Komitesi (United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic 

Radiation, UNSCEAR) tarafından 2000 yılında yayınlanan raporda;  doğal yollar ile alınan 

ortalama yıllık etkin doz değerinin 2,4 mSv civarında olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte, 

bazı ülkelerde bu miktarın 10 mSv'in üzerinde olabileceği de eklenmiştir (10). Doğal radyasyon 

kaynakları; kozmik ışınlar ve dünyanın oluşumundan itibaren yerkabuğunda bulunan doğal 

olarak bulunan radyoizotoplar ve radon gazıdır.  

2.1.2 Yapay Radyasyon 

Doğal ya da yapay yollar ile radyoaktif çekirdeklerin bozunması ya da X ışını tüpü ile 

elde edilen radyasyon yapay radyasyon olarak adlandırılır. En büyük kullanım alanı 

hastalıkların tanı ve tedavisi amacıyla yapılan tıbbi uygulamalardır. Bununla birlikte; nükleer 

güç santrallerinde enerji üretimi, endüstri ve sanayi alanında ürünlerin kalite kontrol 

işlemlerinde, gıdaların sterilizasyonu amacıyla da yaygın olarak kullanılmaktadır. 

2.2 Radyasyon Tipleri 

Radyasyon, madde üzerinde oluşturduğu etkilere göre iyonlaştırıcı olan ve iyonlaştırıcı 

olmayan radyasyon olmak iki gruba ayrılır (Şekil 3). Yüksek enerjili kozmik ışınlar, X ve gama 

ışınları iyonlaştırıcı radyasyon iken kızılötesi ışık, morötesi ışık, görünür ışık, radyo dalgaları 
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ve mikrodalgalar iyonlaştırıcı olmayan radyasyondur (11). Radyasyonun canlılar üzerinde 

zararlı etkileri olmasına rağmen X ve gama ışınları  hastalıkların tanı ve tedavisinde sıklıkla 

kullanılmaktadır (12).  

 

            

Şekil 3. Radyasyon tipleri 

 

2.2.1 İyonlaştırıcı Radyasyon 
Farklı radyasyon tipleri madde ile karşılaştıklarında maddede kimyasal bağları 

kırabilecek, atomlardan veya moleküllerden elektron kopararak iyonizasyon oluşturacak etkiye 

sahiptir. Bu tip radyasyona iyonlaştırıcı radyasyon adı verilir.  Alfa, beta ve nötron gibi parçacık 

tipindeki ve yüksek enerjili morötesi ışınlar, gama ve X ışınlarını içeren dalga tipindeki 

radyasyonlar iyonize edici özelliğe sahiptirler. 

2.2.2 İyonlaştırıcı Olmayan Radyasyon 

 Radyo dalgaları, infrared, görünür ışık gibi düşük enerjili elektromanyetik radyasyonlar 

iyonlaştırıcı özelliğe sahip değillerdir.   

2.3 Radyasyon Dozu ve Birimleri 

Radyasyona maruz kalan organizmaların aldıkları dozlarla ve oluşabilecek risklerle 

ilgili nicel değerlendirmeler yapabilmek, radyasyondan kaynaklanan etkinin bir ölçütü olan doz 

ile risk arasındaki bağlantıyı kurabilmek için dozimetrik nicelikler gereklidir. Uluslararası 

Radyolojik Koruma Komisyonu (International Commission on Radiological Protection, ICRP); 

radyasyondan koruma standartları, mevzuat, yönergeler, programlar ve uygulamalar gibi 

uluslararası kullanılan radyolojik koruma niceliklerini geliştirir (13). Radyasyondan korunma 
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niceliklerini üç ayrı gruba ayırmıştır:  

 

1. Fiziksel ve ölçülebilir miktarlar (absorbe edilen doz, havadaki foton ışınlama değeri, 

hava kerma) 

2. Türetilmiş miktarları (eşdeğer doz, etkin doz ve doz eşdeğeri; direkt olarak ölçülemezler 

ancak hesaplamalar ile belirlenir) 

3. Bilimsel komite tarafından belirlenen değerler (radyasyon ağırlık faktörleri, doku 

ağırlık faktörleri ve primer ve ikincil sekonder doz limitleri gibi). 

 

Işınlama dozu (ekspojur, x=dQ/dm); fotonlar tarafından serbest bırakılan bütün 

elektronlar (nötron ve pozitron) havada tamamen durdurulduğunda, havada oluşan aynı işaretli 

iyonların toplam yükünü tanımlar. Uluslararası Birim Sistemi (SI)’nde ekspojurun tanımı birim 

kilogram başına yük miktarıdır(C/kg). Özel birimi röntgen (R)’dir (Tablo1). 

 

Tablo 1. Radyasyon Birimleri 

Radyasyon Niceliği Konvansiyonel Birim SI Birimi Aralarındaki ilişki 

Işınlama Dozu 
(Havadaki radyasyon) 

Röntgen 

2.58.10
-4

C/kg 

NA (Air Kerma) 
Coulomb/kg 

1C/kg=3876 R 

1R= 2.58.10
-4

C/kg 

Soğurulan Doz 
(Depolanan enerji) 

Rad 

10
-2

Joule/kg 

Gray 
Joule/kg 

1Rad= 1cGy 
1Gy= 100 Rad 

Doz Eşdeğeri 
(Biyolojik etki) 

Rem= Rad×W
R
 

Sievert 
Gy×W

R
 

1 Rem=0,01 Sv 
1 Sv= 100 Rem 

Radyoaktivite 
Curie(Ci) 

3,7×10
10

 sn
-1
 

Becquerel (Bq) 

1sn
-1
 

1 Ci=3,7×10
10

 Bq 
1Ci= 37 GBq 

 

Soğrulan doz (D), iyonize radyasyon tarafından üretilen biyolojik etkilerin bir ölçüsü 

olup radyasyona maruz kalan bir materyalin birim kütlesinde depo edilen enerjidir. SI birim 

sisteminde soğurulan doz birimi Gray (Gy)’dır. Gray, bir kilogram dokuda soğrulan bir Joule’lik 
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enerji bir Gray’ e eşittir. Özel birimi ise rad (radiation absorbed dose)’dır. Eşdeğer doz; 

soğurulan dozun radyasyon ağırlık faktörü ile çarpılarak düzeltilmesiyle bulunan radyasyonun 

tipine bağlı olarak doku veya organdaki biyolojik etkilerin dikkate alındığı bir doz birimidir. SI 

birim sisteminde birimi Sievert (Sv)’dir. 1Sv; 1Gy’lik x veya gama ışını ile aynı biyolojik etkiyi 

meydana getiren bir radyasyon miktarı olarak tanımlanır. Eşdeğer dozun özel birimi; Rem 

(Röntgen Equivalent Man)’dir (Tablo1). Etkin dozu; bütün doku ve organların aldığı dozu 

belirlemek için tanımlanır ve eşdeğer dozun, her doku ve organın doku ağırlık faktörleri ile 

çarpılması sonucunda elde edilen dozların toplamıdır (14).  

2.4 Radyasyonun Biyolojik Etkileri 
Biyolojik sistemlerde maruz kalınan radyasyonun tipi, dozu ve/veya doz hızı maruz kalan 

vücut bölgesinde oluşabilecek radyasyon hasarını belirler (3). İyonize radyasyonun meydana 

getirdiği hasarlar öncelikle hücre düzeyinde başlayarak tüm organizmayı etkileyebilir. Bu 

etkilerin başında; DNA hasarı ve buna bağlı oluşan kontrolsüz hücre çoğalması ve/veya hücre 

ölümü ve serbest radikallerin oluşumu gelmektedir  (1, 15). Radyasyona maruz kalan dokunun 

hücre yapısı ve proliferasyon hızına bağlı olarak oluşabilecek hasar, dokular arasında farklılık 

gösterir (16). Radyasyonun doku düzeyindeki etkilerinin başında; deri lezyonları, katarakt 

oluşumu, kemik iliğinin etkilenmesi sonucu oluşan hematolojik değişiklikler ve infertiliteye 

neden olabilecek düzeyde gonadal hücre hasarı bulunmaktadır. Canlı organizmadaki organ ve 

dokuların hangi dozlarda ve hangi düzeyde etkilendikleri ICRP tarafından belirlenmiştir (16). 

İyonize radyasyonun etkileri stokastik ve deterministik etkiler olarak iki farklı şekilde 

ortaya çıkabilir. Stokastik etkiler; alınan dozdan bağımsız, çok düşük dozlarda bile ortaya 

çıkabilen, ne zaman ve ne şekilde olacağı öngörülemeyen etkilerdir. Stokastik etkilerin oluşma 

olasılığının arttığı doz değeri (100 mGy) eşik değer olarak kabul edilir (16). Deterministik 

etkiler ise yüksek doz maruziyetlerinde oluşan aniden ortaya çıkabilen ve organizmada büyük 

hasarlara neden olabilecek sonuçlar meydana getirir. İyonlaştırıcı radyasyon maruziyetinin 

yönetimi ve kontrolü, deterministik etkilerin oluşmaması ve stokastik etkilerin oluşturabileceği 

risklerin en az düzeyde görülebilmesidir. 

İyonlaştırıcı radyasyon hücreyi direkt ve indirekt olmak üzere iki şekilde etkiler (Şekil 4) 

(3, 16). Direk ve indirek etkiler farklı enerji seviyelerindeki foton veya parçacıkların kinetik 

enerjilerini hücredeki moleküllere aktarmasına dayanır. Yüksek enerji seviyelerinde oluşan 

direkt etki, hücreyi oluşturan moleküler yapıları bozarak kimyasal veya biyolojik değişiklikler 
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meydana getirebilir. Düşük enerji seviyelerindeki radyasyon tipleri de suyun hidrolizi sonucu 

ROS oluşturarak hücreyi indirek olarak etkiler. Radyasyona bağlı direkt ve indirekt etkiler, 

çeşitli biyokimyasal ve moleküler sinyal yolaklarını aktive eder veya kalıcı fizyolojik 

değişiklikler meydana getirebilir hücre ölümüne neden olabilir (3, 17). İndirek etki düşük enerji 

seviyelerindeki foton veya parçacıkların kinetik enerjilerini hücredeki moleküllere aktarmasına 

dayanır (15). 

                                                           

Şekil 4. Radyasyonun direk ve indirek etkileri (18) 
 

2.5 Radyasyon ve Reaktif Oksijen Türleri 
Hücrede açığa çıkan ROS, radyasyonun indirek etkilerini oluşturarak çeşitli hücresel 

mekanizmaları aktifleştirir.  İyonlaştırıcı radyasyon maruziyeti, 10-12 sn içinde hızlıca suyu 

hidrolize ederek ROS oluşumuna neden olur. Açığa çıkan süperoksit (O2
−), hidrojen peroksit 

(H2O2) ve peroksinitrit anyonu (ONOO−) ve peroksinitröz asit (ONOOH) gibi reaktif azot 

türleri (Reactive Nitrogen Species, RNS); DNA’ya ve hücredeki diğer bölümlerine zarar verir 

(19, 20).  DNA, ROS kaynaklı hasara karşı savunmasızdır; tek ve çift zincirli kırıkları, tek 

nükleotid hasarlar, DNA-DNA ve DNA-protein çapraz bağlantılarına neden olur (19). İyonize 

radyasyon, NADPH ve oksijeni süperoksit (O2
−) ve hidrojen iyonuna dönüştüren NADPH 

oksidaz ekspresyonunu indükler (20, 21). Hücreler, oksidatif stres ile karşılaştığında 

antioksidan savunma mekanizmaların aktifleştirir. Öncelikle glutatyon, askorbat, melatonin 

gibi endojen antioksidanlar oluşan serbest radikalleri nötralize ederler. Daha sonra da oksidatif 

stres, detoksifiye edici enzimler (SOD, GPx, Glutatyon S-transferaz) ile giderilir (20). Oksidatif 

stres, mitokondriyal bozulmaya yol açarak elektron taşıma zincirinde bozulmaya ve oksidatif 

fosforilasyona neden olur. Mitokondriyal membran boyunca lipid taşınması etkilenerek lipid 

oksidasyonu ve peroksidasyonu nedeniyle membran hasarına neden olur (19).  
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2.6 Radyasyon ve Apoptozis 
Apoptozis; sitoplazmanın küçülmesi, plazma zarının bozulması, kromatin yoğunlaşması 

ve nükleer parçalanma ile karakterize programlanmış bir hücre ölümüdür (22). Apoptozis hücre 

dışı uyaranlarla ve hücre içinde de mitokondri üzerinden iki farklı yolla uyarılır. Her iki 

mekanizmada da kaspaz (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) proteinleri aktifleşerek proteolitik 

süreçleri başlatır, ardından DNA parçalanması ve apoptozis gerçekleşir (3). İyonlaştırıcı 

radyasyon hücrede; direk,  indirek etkileşim yoluyla ve ayrıca oksidatif stres aracılığı ile 

apoptozise yol açar. Sıçanlara 800 cGy, X ışını verildikten 11 gün sonra lökositlerde apoptozise 

yol açtığı bildirilmiştir (23). Sıçanlarda yapılmış bir çalışmada, 10 Gy gama ışını maruziyeti 

sonrasında kaspaz3 ekspresyonunun arttığını rapor edilmiştir (24). 

2.7 Küçük GTPaz Ailesi 

Küçük G proteinleri 20-40 kDa molekül ağırlığında monomerik yapıda GTP bağlayıcı 

proteinlerdir (25). Küçük GTPaz’lar, guanozin trifosfat’ın (GTP) guanozin difosfat’a (GDP) 

hidrolizini katalize ederler. Hem GDP/GTP bağlama, hem de GTPaz aktivitelerine sahip 

olduklarından, “küçük GTPaz” olarak da adlandırılırlar. En iyi bilinen üyeleri olan Ras 

GTPaz’lar hücre büyümesi, hücre farklılaşması, hücre göçü ve lipid veziküllerinin hareketini 

düzenlemede önemli rol oynarlar (26). Ras süper ailesi; yapılarına ve işlevlerine göre ailelere 

ve alt ailelere ayrılır. Beş ana aile; Ras, Rho, Ran, Rab ve Arf GTPaz’lardır (27). Çeşitli hücresel 

sinyal ileti yolaklarında rol alan küçük G proteinlerini konu alan çalışmalar halen devam 

etmektedir. En çok bilinen işlevleri; Ras proteinlerinin gen ifadesinden sorumlu olduğu, Rho 

ailesi üyelerinin (Rho, Rac, Cdc42) hem hücre iskeletinin yeniden yapılanmasını hem de gen 

ifadesini düzenlediğidir. Rab ve Sar1/Arf ailesi üyeleri hücre içi vezikül trafiğini, Ran ailesi 

üyeleri de, G1, S ve G2 fazları sırasında nükleositoplazmik transportu ve M fazındaki 

mikrotübül organizasyonunu düzenlemektedir (25, 27, 28). 

2.7.1 Rho GTPaz Ailesi 

Rho (Ras homolog gen) ailesi üyelerinin insan genomunda 20 gen tarafından kodlandığı 

bilinmektedir. Rho, Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate), Cdc42 (cell division cycle 

42), RhoD, RhoE, TC10 bunlardan bazılarıdır. Rho (RhoA, RhoB ve RhoC), Rac (Rac1, Rac2 

ve Rac3) ve Cdc42 daha detaylı çalışılan üyelerdir (25, 29). Rho ailesi proteinleri ilk olarak 

mayalarda keşfedilmiştir ve Rac1 ve Cdc42 moleküllerinin aktin hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenerek tomurcuklanma işlevinde yer aldığını gösterilmiştir (30). Memeli hücrelerinde 
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Rho/Rac/Cdc42 proteinlerinin, hücre dışı sinyaller ile aktifleşerek hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesinde birincil olarak rol aldığı tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra; gen ifadesi,  hücre 

polaritesi, morfogenez, hücre göçü, apoptozis, vezikül trafiği gibi çeşitli hücresel işlevlerin 

düzenlenmesinde de rol alır. Rho GTPaz’lar genellikle hücre tipine özgü olarak ve/veya 

uyarana bağlı ekspresyon gösterirler (31). 

Rho GTPaz’lar; GTP'ye bağlı olduğunda aktif, GDP’ye bağlı olduğunda da inaktif 

olurlar (Şekil 5). GTPaz aktivitesi, guanin nükleotid değişim faktörü (Guanine nucleotide 

Exchange Factor, GEF) adı verilen proteinler, GTPaz aktive edici proteinler (GTPase-

activating protein, GAP) ve guanin nükleotid ayrıştırma inhibitörü (Guanine nucleotide 

Dissociation Inhibitor, GDI) ile kontrol edilir. GEF proteinleri, GDP’nin serbest bırakılmasını 

ve GTP'nin bağlanmasını kolaylaştırarak Rho GTPaz’ları aktif hale getirir. GAP proteinleri de, 

bağlı GTP moleküllerini hidrolize ederek GTP'ye bağlı formdan GDP'ye bağlı forma hızlı bir 

şekilde değişmelerini sağlar. GDI proteinleri ise, bazı Rho proteinleri üzerindeki C-terminal 

gruplara bağlanarak inaktif durumda kalmalarını sağlar (25, 28). 

 

Şekil 5. Rho GTPaz aktivitesinin kontrolü  (28)  

 

2.7.2 RhoA 
Memelilerde Rho proteinleri; RhoA, RhoB ve RhoC olarak; %88 oranın da benzer 

aminoasitlerde oluşan 3 izoformu bulunmaktadır. Üç izoformunu da Rho Kinase (ROCK) gibi 

benzer efektör proteinleri bağlanırlar (32). Trombosit agregasyonu, lenfosit ve fibroblast 

adezyonu, hücre motilitesi, kasılma ve sitokinez gibi aktin hücre iskeletine bağımlı birçok 

hücresel süreçte rol alırlar (25).  Rho-GTPaz’lardan Rac1 ve Cdc42 endoteliyal bariyer 

fonksiyonun da rol alırken, RhoA kasılmaya bağlı endoteliyal geçirgenliği indükler. RhoA 

molekülü, efektör proteinleri (ROCK1 ve ROCK2) aracılığı ile hücre döngüsünün ilerlemesi, 



13 
 

hücre göçü, endotelial geçirgenlik, F-aktin stres lifi oluşumu ve aktomiyosin bazlı 

kontraksiyonda rol alır (32). 

2.7.3 Rac1 
 Memelilerde, ilk olarak Rac proteinlerinin işlevi açıklığa kavuşturulmuştur. GTP-

Racl'in, diğer iki sitozolik proteine (p47phox, p67phox) ek olarak, fagositik hücrelerde NADPH 

oksidaz aktivasyonu için gerekli olduğu gösterilmiştir (25). Rac1 molekülü aracılık ettiği hücre 

iskeletinin yeniden düzenlenmesi, hücre adezyonu ve göçü sinyal ileti mekanizmaları, erken 

embriyonik dönem için çok önemlidir. Fareler üzerinde yapılan çalışmada Rac1 geninin 

susturulmasının, gastrulasyon defektleri olduğu ve mezodermal hücrelerdeki apoptozis sonucu 

embriyonik dönemde ölüm ile sonuçlandığı rapor edilmiştir (33, 34). İnsan kanserli dokularında 

Rac1’in hiperaktivasyonu, aşırı ekspresyonu, düzensiz yıkımı ve/veya hücre içindeki 

lokalizasyonun bozulması yaygın olarak görülmektedir. Rac1’i aktive eden GEF moleküllerinin 

ekspresyonu veya aktivitesinin artması da metastatik fenotip ve ilaç direnci ile 

ilişkilendirilmiştir (34). Rac1, pek çok spesifik efektör molekül ile etkileşir ve çeşitli fizyolojik 

sonuçları olan çok sayıda sinyal ileti yolağının aktivasyonuna neden olur. Rac1 efektör 

proteinleri arasında ilk bulunanlar, PAK (p21 ile aktive edilen kinaz) ailesidir. PAK, Rac1’e 

GTP aracılığıyla bağlanarak PAK kinaz aktivitesini güçlü bir şekilde uyarır ve hücre iskeleti 

dinamikleri, adezyon ve gen transkripsiyonuna yol açar (35). 

2.7.4 Cdc42 
Cdc42 proteini yapı ve işlev olarak Rac proteinlerin benzerlik gösterirler. İlk olarak 

mayalarda Rac/Cdc42 proteinlerinin hücre iskeletinin yeniden yapılandırılmasındaki işlevi 

gösterilmiştir. Cdc42, mayada yeni çıkan tomurcuk bölgesinde tanımlanmıştır (25).   

Fibroblastlarda Rac proteinleri, lamellipodia ve membran kıvrımlarının oluşumunu ve 

sonrasında stres lifi oluşumunu düzenlerken, Cdc42 proteinlerinin öncelikle hücre çevresinde 

filopodia oluşumunda önemli bir rol oynadığı sonrasında lamellipodia ve membran 

kıvrımlarının oluşumunu ve sonrasında stres lifi oluşumuna katıldığı saptanmıştır (36). Cdc42, 

antijen sunucu hücrelerde, hem aktin hem de mikrotübüllerin polimerizasyonunda rol 

oynamaktadır (37). Bugüne kadar, Cdc42 ve Rac proteinlerinin birkaç efektörü tanımlanmıştır. 

Bu proteinlerin birçoğu hem Rac hem de Cdc42 proteinleri için ortaktır. Bunlar arasında en iyi 

bilinenin PAK’dır.  
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3 Gereç ve Yöntem  

3.1 Araştırmanın Tipi 
Araştırmamız tanımlayıcı ve deneysel niteliktedir. 
 

3.2 Araştırmanın Yeri ve Zamanı 
Araştırmamızın radyasyon uygulaması dışındaki deney hayvanları ile ilgili süreçler 

(barınma, kan alınması, sakrifikasyon ve dokuların çıkarılması) Mayıs - Haziran 2018 tarihleri 

arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları Bilimi Anabilim Dalı'na ait 

laboratuvarda yapıldı. Sıçanlara düşük doz radyasyon uygulamaları Dokuz Eylül Üniversitesi 

Radyoloji Anabilim Dalı’nda, orta ve yüksek doz radyasyon uygulaması da Radyasyon 

Onkolojisi Anabilim Dalı’nda gerçekleştirildi. Alınan kan örnekleri santrifüj edilerek serumlar 

ayrıldı ve analize kadar Dokuz Eylül Üniversitesi Araştırma Laboratuvarı’nda (ARLAB) 

saklandı. Çıkarılan dokuların ve serumların biyokimyasal analizleri ARLAB’da, dokulara ait 

histolojik ve immünhistokimyasal değerlendirmeler ise Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarlarında gerçekleştirildi.   

 

3.3 Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 
Araştırmamız insan üzerinde yapılmamıştır.  
 

3.4 Çalışma Materyali ve Protokoller 
Araştırmamız; sıçanlar üzerinde 3 farklı dozda (düşük, orta, yüksek) radyasyon 

uygulaması sonrasında biyokimyasal, histolojik ve immünhistokimyasal deney protokollerini 

içermektedir. 

3.4.1 Çalışmada kullanılan deney hayvanları 
Çalışmamızda 7-8 haftalık, 250 ± 20 g, erkek Wistar albino sıçanlar kullanıldı. Tüm 

hayvanlar; yem yeme ve su içme serbestliğinde, 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık siklusunda, 

ortam sıcaklığının 22±2°C olduğu laboratuvar koşullarında barındırıldı.  

3.4.2 Radyasyon Uygulaması 
Sıçanlara düşük doz (0,02 Gy) radyasyon uygulaması, Radyoloji Anabilim Dalı'ndaki 

dijital röntgen cihazında  (Tele Diagnost, PHILIPS, Amsterdam, Netherlands) yapıldı. Yirmi 
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mGy (0,02 Gy) doz için gerekli ışınlama parametreleri belirlemede iyon odası (RTI, R100, 

Mölndal, Sweden) kullanıldı. Sıçanlar radyasyonu kolayca geçirebilen ve doz azaltım değerleri 

göz önünde bulundurulan, 13x18x10cm boyutlarındaki plastik kabın içerisine yerleştirildi 

(Şekil 6). Kolimasyon alanı 13x18 cm, cilt kaynak mesafesi (Skin Source Distance, SSD) 83 

cm ayarlanarak, 133 kV, 300 mA ve 0.5 sn parametreleri ile ışınlama yapıldı.  

Orta (0,1 Gy) ve yüksek (5 Gy) doz radyasyon uygulamaları da Radyasyon Onkolojisi 

Anabilim Dalı’ndaki lineer hızlandırıcı cihazı (Siemens Primus, Erlangen, Germany) ile 

gerçekleştirildi. Işınlama sırasında her sıçan ışınlama kabına alınarak; kolimasyon alanı 13x18 

cm, SSD 83 cm ayarlandı. Işınlama için 6 megavolt (MV) enerjili, 300 MU/dk doz hızındaki X 

ışınları 100 mGy için 10 Monitor Unit (MU), 5 Gy için 500 MU olarak kullanıldı.  

 

         

Şekil 6. Sıçanların ışınlanması 

3.4.3 Örneklerin Toplanması 
Radyasyon uygulamasından sonra sıçanlar Laboratuvar Hayvanları Bilimi Anabilim 

Dalı'na getirilerek deney protokolüne uygun olarak 2, 24 saat ve 7 gün barındırıldı. Belirlenen 

sürelere uygun olarak eter ile sakrifiye edildikten hemen sonra Vena Cava Caudalis’ten kan 
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örnekleri alındı. Sağ testis ve sağ femur dokuları, histopatolojik ve immunhistokimyasal 

boyamalar için %10 formol içine alındı. Sol testis, karaciğer ve dalak dokuları hızlıca sıvı 

nitrojen içine alınarak -80℃’de biyokimyasal analizler için saklandı. Testis dokusu bu çalışma 

kapsamında, diğer dokular daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere saklandı. 

3.4.4 Araştırmanın Deney Grupları 
Her gruba ait denek sayısı 6 olan çalışmamızın deney grupları (Tablo 2) aşağıdaki 

gibidir: 

Kontrol grubu: Sıçanlar hiçbir işlem yapılmadan,  

Düşük doz radyasyon: Sıçanlar 0,02 Gy radyasyon uygulamasından sonra,  

Orta doz radyasyon: Sıçanlar 0,1 Gy radyasyon uygulamasından sonra,  

Yüksek doz radyasyon: Sıçanlar 5 Gy radyasyon uygulamasından sonra sakrifiye edilerek kan 

ve doku örnekleri alınmıştır.  

Tablo 2. Araştırmanın deney grupları 

DENEY GRUPLARI 

 
 
 
 

kontrol grubu 
(n=6) 

2. saat 
düşük doz radyasyon 

(n=6) 

2. saat 
orta doz radyasyon 

(n=6) 

2. saat 
yüksek doz radyasyon 

(n=6) 

24. saat 
düşük doz radyasyon 

(n=6) 

24. saat 
orta doz radyasyon 

(n=6) 

24. saat 
yüksek doz radyasyon 

(n=6) 

7. gün 
düşük doz radyasyon 

(n=6) 

7. gün 
orta doz radyasyon 

(n=6) 

7. gün 
yüksek doz radyasyon 

(n=6) 

 

3.4.5 Deneyden Çıkarılma Kriterleri 
Hayvanların başlangıç ve deney sırasındaki ağırlıkları kaydedilmiştir. Günde iki kez 

sulukları ve yemleri kontrol edilerek ve kafes temizlikleri yapıldı. Bu süre içinde vücut 

ağırlığının %15’indan fazlasını kaybeden, dehidratasyon ya da enfeksiyon tespit edilen fareler 
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deneyden çıkarılması planlandı. Ancak deneyler sırasında sıçanlarda, deney gruplarından 

çıkarılması gereken bulgular oluşmadı.   

3.5 Araştırmanın Değişkenleri 

• Bağımsız Değişkenler: Araştırmamızın bağımsız değişkeni sıçanlara uyguladığımız 

radyasyon dozudur.  Aynı zamanda sıçanlara ait özellikler (7-8 haftalık, 250 ± 20 g, erkek, 

Wistar albino) de bağımsız değişkenlerdir. 

• Bağımlı Değişkenler:  Araştırmamızın bağımlı değişkenleri; radyasyon uygulaması 

sonrasında oluşan testis ve kemik iliği (Kİ) dokularındaki histolojik hasar, Rac1ve RhoA 

ekspresyonları, apoptozis oranı, ROS oluşumunu değerlendirmek için yapılan biyokimyasal 

analizler (süperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA)), testis dokusundaki aktif Rac1, 

aktif RhoA ve hücre içi ROS düzeyleridir. 

3.6 Veri toplama araçları  
 Araştırmamamızda kullandığımız cihazlar Tablo 3, sarf malzemeler de Tablo 4'te 

gösterilmiştir. 

Tablo 3. Araştırmamızda kullanılan laboratuvar ve donanım 

Adı Marka Model Yeri 

Radyolojik Görüntüleme 

Cihazı 
Philips Tele Diagnost Radyoloji A D 

İyon odası (Dedektör) RTI R 100 Medikal Fizik A D 

Lineer hızlandırıcı Siemens  Primus Radyasyon Onkolojisi A D 

Mikrotom  Leica RM 2255 Histoloji ve Embriyoloji A D 

Işık mikroskobu Olympus DP70 Histoloji ve Embriyoloji A D 

Doku homojenizasyon 

cihazı 
Qiagen Tissue Lyser II ARLAB 

Elisa plak okuyucu Biotek Synergy HT,KC4  ARLAB 

HPLC cihazı Shimadzu VP Series ARLAB 
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Tablo 4. Araştırmamızda kullanılan sarf malzemeler 

Adı Firma Lot Numarası Ülke 

Intracellular ROS Assay Kit  Invitrogen STA-342 
OxiSelect™ 

San Diego, USA 

Superoxide Dismutase (SOD) 
Activity Assay Kit Biovision K335-100 

Milpitas, CA USA 

BCA Protein Assay Kit II Biovision K813-2500 Milpitas, CA USA 

Rac1 G-LISA Activation Assay  Cytoskeleton BK128 Denver, CO 

RhoA G-LISA Activation Assay 
Kit  Cytoskeleton BK124 

Denver, CO 

Masson trikrom kit   GBL 5022 İstanbul, Türkiye 

Trypsin 125 ml Thermo TA-125-TR Pittsburgh, PA  

Histostain plus kit  Life tech 859043 Camarillo, CA USA 

Rho A primer antikor  Novus NB100-91273  Abingdon, UK 

Rac 1, primer antikor  Novus NB100-91266 Abingdon, UK  

Caspase-3 Antikor- 
(active/cleaved)  Novus NB100-56113 

Abingdon, UK 

DAB Substrate Roche 11718096001 Indianapolis, USA 

EDTA Buffer Thermo AP-9004-500 Fremont, CA USA 

Hematoksilen  Biooptica 34-P129/25   Milano, Italy 

Eozin  Biooptica 34-P132/100   Milano, Italy 

 

3.6.1 Histolojik İncelemeler 
Sakrifiye edilen sıçanların sağ testis ve sol femur dokularını çıkartarak; %10’luk 

formaldehit içine alındı.  

3.6.1.1 Testis dokusu için rutin ışık mikroskobik doku takibi protokolü 
Sakrifikasyon sonrası histolojik inceleme için alınan testis dokuları %10’luk tamponlu 

formaldehit ile tespit edildi. Rutin histolojik takip aşamalarından sonra dokular parafine 
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gömüldü. Işık mikroskopik inceleme için rotary mikrotom ile (Leica RM-2255, Köln, 

Germany) 5µm kalınlığında alınan kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ve bağ doku boyası olan 

Masson trikrom (MT) ile boyandı. Histolojik değişiklikler açısından ışık mikroskop ile 

(Olympus BH2, Tokyo, Japan) değerlendirildi ve digital kamera ile (DP71, Olympus, Japan) 

görüntüleri alındı. 

3.6.1.2 Johnsen Testiküler Hasar Skorlaması 
Johnsen Tübüler Biopsi Skoru, spermataogenezin kantitatif şekilde değerlendirilmesi 

için kullanıldı. Bu skor, testis hasarının oluşma aşamalarında tübüldeki hücre dağılımının belli 

bir sırayla ve progresif şekilde yok olması temeline dayanır. Çalışmamızda, her deneğe ait 

kesitten ortalama 30 adet tübül çapı ölçüldü ve bulunan değerlerin ortalaması alınarak tübüler 

biyopsi skoru elde edildi. Değerlendirme kriterleri Tablo 5’te gösterildiği gibi belirlendi.  

 

            Tablo 5. Johnsen Skorlaması 

Skor 1 Tübüler kesitlerde germ hücresi veya sertoli hücresi yok  

Skor 2 Germ hücresi hiç yok, sertoli hücresi mevcut 

Skor 3 Sadece spermatogonia mevcut 

Skor 4 Sperm hücresi ve spermatid yok, 5'den az spermatosit var 

Skor 5 Sperm hücresi ve spermatid yok, spermatosit var 

Skor 6 Sperm hücresi yok, 10'dan az spermatid var( 5-10’dan az) 

Skor 7 Sperm hücresi yok, spermatid var 

Skor 8 Sadece birkaç spermatozoa hücresi var (5-10’ dan az) 

Skor 9 Çok sayıda spermatozoa var ancak spermatogenezis disorganize 

Skor 10 Matur sperm hücresi ile birlikte tam bir spermatogenez 
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3.6.1.3 Kemik doku ve kemik iliğinin histolojik olarak incelenmesi 
Femurdan elde edilen kemik doku örnekleri  %10’luk tamponlu formaldehit ile tespit 

edildi. Ardından dekalsifiye olana kadar yaklaşık 8 hafta süre ile haftada bir kez EDTA 

solüsyonu değişimi yapıldı ve dekalsifiye olduktan sonra rutin histolojik takip aşamalarından 

sonra dokular parafine gömüldü. Işık mikroskopu ile inceleme için 5µm kalınlığında alınan 

kesitler hematoksilen-eozin ile boyandı ve histolojik değişiklikler açısından değerlendirildi. 

3.6.1.4 İmmünhistokimyasal İncelemeler 
  Testis ve kemik iliğinin parafin bloklarından lizinli lamlara alınan kesitler, 

deparafinizasyon ve rehidratasyon işlemlerinden sonra PBS (Phosphate Buffered Saline) ile 

yıkandı.  Antigen retrieval işlemi için 15 dakika 0,1M sitrat tamponu (pH 6,0) (Cat No.AP- 

9003-125 Labvision) içerisinde aktive kaspaz-3 için mikrodalga fırında ısıtılarak; Rac1 ve Rho-

A için de tripsin ile muamele edildi. Oda ısısına geldikten sonra PBS ile yıkanarak Rac1 

(NB100-91266), Rho-A (NB100-91273, Novus), Aktive Kaspaz-3(NB100-56112)  primer 

antikorları kullanılarak 1 gece boyunca +4 °C’de inkube edildi. Ertesi gün PBS ile yıkanan 

kesitler sekonder antikor (Invitrogen, Histostain-Plus Kit Broad Spectrum, 85–9043) ile 

muamele edildi ve 3'-diaminobenzidine (DAB, 1718096, Roche) kromojeni ile boyanıp görünür 

hale getirildi. Mayer's hematoksilen ile boyaması yapıldı. Alkol ve ksilol banyolarından 

geçirildikten sonra entellan ile kapatılarak, ışık mikroskobunda (Olympus BH2) incelendi ve 

gruplar karşılaştırıldı.  

3.6.1.5 İmmunohistokimyasal Skorlama (H-skoru) 
İmmunohistokimyasal boyama yoğunluğu H-skoru ile değerlendirildi. İmmun boyanma 

yoğunluğu, 0 (boyanma yok), 1 (zayıf boyanma), 2 (orta yoğunlukta boyanma) ve 3 (şiddeti 

boyanma) şeklinde değerlendirildi. H-skoru aşağıdaki formülü ile hesaplandı. 
 

  H-skoru= ∑Pi (i + 1)  
 

Pi: %0 dan %100 e kadarki her boyama yoğunluğunun yüzdesi, i: 0, 1, 2, 3 şeklindeki boyama 

yoğunluğu olarak tanımlandı. Her preparatta beş farklı alan, mikroskobik olarak değerlendirildi 

ve ortalamaları alındı (38). 
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3.6.2 Biyokimyasal Analizler 
Sıçanlardan alınan kan örnekleri, 1500 rpm'de 20 dk. santrifüj edilerek serumları ayrıldı. 

Elde edilen serumlar -20°C’de saklanarak tüm örnekler aynı anda analiz edildi. ROS oluşumunu 

değerlendirmek amacıyla serumda SOD ve MDA analizleri yapıldı. Testis dokusunda; MDA, 

hücre içi ROS, aktif Rac1 ve RhoA miktarlarına yönelik analizler yapıldı. 

3.6.2.1 Doku Homojenatlarının Hazırlanması 
Dokular, analiz koşullarına göre uygun homojenizasyon tamponu ile 1:8 oranında (w/v) 

Tissue Lyser cihazı kullanılarak homojenize edildi. MDA ve hücre içi ROS analizleri için; 250 

mM sukroz, 20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM 

EGTA ve proteaz kokteyl inhibitörü içeren tampon kullanıldı. Rac1 ve RhoA aktivasyon 

deneyleri için 4°C’de fosfat tamponu (10 mM PBS, pH 7.4, 140 mM NaCl, 3 mM KCl) 

kullanıldı. Santrifüj sonrasında elde edilen süpernatantlar ependorflara alınarak -80°C’de 

saklandı. 

3.6.2.2 Rac1 ve RhoA aktivasyon deneyleri 
Dokulardan hazırladığımız homejenatlarda, Rac1 (Rac1 G-LISA Activation Assay, 

Cytoskeleton, BK128) ve RhoA (RhoA G-LISA Activation Assay, Cytoskeleton, BK124) 

aktivasyonları kolorimetrik temelli G-LİSA yöntemi ile çalışıldı. Yöntemin prensibi, GTP bağlı 

(aktif) Rac1 ve RhoA bağlayıcı proteinler ile yakalandıktan sonra aktif olmayan G-proteinlerin 

ortamdan uzaklaştırılması temeline dayanır. Öncelikle dokulardan aldığımız örneklerin içinde 

0,4-2 mg/ml protein konsantrasyonu ayarlayabilmek için lizis solüsyonu ekleyerek 600 nm’de 

absorbansları okundu. Çıkan sonuçlara göre kullanacağımız miktarlarını belirlediğimiz 

örnekler 96 kuyucuklu plakaya +4℃’de pipetlendi. Üzerlerine Rac1 ve RhoA için bağlayıcı 

proteinler eklenerek +4℃’de, 300 rpm’de, 30 dk mikroplate karıştırıcıda inkübe edildi. İki kez 

yıkama solüsyonu ile yıkadıktan sonra antijen solüsyonu ekledikten 2 dk sonra 3 kez daha 

yıkama solüsyonu ile yıkandı. Üzerine anti-RhoA veya anti-Rac1 primer antikoru ekleyerek; 

oda sıcaklığında,  300 rpm’de 45 dk mikroplate karıştırıcıda inkübe edildi. Üç kez yıkama 

işleminden sonra sekonder antikor ile aynı inkübasyon ve yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

Üzerine HRP solüsyonu ekleyerek örnekleri ışıktan koruyarak 37℃’de, Rac1 için 20dk, RhoA 

için 15 dk inkübe ettikten sonra üzerlerine durdurma solüsyonu eklendi ve absorbanslar 490 

nm’de okundu. Örnekler içindeki aktif Rac1 ve RhoA oranları belirlendi. 
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3.6.2.3 Hücre içi ROS Düzeyinin Belirlenmesi 
Hücre içindeki hidroksil, peroksil veya diğer reaktif oksijen türlerinin aktivitesini ölçmek 

amacıyla Intracellular ROS Assay Kit (STA-342, OxiSelect™) kullanıldı. Hücre zarından 

geçebilen 2',7'-Diklorodihidrofloresin diasetat (DCFH-DA) kullanılır. Yöntemin prensibi; 

DCFH-DA hücrelere girerek ve hücresel esterazlar ile floresan olmayan                                                    

2',7'-Diklorodihidroflüoresin'e (DCFH) deasetile edilmesidir. DCFH, hücre içi ROS ile hızlıca 

okside olarak yüksek oranda floresan özellik gösteren 2',7'-Diklorodihidrofloreseine (DCF) 

dönüşür (Şekil 7).  

        
 

        Şekil 7. Hücre içi ROS yönteminin prensibi 

 

 
 

Şekil 8. Hücre içi ROS standart eğrisi 

 
ROS’u belirlemek için doksan altı kuyucuklu plaka üzerine önceden konsantrasyonlarını 

bildiğimiz ve seri dilüsyon ile hazırladığımız standartlar ve testis dokusundan hazırladığımız 

homojenat örnekleri pipetlendi. Üzerine DCFH-DA çözeltisi ekleyerek, 37°C'de 60 dakika 

inkübe edilen örnekleri üzerine hidrojen peroksit (H2O2) eklendi. Sonrasında 480 nm eksitasyon 

y = 0,9314x + 23,324
R² = 0,9999
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/530 nm emisyon dalga boyunda floresan plak okuyucuda absorbanslar okunarak standart eğri 

hazırlandı (Şekil 8). Sonuçlar nM/mg olarak ifade edildi. 

3.6.2.4 Malondialdehit (MDA) düzeyinin belirlenmesi 
Serum ve testis dokusunda MDA düzeyi tayini için yüksek performanslı sıvı 

kromotografisi (HPLC) yöntemi kullanıldı. Yöntemin prensibi, lipid hidroperoksitleri asit 

katalizi ile MDA’ya parçalanarak, iki molekül tiyobarbitürik asit (TBA) ve bir molekül 

MDA’nın oluşturduğu kompleksin floresans dedektör ile tespit edilmesidir (Şekil 9).   

 

 

 

 

Şekil 9. MDA analizinin prensibi 

 

Örnekler ve standartlar deney tüpüne alınarak sırasıyla; saf su, BHT, SDS, TBA 

eklenerek 95℃’de 1 saat inkübe edildi. Reaksiyon buz üzerinde durdurulduktan sonra üzerine 

saf su ve butanol:piridin (15:1) eklenerek 1dakika vortekslendi. Organik faz ayrıldıktan sonra 

üst fazlar ependorfa alınarak 10000 rpm 10 dk santrifüj edildi. 150-4.6 mm, C18 100-5 

(Macherey-Nagel) özelliklere sahip kolonda mobil faz olarak 10 mM, %30 metanol içeren 

fosfat tampon (pH 7) kullanılarak, ultraviyole detektörün dalga boyu 532 nm’ye, floresan 

detektörün eksitasyon dalga boyu 515 nm’ye, emisyon dalga boyu ise 553 nm’ye ayarlandı. 

Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanılarak, doku MDA değerleri mmol/mg, serumda 

ise µmol/L olarak ifade edildi. 

3.6.2.5 Süperoksit dismutaz (SOD) aktivite düzeyinin belirlenmesi 
Araştırmamızda kolorimetrik temelli Süperoksit Dismutaz (SOD) aktivite kiti (Biovision, 

K335-100) kullanıldı. Kitin çalışma prensibi süperoksit anyonunun SOD ile inhibisyonuna 

dayanır. WST-1, süperoksit anyonuyla indirgendiğinde suda çözünür bir formazan boyası 

bırakan bir moleküldür. Süperoksit anyonunu indirgenmesi, ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile 

doğrusal olarak ilişkilidir ve SOD ile inhibe edilir (Şekil 10).  
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     Şekil 10. SOD aktivasyonu yönteminin prensibi 

 
Doksan altı kuyucuklu plaka üzerine önceden konsantrasyonlarını bildiğimiz ve seri 

dilüsyon ile hazırladığımız standartlar ve serum örnekleri pipetlendi. Üzerine WST solüsyonu 

eklendi, sonrasında enzim çalışma solüsyonu eklenerek 37℃’de 20 dakika inkübe edildi. 

Ölçümler 450 nm'de mikroplate okuyucu (BioTek, Synergy HT, KC4) ile spektrofotometrik 

olarak yapıldı.  Aşağıdaki formül kullanılarak standart eğri hazırlandı (Şekil 11) ve sonuçlar 

hesaplandı. Sonuçlar U/mg protein olarak ifade edildi. 

 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 (% 𝑖𝑖𝑖𝑖ℎ𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜) =
(Akör1 − Akör3) − (Aörnek − Akör2)

(Akör1 − Akör3) × 100 = 𝑈𝑈/𝑚𝑚𝑚𝑚 
 

 

 
Şekil 11. SOD aktivitesi standart eğrisi 

 

3.6.2.6 Protein Düzeylerinin Belirlenmesi 
Testis dokusundaki protein analizi, biçinkonik asit (BCA) içeren bir kit (BCA Protein 

Assay Kit II, Biovision, K813-2500) ile yapıldı.  BCA yönteminin çalışma prensibi; alkalik bir 

ortamda protein ile bakır iyonunun (Cu+2) indirgenmesi ile mor renkli Cu+1-BCA bileşiği 

oluşturmasıdır (Şekil 12).  

y = 3,3213x + 13,809
R² = 0,9619

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25



25 
 

 

                 

Şekil 12. BCA yönteminin prensibi 

 

Doksan altı kuyucuklu plaka üzerine önceden konsantrasyonlarını bildiğimiz ve seri 

dilüsyon ile hazırladığımız standartlar ve testis dokusundan hazırladığımız homojenat örnekleri 

pipetlendi. Üzerine BCA eklenerek 30 saniye karıştırıldıktan sonra 37℃ 30 dakika ve oda 

sıcaklığında 2 saat inkübe edildi. Absorbanslar 562 nm'de mikroplate okuyucu (BioTek, 

Synergy HT, KC4) spektrofotometre ile ölçüldü. Aşağıdaki formül kullanılarak standart eğri 

hazırlandı (Şekil 13) ve protein miktarları hesaplandı. 

 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘:𝐶𝐶 = 𝐷𝐷𝐷𝐷 = Dilüsyon faktörü X 
(Y − b)

𝑎𝑎
= µ𝑔𝑔/𝑚𝑚𝑚𝑚 

 

 

 

       
                                    (1)                                                                  (2) 

Şekil 13. MDA analizi (1) ve hücre içi ROS (2) için BCA standart eğrileri 
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3.7 Araştırma Planı ve Takvimi 
Araştırmamızın hazırlık aşamasından tamamlanana kadar yapılan çalışmalar, tarihleri ile 

birlikte Şekil 14’te gösterilmiştir.  

 
 

    Şekil 14. Araştırma planı 
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3.8 Verilerin değerlendirilmesi 
Farklı gruplar arasındaki parametrik değerlerin karşılaştırılması için varyans analizi 

(ANOVA) ve gruplar arasındaki farkın anlamlılık testi için Bonferroni testi uygulandı. Gruplar 

arasındaki farklılığın hangi gruptan kaynaklandığı ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.  

Çalışma verilerini istatistiksel analizi, SPSS 15 (Statistical Package for the Social Sciences 15) 

programı ile gerçekleştirildi. Çalışmadaki tüm değerler, ortalama ± standart hata olarak verildi. 

İstatiksel olarak anlamlılık p<0.05 olarak gözetildi. 

3.9 Araştırmanın sınırlılıkları 

• Araştırma kapsamında radyasyona hassas olduğu bilinen, testis ve kemik iliği dokuları 

ile çalışıldı. Başlangıçta araştırma kapsamına aldığımız, radyasyona hassasiyet dereceleri farklı 

olan başka dokular, maliyet planlaması aşamasında çıkarıldı. Ancak sonra çalışmak üzere 

çıkardığımız karaciğer ve dalak dokuları saklandı. 

• Araştırmada kullandığımız deney hayvanı sayısını ve maliyeti arttırmamak için, Rac1 

ve RhoA moleküllerin inhibisyonu sonrasındaki durum değerlendirilemedi.  

3.10 Etik Kurul Onayı 
''Sıçan Modelinde Küçük GTPaz'ların İyonlaştırıcı Radyasyon Hasarlarındaki Rolü'' 

isimli araştırmamız için 04.10.2016 tarihinde Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan 45/2016 protokol numarası ile onay alındı (Ek 1).  
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4 Bulgular 

4.1 Sıçanların Ağırlıkları 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların deneye başlangıç, bitiş ağırlıklarının 

ortalamaları ve sayıları Tablo 6'da gösterilmiştir. Yedinci gün değerlendirmeye aldığımız 

gruplarda kilo kayıpları saptandı, ancak bu değer ağırlıklarının %15' inden fazla olmadığı için 

deneye devam edildi. 
 

        Tablo 6. Deney gruplarındaki sıçanların ağırlıkları ve sayıları 

Gruplar Başlangıç Ağırlığı*(g) Bitiş Ağırlığı*(g) N 

Kontrol 253,50 ± 5,4 - 6 

Düşük doz (2 saat) 263,66 ± 8,2 263,66 ± 8,2 6 

Düşük doz (24 saat)  286,83 ± 17,4  288,72 ± 14,2 6 

Düşük doz (7gün) 308,50 ± 4,7 284,83 ± 5,8 6 

Orta doz (2 saat) 330,50 ± 7,7 330,50 ± 7,5 6 

Orta doz (24 saat)  303,20 ± 16,2  304,00 ± 15,9 6 

Orta doz (7gün) 340,83 ± 3,1 321,50 ± 4,8 6 

Yüksek doz (2 saat) 331,34 ± 6,5 331,34 ± 6,5 6 

Yüksek doz (24 saat) 290,50 ± 2,8  289,50 ± 21,5 6 

Yüksek doz (7gün)  341,33 ± 11,6 322,83 ± 6,0 6 
         * Ortalama değer ± standart hata   

 

4.2 Histolojik ve İmmünhistokimyasal İnceleme Sonuçları 

4.2.1 Testis Dokusu 

4.2.1.1 Testis doku hasarı 
Araştırmamızda kullandığımız sıçanların testis dokusu hasarına ait Johnsen skoru ve 

tübül çapı ölçümleri Tablo 7’de, testis dokusuna ait H&E ve MT boyama mikroskobik 

görüntüler Şekil 15 ve Şekil 16’da, istatistiksel analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 17 ve 

Şekil 18’de gösterilmiştir. H&E ile boyanan preparatlar (incelendiğinde kontrol grubunda; 

testis dokusunun seminifer tübül bazal membranının sağlam yapıda olduğu, seminifer tübül 

epitelinde tüm spermatogenik seri hücrelerinin bulunduğu ve interstisyel alanın normal yapıda 

olduğu gözlendi. İnterstisyel alanda eozinofilik sitoplazmalı ve eksantrik nükleusları ile leyding 

hücreleri belirlendi ve damar yapılarının normal olduğu gözlendi. Dokular ışık mikroskobunda 
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incelendiğinde; seminer tübül epitelinde düzensizleşme, epitel hücrelerinde dökülme, atrofik 

tübül sayısında artış gözlendi (Şekil 15). Testis dokusu interstisyel alanını değerlendirmek için 

yapılan MT boyamada gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmemiştir (Şekil 16). Radyasyon 

uygulanan gruplarda testis dokusundaki hasarın, zamana ve doza bağlı arttığı gözlendi (Şekil 

17). Düşük, orta ve yüksek doz gruplarında 24. saat ve 7. gündeki Johnsen skoru; kontrol, 2. 

saat gruplarına göre anlamlı olarak azalmıştır (p<0.005). Ayrıca yüksek doz gruplarında; 2. saat 

grubundaki Johnsen skoru kontrole göre, 7. gün grubundaki skor 2. ve 24. saat gruplarına göre 

azalmıştır (p<0.005) (Şekil 17A). İkinci saat gruplarında;  yüksek doz grubu, kontrol ve düşük 

doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005). Johnsen skoru, 24. saat ve 7. gün gruplarında; düşük, 

orta ve yüksek doz grupları kontrol grubuna göre azalmıştır. (p<0.005) (Şekil 17B). 

Her üç doz (düşük, orta ve yüksek) grubundaki 7.gün seminifer tübül çapı; kontrol 

grubuna göre azalmıştır (p<0.005). Bunun yanı sıra orta doz grubundaki 7. gün seminifer tübül 

çapı 24. saat (p<0.005); düşük doz gruplarındaki seminifer tübül çapı da 2. ve 24. saat 

ölçümlerine göre anlamlı olarak azalmıştır (p<0.005) (Şekil 18A). Seminifer tübül çapının, 2. 

ve 24. saat gruplarındaki her üç doza ait (düşük, orta ve yüksek doz) seminifer tübül ölçümleri 

kontrole göre azalma göstermiştir, ancak anlamlılık bulunmamıştır. Yedinci gündeki düşük, 

orta ve yüksek doz gruplarındaki seminifer tübül çapı; kontrol grubuna göre azalmıştır 

(p<0.005) (Şekil 18B).  Deney sonuçlarımız testis hasarının yüksek dozlarda ve zamana bağlı 

arttığını göstermektedir. 
 

Tablo 7. Deney gruplarındaki sıçanların testis dokusuna ait Johnsen Skoru ve Tübül Çapı          
ölçümü sonuçları 
 

Gruplar Johnson Skoru Tübül Çapı (µm) N 

Kontrol 9,33 ± 0,2 256,20 ± 9,1 6 

Düşük doz (2 saat) 9,17 ± 0,17 251,33 ±  6,1 6 

Düşük doz (24 saat) 8,17 ± 0,17 250,20 ± 7,9 6 

Düşük doz (7gün) 7,50 ± 0,22 218,54 ± 5,1 6 

Orta doz (2 saat) 8,67 ± 0,21 242,63 ± 5,1 6 

Orta doz (24 saat) 8,00 ± 0,26 248,04 ± 4,3 6 

Orta doz  (7gün) 6,67 ± 0,33 219,84 ± 7,0 6 

Yüksek doz (2 saat) 8,33 ± 0,21 248,48 ± 6,5 6 

Yüksek doz (24 saat) 7,67 ± 0,21 232,42 ± 6,8 6 

Yüksek doz (7gün) 6,83 ± 0,31 226,54 ± 8,1 6 
* Ortalama değer ± standart hata 



30 
 

               
 

Şekil 15. Deney gruplarının testis dokusuna ait kesitlerinin mikroskobik görüntüleri 
(Hematoksilen&Eozin; x20 görüntüler). Çift yönlü oklar seminifer tübül çaplarını 
göstermektedir. 

 
 

 

               
             

Şekil 16. Deney gruplarının testis dokusuna ait kesitlerinin mikroskobik görüntüleri     
(Masson trikrom; x20 görüntüler) Gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmedi. 
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A           B 
 

Şekil 17. Deney gruplarının testis dokusuna ait Johnsen skoru sonuçlarının doz (A) ve zaman 
(B) grafikleri sonuçları. A: *: 24.saat ve 7.gün gruplarındaki Johnsen skoru, kontrol, 2.saat 
gruplarına göre azalmıştır (p<0.005), #: Yüksek dozda 2.saat grubundaki Johnsen skoru, 
kontrol grubuna göre azalmıştır (p<0.005),  ##: Yüksek dozda 7.gün grubundaki Johnsen 
skoru;  2. ve 24.saat gruplarına göre azalmıştır (p<0.005). B: *: 2. saatte yüksek doz grubu; 
kontrol ve düşük doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005), **: 24. saat ve 7. günde düşük, 
orta ve yüksek doz grupları; kontrol grubuna göre azalmıştır  (p<0.005). 

 

 
                           A           B 

Şekil 18. Deney gruplarının testis dokusuna ait Tübül çapı ölçümlerinin doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri sonuçları. A: *: 7.gün gruplarındaki tübül çapı, kontrol grubuna göre azalmıştır 
(p<0.005), #: Düşük doz 7.gün grubundaki tübül çapı, 2 ve 24. saat gruplarına göre azalmıştır 
(p<0.005), ##: Orta dozda 7.gün grubundaki tübül çapı, 24. saat grubuna göre azalmıştır 
(p<0.005). B: *: 7. günde düşük, orta ve yüksek doz grupları; kontrol grubuna göre azalmıştır 
(p<0.005). 
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4.2.1.2 Apoptozis 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların testis dokusundaki aktif kaspaz-3 H-skoru 

sonuçlarına ait değerler Tablo 8’de, İHK mikroskobik görüntüleri Şekil 19’da, istatistiksel 

analiz sonuçları da Şekil 20’de gösterilmiştir. Deney gruplarındaki apoptozisin; doza ve zamana 

bağlı olarak arttığını saptadık. Her üç dozdaki (düşük, orta ve yüksek) 24.saat gruplarındaki 

aktif kaspaz-3 ekspresyonu, kontrol ve 2. saat gruplarına göre; 7. gün gruplarındaki aktif 

kaspaz-3 kontrol, 2. ve 24. saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005). Ayrıca orta ve yüksek 

dozlarda 2. saat gruplarındaki aktif kaspaz-3 de kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 

20A).  Her üç zamana (2. ve 24. saat, 7. gün) ait değerlendirmede; orta ve yüksek doz 

gruplarındaki aktif kaspaz-3, kontrol ve düşük doz gruplarına göre artmıştır (p<0.005). Yirmi 

dördüncü saat ve 7. günde düşük doz gruplarındaki aktif kaspaz-3 kontrol grubuna göre; 2. saat 

yüksek doz gruplarındaki aktif kaspaz-3 de orta doz grubuna göre artmıştır (p<0.005). Yedinci 

gün orta doz gruplarındaki aktif kaspaz-3; yüksek doz grubuna göre artmıştır. (p<0.005) (Şekil 

20B).  

 
Tablo 8. Deney gruplarındaki sıçanların testis dokusuna ait aktif kaspaz-3 İHK analiz 
sonuçları 
 

Gruplar Aktif Kaspaz-3 N 

Kontrol 149,83 ± 4,8 6 
Düşük doz (2 saat) 150,50 ± 4,3 6 
Düşük doz (24 saat) 233,67 ± 5,6 6 
Düşük doz (7gün) 316,50 ± 4,3 6 
Orta doz (2 saat) 183,33 ± 4,2 6 
Orta doz (24 saat) 250,83 ± 3,1 6 
Orta doz  (7gün) 366,50 ± 4,3 6 

Yüksek doz (2 saat) 233,33 ± 3,3 6 

Yüksek doz (24 saat) 251,83 ± 8,7 6 

Yüksek doz (7gün) 350,67 ± 4,9 6 
* Ortalama değer ± standart hata 
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Şekil 19. Deney gruplarının testis dokusuna ait kesitlerinin aktif kaspaz-3 İHK           
mikroskobik görüntüleri (x100) Kırmızı oklar apoptotik hücreleri göstermektedir. 
 

         
(A) (B) 

Şekil 20. Deney gruplarına ait testis dokusuna ait aktif kaspaz-3 İHK analiz sonuçlarının doz 
(A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: 24.saat grupları, kontrol ve 2. saat gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005), **: 7.gün grupları, kontrol, 2 ve 24. saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005), #: 
Orta ve yüksek dozda 2.saat grubu, kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005). B: *: Orta ve 
yüksek doz grupları; kontrol ve düşük doz gruplarına göre artmıştır (p<0.005), #: 2. saatte 
yüksek doz grubu; orta doz grubuna göre artmıştır (p<0.005), **: 24. saat ve 7. günde düşük 
doz grubu; kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005) ,##: 7. günde orta doz grubu; yüksek 
doz gruplarına göre artmıştır (p<0.005). 
 

4.2.1.3 Rac1 Ekspresyonu ve Aktivasyonu 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların testis dokusundaki Rac1 ekspresyonu ve Rac1 

aktivasyonuna ait sonuçlar Tablo 9’da, İHK mikroskobik görüntüleri Şekil 21’de istatistiksel 

analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 22 ve Şekil 23’te gösterilmiştir.  
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Rac1 ekspresyonu; orta ve yüksek dozda 24. saat grupları hariç doza ve zamana bağımlı 

olarak azalma eğilimindedir. Her üç dozda (düşük, orta ve yüksek); tüm gruplardaki Rac1 

ekspresyonu, kontrol grubuna göre ve 7. gün gruplarındaki Rac1 ekspresyonu da, 2. ve 24. saat 

gruplarına göre azalmıştır (p<0.005) (Şekil 22A). Ayrıca orta ve yüksek dozlarda 2. saat 

grubundaki Rac1 ekspresyonu 24. saat gruplarına göre, düşük doz 24. saat grubundaki Rac1 

ekspresyonu da 2. saat grubuna göre azalmıştır (p<0.005) (Şekil 22A). İkinci saat ve 7. günde; 

orta doz gruplarındaki Rac1 ekspresyonu düşük doz gruplarına göre, yüksek doz gruplarındaki 

Rac1 ekspresyonu da düşük ve orta doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005) (Şekil 22B). Yirmi 

dördüncü saatte de, düşük ve yüksek doz gruplarındaki Rac1 ekspresyonu orta doz gruplarına 

göre azalmıştır (p<0.005). 

Düşük doz (2. ve 24. saat, 7. gün) gruplarındaki Rac1-GTP, kontrol grubuna göre 

artmıştır. Orta doz gruplarında 7. gün grubu, yüksek doz gruplarında da 2. saat ve 7. gün 

gruplarındaki Rac1-GTP kontrole göre artmış ancak anlamlılık gözlenmemiştir. Sadece yüksek 

doz 7. gün grubundaki Rac1-GTP, 24. saat değerine göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 23A). 

Yedinci gün (düşük, orta ve yüksek doz) gruplarındaki Rac1-GTP, doza bağlı bir artış 

göstermiştir ancak anlamlılık bulunmamaktadır (Şekil 23B). 
 

Tablo 9. Deney gruplarındaki sıçanların testis dokusuna ait Rac1 ekspresyonu ve             
Rac1-GTP analiz sonuçları 

 

Gruplar Rac1 H-Skor Rac1-GTP* N 

Kontrol 190,00 ± 5,8 0,570 ± 0,02 6 

Düşük doz (2 saat) 183,83 ± 6,0 0,584 ± 0,02 6 

Düşük doz (24 saat) 164,83 ± 4,8 0,601 ± 0,02 6 

Düşük doz (7gün) 132,50 ± 6,2 0,587 ± 0,01 6 

Orta doz (2 saat) 151,00 ± 5,8 0,552 ± 0,03 6 

Orta doz (24 saat) 182,33 ± 7,1 0,546 ± 0,02 6 

Orta doz  (7gün) 116,50 ± 4,3 0,587 ± 0,05 6 

Yüksek doz (2 saat) 133,67 ± 4,9 0,598 ± 0,03 6 

Yüksek doz (24 saat) 164,83 ± 4,8 0,562 ± 0,03 6 

Yüksek doz (7gün) 100,83 ± 4,8 0,682 ± 0,03 6 
* Ortalama değer ± standart hata 
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Şekil 21. Deney gruplarının testis dokusuna ait kesitlerinin Rac1 İHK mikroskobik  
görüntüleri (x100) Kırmızı oklar Rac1(+) hücreleri göstermektedir. 

 

  
          (A)             (B) 

Şekil 22. Deney gruplarına ait testis dokusuna ait Rac1 ekspresyonu İHK analiz 
sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: Tüm gruplar, kontrol grubuna göre 
azalmıştır (p<0.005), &: Düşük doz 24.saat grubu, 2. saat grubuna göre azalmıştır 
(p<0.005), #: 7. gün grupları, 2. ve 24. saat gruplarına göre azalmıştır (p<0.005), # #: Orta 
ve yüksek dozlarda 2.saat grubu, 24. saat gruplarına göre azalmıştır (p<0.005). B: *: Tüm 
gruplar, kontrol grubuna göre azalmıştır (p<0.005), &: 2. saat ve 7. günde orta doz grupları, 
düşük doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005), #: 2. saat ve 7. günde yüksek doz grupları; 
düşük ve orta doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005), ##: 24. saatte düşük ve yüksek doz 
grupları, orta doz gruplarına göre azalmıştır (p<0.005). 
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                                (A)           (B)

Şekil 23. Deney gruplarına ait testis dokusu Rac1 aktivasyon analizi sonuçlarının doz (A) ve 
zaman (B) grafikleri. A: *: Yüksek dozda 7.gün grubu, 24.saat grubuna göre artmıştır 
(p<0.005). B: Gruplar arasında anlamlı farklılık yoktur.                    

 

4.2.1.4 RhoA Ekspresyonu ve Aktivasyonu 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların testis dokusundaki RhoA ekspresyonu ve RhoA 

aktivasyonuna ait sonuçlar Tablo 10’da, İHK mikroskobik görüntüleri Şekil 24’te, istatistiksel 

analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 25 ve Şekil 26’da gösterilmiştir.  

Tüm gruplardaki RhoA ekspresyonu, kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005). Her üç 

dozda (düşük, orta ve yüksek); 24. saat gruplarındaki RhoA ekspresyonu 2. saat gruplarına göre, 

7. gün gruplarındaki RhoA ekspresyonu da 2 ve 24. saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005) 

(Şekil 25A). İkinci saat ve 7. günde orta ve yüksek doz gruplarındaki RhoA ekspresyonu düşük 

doz grubuna göre ve 2. saatte yüksek doz gruplarındaki RhoA ekspresyonu orta doz grubuna 

göre artmıştır (p<0.005). Yirmi dördüncü saatte düşük ve yüksek doz gruplarındaki RhoA 

ekspresyonu da orta doz grubuna göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 25B). 

RhoA-GTP, tüm deney gruplarında benzer pattern göstermiş ve kontrol grubuna göre 

artmıştır. Düşük ve orta dozlarda 7.gün gruplarındaki RhoA-GTP; kontrol, 2 ve 24.saat 

gruplarına göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 26A). Yüksek doz gruplarında, gruplar arasında 

anlamlı farklılık saptanmamıştır. İkinci, 24. saat ve 7. gün gruplarındaki RhoA-GTP benzer 

şekilde; düşük ve orta dozlarda doza bağlı artmış, yüksek dozlarda azalmıştır.  Yedinci gün 
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düşük ve orta doz gruplarındaki RhoA-GTP; kontrol grubuna göre anlamlı olarak artmıştır 

(p<0.005) (Şekil 26B). 

Tablo 10. Deney gruplarındaki sıçanların testis dokusuna ait RhoA ekspresyonu ve RhoA-GTP 
sonuçları 

Gruplar RhoA H-Skor* RhoA-GTP* N 

Kontrol 112,33 ± 6,7 0,304 ± 0,05 6 

Düşük doz (2 saat) 133,00 ± 3,7 0,337 ± 0,06 6 

Düşük doz (24 saat) 217,50 ± 4,3 0,355 ± 0,03 6 

Düşük doz (7gün) 266,50 ± 4,3 0,754 ± 0,11 6 

Orta doz (2 saat) 164,83 ± 4,8 0,459 ± 0,03 6 

Orta doz (24 saat) 183,33 ± 4,2 0,466 ± 0,03 6 

Orta doz  (7gün) 317,50 ± 4,3 0,868 ± 0,09 6 

Yüksek doz (2 saat) 200,50 ± 4,3 0,396 ± 0,03 6 

Yüksek doz (24 saat) 217,17 ± 3,1 0,408 ± 0,07 6 

Yüksek doz (7gün) 316,33 ± 4,9 0,564 ± 0,09 6 
* Ortalama değer ± standart hata 

 
 

          
Şekil 24. Deney gruplarının testis dokusuna ait kesitlerinin RhoA İHK mikroskobik           
görüntüleri (x100) Kırmızı oklar RhoA(+) hücreleri göstermektedir. 
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      (A)           (B) 
 

Şekil 25. Deney gruplarına ait testis dokusuna ait RhoA ekspresyonu İHK analiz sonuçlarının 
doz (A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: Tüm gruplar, kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005), 
#: 24. saat grupları, 2. saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005), ##: 7. gün grupları, 2 ve 24. saat 
gruplarına göre artmıştır (p<0.005). B: *: Tüm gruplar, kontrol grubuna göre artmıştır(p<0.005), 
&: 2. ve 24. saatte orta ve yüksek doz grupları, düşük doz grubuna göre artmıştır (p<0.005), #: 
2. saatte yüksek doz grubu, orta doz grubuna göre artmıştır (p<0.005), ##: 24. saatte düşük ve 
yüksek doz grupları, orta doz grubuna göre artmıştır (p<0.005).  

 

 
                                (A)           (B) 

Şekil 26. Deney gruplarına ait testis dokusu RhoA aktivasyon analizi sonuçlarının doz (A) ve 
zaman (B) grafikleri. A: *: Düşük ve orta dozda 7.gün grupları, kontrol, 2 ve 24.saat gruplarına 
göre artmıştır (p>0.005). B: *: 7. günde düşük ve orta doz grupları; kontrol grubuna göre 
artmıştır (p<0.005). 

 

4.2.2 Kemik İliği Dokusu 
Kemik iliği dokuları incelendiğinde H&E boyamasında gruplar arasında herhangi bir 

fark gözlenmedi. Dokuda kan damarları, kan damarlarının özelleşmiş birimleri olan sinuzoid 

yapıları, gelişimin farklı aşamalarındaki kan hücreleri ve onları destekleyen adventisyal 

hücreler ile megakaryosit hücreleri gözlendi ( Şekil 27). Kemik iliğinin aktif kaspaz-3, RhoA 

ve Rac1 İHK boyamalarında da gruplar arasında anlamlı fark gözlenmedi (Şekil 27).  
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Şekil 27. Deney gruplarının kemik iliği dokusuna ait kesitlerinin H&E ve Aktif Kaspaz3,      
Rac1 ve RhoA İHK mikroskobik görüntüleri (x20) Ok: Megakaryosit hücresi,                 
Yıldız: Yağ hücresi, *:Sinuzoid 

 

4.3 Biyokimyasal Analiz Sonuçları 

4.3.1 Radyasyonun testis dokusunda Hücre İçi ROS  

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların hücre içi ROS düzeyleri Tablo 11’de, 

istatistiksel analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 28’de gösterilmiştir. Her doz grubundaki 

hücre içi ROS düzeyleri, kontrol grubuna göre anlamlı artış göstermiştir (p<0.005) (Şekil 28A). 

Düşük ve orta dozlarda 7.gün gruplarındaki hücre içi ROS, 2 ve 24. saat gruplarına göre anlamlı 

olarak artmıştır (p<0.005). Yüksek dozda 2. saat grubundaki hücre içi ROS, 24. saat ve 7.gün 

gruplarına göre anlamlıdır (p<0.005). İkinci ve 24. saat ile 7. günde orta ve yüksek doz 

gruplarındaki hücre içi ROS; kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005).  Ayrıca 2. saatte yüksek 

doz grubundaki hücre içi ROS, düşük ve orta doz gruplarına göre de artmıştır (p<0.005).  

Yedinci günde; düşük doz grubundaki hücre içi ROS kontrol grubuna göre, orta ve yüksek doz 

gruplarındaki hücre içi ROS da düşük doz grubuna göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 28B). 
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Tablo 11. Deney gruplarındaki sıçanların Hücre içi ROS analiz sonuçları 
 

Gruplar Hücre içi ROS*  
(Testis, nM/mg ) 

 
N 

Kontrol 1,388 ± 0,21 6 
Düşük doz (2 saat) 7,999 ± 0,68 6 
Düşük doz (24 saat) 5,898 ± 0,84 6 
Düşük doz (7gün) 27,343 ± 0,91 6 
Orta doz (2 saat) 20,487 ± 1,35 6 
Orta doz (24 saat) 14,681 ± 2,09 6 
Orta doz  (7gün) 45,306 ± 3,23 6 

Yüksek doz (2 saat) 83,716 ± 6,29 6 

Yüksek doz (24 saat) 26,842 ± 5,45 6 

Yüksek doz (7gün) 45,211 ± 3,42 6 
* Ortalama değer ± standart hata 

 
 
 
 
 

 
                                   (A)           (B) 

Şekil 28. Deney gruplarına ait hücre içi ROS analizi sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri. A: *: Tüm gruplar kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005), #: Düşük ve orta dozda 
7.gün grupları, 2 ve 24.saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005), ##: Yüksek dozda 2.saat 
grubu; 24 saat ve 7.gün gruplarına göre artmıştır (p<0.005). B: *: Orta ve yüksek doz grupları; 
kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005), #: 2. saatte yüksek doz grubu, düşük ve orta doz 
gruplarına göre artmıştır (p<0.005), **: 7. günde düşük doz grubu, kontrol grubuna göre 
artmıştır (p<0.005), ##: 7. günde orta ve yüksek doz grupları; düşük doz grubuna göre artmıştır 
(p<0.005). 
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4.3.2 Radyasyonun serum ve testis dokusunda MDA düzeyine etkisi 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların serum ve testis dokusu MDA düzeyleri Tablo 

12’de, istatistiksel analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 29 ve Şekil 30’da gösterilmiştir. Tüm 

deney gruplarındaki serum MDA düzeyleri kontrol grubuna göre artmıştır, ancak anlamlılık 

düşük doz 2. saat ve yüksek doz 7. gün gruplarındadır (p<0.005). Ayrıca; düşük dozda 2. saat 

grubundaki serum MDA 7. gün grubuna göre, yüksek dozda 7. gün grubundaki serum MDA da 

24. saat grubuna göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 29A). Yirmi dördüncü saatte gruplarında düşük 

doz grubundaki serum MDA, kontrole göre; 7. gün gruplarında ise yüksek doz grubundaki 

serum MDA kontrol, düşük, orta ve yüksek doz gruplarına göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 29B). 

Testis dokusundaki MDA, her üç doz grubunda da farklı pattern göstermiştir. Düşük 

doz gruplarında 24. saat grubundaki MDA, kontrol ve 7.gün gruplarına göre; yüksek doz 

gruplarında 7. gün grubundaki MDA, kontrol ve 24.saat gruplarına göre artmıştır (p<0.005) 

(Şekil 30A). İkinci ve 24. saat gruplarındaki (düşük, orta ve yüksek doz) MDA düzeyleri 

arasında anlamlı farklılık gözlenmemiştir. Yedinci günde yüksek doz grubundaki MDA; 

kontrol, düşük, orta ve yüksek doz gruplarına göre artmıştır (p<0.005) (Şekil 30B). Serum ve 

testis dokusundaki MDA yüksek dozlarda ve 7. günde görülmesi, radyasyonun kronik etkileri 

arasında lipid peroksidasyonu olduğunu düşündürebilir.  
 

Tablo 12. Deney gruplarındaki sıçanların MDA analizi sonuçları  

Gruplar MDA* 
(Testis, mmol/mg) 

MDA* 
(Serum, μmol/L) N 

Kontrol 0,138 ± 0,01 1,859 ± 0,13 6 

Düşük doz (2 saat) 0,165 ± 0,02 2,630 ± 0,14 6 

Düşük doz (24 saat) 0,207 ± 0,02 2,271  ± 0,08 6 

Düşük doz (7gün) 0,108 ± 0,01 1,914 ± 0,06 6 

Orta doz (2 saat) 0,166 ± 0,01 2,779 ± 0,43 6 

Orta doz (24 saat) 0,170 ± 0,03 2,114 ± 0,04 6 

Orta doz  (7gün) 0,182 ± 0,03 2,448 ± 0,16 6 

Yüksek doz (2 saat) 0,205 ± 0,04 2,617 ± 0,49 6 

Yüksek doz (24 saat) 0,121 ± 0,02 2,150 ± 0,11 6 

Yüksek doz (7gün) 0,297 ± 0,03 3,681 ± 0,48 6 
* Ortalama değer ± standart hata   

 
 



42 
 

 

 
              (A)               (B)  

Şekil 29. Deney gruplarına ait serum MDA analizi sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri. A: *: Düşük dozda 2.saat grubu, kontrol ve 7.gün gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005), **: Yüksek dozda 7.gün grubu, kontrol ve 24.saat gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005). B: *: 24. saatte düşük doz grubu; kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.005), **: 7. 
günde yüksek doz grubu; kontrol, düşük, orta ve yüksek doz gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005). 

 

 
             (A)           (B) 

Şekil 30. Deney gruplarına ait testis dokusu MDA analizi sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri. A: *: Düşük dozda 24.saat grubu, kontrol ve 7.gün gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005), **: Yüksek dozda 7.gün grubu, kontrol ve 24.saat gruplarına göre artmıştır 
(p<0.005). B: *: 7. günde yüksek doz grubu; kontrol, düşük, orta ve yüksek doz gruplarına 
göre artmıştır (p<0.005).    

 

4.3.3 Radyasyonun serum ve testis dokusunda SOD düzeyine etkisi 

Araştırmamızda kullandığımız sıçanların serum ve testis dokusu SOD düzeyleri Tablo 

13’te, istatistiksel analiz sonuçlarına ait grafikler de Şekil 31 ve Şekil 32’de gösterilmiştir. 

Serum SOD değerleri her doz grubunda benzer özellik göstermiştir. Her üç grupta da (düşük, 

orta ve yüksek doz) 7. gün gruplarındaki serum SOD; kontrol, 2 ve 24.saat gruplarına göre 

anlamlı azalma saptanmıştır (p<0.005) (Şekil 31A). İkinci ve 24. saat gruplarındaki serum SOD 
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düzeyleri arasında anlamlı farklılık gözlenmezken; 7. günde her üç doz (düşük, orta ve yüksek) 

gruplarındaki serum SOD, kontrol grubuna göre azalmıştır (p<0.005)(Şekil 31B). 

Testis dokusundaki SOD değerleri; her üç doz ve zamanda kontrol grubuna göre 

azalmıştır. Orta dozda 2. saat ve 7. gün gruplarındaki SOD ile yüksek dozda 24. saat ve 7. gün 

gruplarındaki SOD düzeyindeki azalmalar (kontrol grubuna göre) anlamlıdır (p<0.005) (Şekil 

32A). İkinci saat ve 7. günde orta doz gruplarındaki SOD ile 24. saat ve 7. günde yüksek doz 

gruplarındaki SOD düzeyleri, kontrol grubuna göre azalmıştır (p<0.005)(Şekil 32B). 

 
Tablo 13. Deney gruplarındaki sıçanların SOD analizi sonuçları 
 

Gruplar SOD* 
(Testis, U/mg) 

SOD* 
(Serum, U/ml) 

 
N 

Kontrol 2,296 ± 0,48 24,684 ± 0,19 6 

Düşük doz (2 saat) 1,380 ± 0,55 24,385 ± 0,15 6 

Düşük doz (24 saat) 1,520 ± 0,10 24,155 ± 0,14 6 

Düşük doz (7gün) 1,508 ± 0,18 12,392 ± 0,18 6 

Orta doz (2 saat) 0,924 ± 0,18 23,994 ± 0,19 6 

Orta doz (24 saat) 1,455 ± 0,05 23,971 ± 0,17 6 

Orta doz  (7gün) 1,261 ± 0,20 12,116 ± 0,18 6 

Yüksek doz (2 saat) 1,730 ± 0,11 24,155 ± 0,10 6 

Yüksek doz (24 saat) 1,165 ± 0,11 24,615 ± 0,203 6 

Yüksek doz (7gün) 0,988 ± 0,07 12,415 ± 0,15 6 
 * Ortalama değer ± standart hata 
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                                   (A)           (B)  
 

Şekil 31. Deney gruplarına ait serum SOD analizi sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri. A: *: Düşük orta ve yüksek dozda 7.gün grupları, kontrol, 2 ve 24.saat gruplarına 
göre azalmıştır (p<0.005). B:  *: 7.gün düşük orta ve yüksek doz grupları, kontrol grubuna 
göre azalmıştır (p<0.005).    

 
 

 
                                   (A)           (B)  

Şekil 32. Deney gruplarına ait testis SOD analizi sonuçlarının doz (A) ve zaman (B) 
grafikleri. A: *: Orta dozda 2.saat ve 7. gün, yüksek dozda 24.saat ve 7.gün grupları kontrol 
grubuna göre azalmıştır (p<0.005). B:  *: 2.saat ve 7. günde orta doz, 24.saat ve 7.günde 
yüksek doz grupları kontrol grubuna göre azalmıştır (p<0.005).    
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5 Tartışma 

Canlı organizmada bulunan her hücre tipi iyonize radyasyon ile karşılaştığında; 

radyasyon dozu, hücre tipi ve hücrenin proliferasyon özelliğine bağlı olarak farklı şekillerde 

yanıt verebilir. İyonize radyasyon nedeniyle oluşan doku hasarları çeşitli çalışmalarla 

gösterilmiştir, ancak moleküler mekanizmaları tam olarak bilinmemektedir  (2, 15). Dokular ve 

organların radyasyona karşı duyarlılıkları farklıdır (3, 39). Kemik iliği, testis ve tiroid gibi 

dokular radyasyona duyarlı; kemik, santral sinir sistemi, kas gibi dokular ise daha az duyarlı 

dokulardır. Çalışmamızda; radyasyona hassas testis ve Kİ dokularında, iyonlaştırıcı 

radyasyonun meydana getirdiği erken ve geç dönemdeki etkilerin oluşum mekanizmasında 

küçük GTPazların (Rac1 ve RhoA) rolünü araştırdık.  

Pelvik bölgeye ait iyonlaştırıcı radyasyon içeren tetkik ve tedavilerde testis dokusu 

direkt olarak ışınlanır ya da saçılan radyasyon nedeniyle zarar görür. Çalışmamızda radyasyona 

bağlı testisteki hasarı, Johnsen tübüler biopsi skoru ve seminifer tübül çapı ölçümü ile 

değerlendirdik. İyonlatırıcı radyasyon, testis dokusunda reprodüktif süreci etkiler, uzun 

dönemde de infertiliteye neden olabilir (40, 41). Radyasyonun etkilerini araştıran deneysel 

çalışmalar, doğal olarak daha çok hücre kültürü ve deney hayvanları üzerinde yapılmıştır. 

Ancak 1960-1970 yılları arasında insanlarda yapılmış (toplam 67 gönüllü) bir çalışmada; 

testislere 0.08 Gy ve 6 Gy arasında değişen dozlarda radyasyon uygulaması sonrasında, 0.1 Gy 

dozunda sperm sayısında azalma, 3-5 Gy dozunda ise kalıcı sterilite gözlendiği bildirilmiştir. 

Gönüllülerin sperm sayısının radyasyon maruziyeti öncesi sayıya ulaşması; 1 Gy altındaki 

dozlarda 9-18 ay, 2 Gy-3 Gy arasındaki dozlarda 30 ay, 4 Gy-6 Gy arasındaki dozlarda daha 

uzun sürede olduğu rapor edilmiştir (42).  

Deneysel çalışmalarda radyasyona bağlı testis hasarını göstermek için genellikle yüksek 

dozlarda radyasyon uygulandığı görülmektedir (40-43). Düşük dozda (<1 Gy) radyasyonun 

etkilerini gösteren çok az sayıda çalışma bulunmaktadır (44, 45). Pek çok çalışmada kullanılan 

radyasyon dozu radyoterapi uygulamalarına karşılık gelebilecek yüksek dozlardır (1-10 Gy) ve 

doz arttıkça testis hasarının arttığı da gösterilmiştir (40-43).  Bir çalışmada, 2 Gy tüm vücut 

ışınlaması sonrası 7. günde, fare testis dokusunda Johnsen skorunun anlamlı olarak azaldığı ve 

apoptozisin arttığı gösterilmiştir (43). Bizim çalışmamızda elde ettiğimiz verilere göre; 7. günde 

her üç doz grubunda da, Johnsen skoru anlamlı olarak azalmıştır. Bu bulgu radyasyonun, geç 

dönemde düşük dozlarda bile spermatogenezi etkileyebileceğini göstermektedir. 
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Çalışmamızda, testis hasarını belirlemek için aynı zamanda spermatogenezin 

gerçekleştiği yer olan seminifer tübül çapı ölçümleri de yapıldı. Seminifer tübül epitelinde 

düzensizleşme, epitel hücrelerinde dökülme ve atrofik tübül sayısında artış gözlendi. Özellikle 

geç dönemde tüm doz gruplarında seminifer tübül çaplarında anlamlı olarak azalma olduğu 

saptandı. Fare testis dokusunda 0.02, 0.2 ve 2 Gy radyasyon verildikten 24 saat ve 9 gün sonra 

seminifer tübül çapı ölçümü yapılan bir çalışmada; her iki zaman değerlendirmesinde de sadece 

2 Gy dozunda kontrole göre anlamlı azalma olduğu gösterilmiştir (44). Bizim çalışmamızda 24. 

saatte her üç doz grubuna ait tübül çapları azalmış, ancak istatistiksel olarak anlamlılık 

saptanmamıştır. Yedinci günde ise her üç doz grubundaki azalmaların anlamlı olduğu 

saptanmıştır. Çalışmamızda, tüm dozlarda testis hasarının (Johnsen skoru ve tübül çapı 

ölçümlerindeki azalmanın) erken dönemde başladığı ve 7. günde en fazla olduğu görülmektedir. 

Bu bulgu diğer çalışmalar ile uyumlu olarak testis hasarının doza ve zamana bağlı olarak 

arttığını desteklemektedir. Radyasyona bağlı testis hasarında, doza ve zamana bağlı gelişen 

değişikliklere, hücre içi hangi moleküllerin aracılık ettiğinin tespit edilmesi, gelişen 

değişikliklerin kalıcı olmadan (kalıcı sterilite) önlenmesi için etkili tedavilerin geliştirilmesine 

olanak sağlayabilmesi açısından çok önemlidir.  

Radyasyona bağlı hasar mekanizmaların başında hücre içi serbest radikallerin artması 

ve apoptozis gelir. Biz de çalışmamızda bu iki mekanizmadan sorumlu olabilecek küçük 

GTPaz’ların radyasyona bağlı hasar oluşmasında rolü olup olmadığını ortaya koymaya 

amaçladık. Küçük GTPaz’ların radyasyon ile ilişkisin değerlendiren çalışmaların çoğu, tümör 

dokusunda radyoterapinin etkisini değerlendiren çalışmalardır. Küçük GTPaz’ların birçok 

tümör tipinde ekspresyonlarının ve aktivitelerinin arttığı bilinmesine rağmen, radyoterapinin 

etkisindeki rolleri hala tartışmalıdır (46). Bildiğimiz kadarıyla, normal sağlıklı testis dokusunda 

radyasyon uygulaması sonrası gelişen hasarda küçük GTPaz’ların rolünü araştıran bir çalışma 

bulunmamaktadır. Sağlıklı kişilerin radyasyona maruz kalması sonrasında oluşabilecek testis 

hasarında rolü olan hücre içi mekanizmaların ve bunlarda rol oynayan moleküllerin 

gösterilebilmesi,  testis hasarına bağlı gelişebilecek infertilite gibi sorunların önlenmesinde 

katkı sağlayacaktır.  

Küçük GTPaz’ların (RhoA, Rac1 ve Cdc42) dokulardaki fonksiyonları göz önünde 

bulundurulduğunda; çoğu zaman Rac1 ve Cdc42’nin aynı yönde, RhoA’nın ise ters yönde 

çalıştığı görülmektedir. C. elegans ve memelilerde yapılan genetik ve biyokimyasal çalışmalar, 

RhoA ve Rac1'in, efferositoz sırasında hücre iskeletinin yeniden düzenlemesinde zıt yönde rol 
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oynadığını ortaya koymuştur (47, 48). Sıçan testis dokusundan hazırlanan primer hücre 

kültüründe yapılmış bir çalışmada; hücrelerde Rac1 ve RhoA proteinlerinin bulunduğu, Sertoli 

hücrelerinde Rac1 ekspresyonun RhoA ekspresyonundan daha fazla olduğu gösterilmiştir (49). 

Biz de bu çalışma ile uyumlu olarak, kontrol grubunda Rac1 ekspresyonunun, RhoA 

ekspresyonuna göre daha fazla olduğunu saptandı. Radyasyon uygulanan gruplarda ise,  

radyasyon dozu ve maruziyet sonrasındaki süre arttıkça; Rac1 ekspresyonunun azaldığını, 

RhoA ekspresyonunun da arttığı saptandı. Rac1’in ekspresyonunu ve aktivasyonunu 

değerlendirdiğimizde ise düşük, orta ve yüksek doz 7. gün gruplarında; Rac1 ekspresyonunun 

kontrole göre belirgin bir şekilde azalırken, Rac1 aktivasyonunun da sadece yüksek dozda 

anlamlı olmak üzere bütün dozlarda arttığını belirledik. Bu da radyasyona bağlı hasarda Rac1’in 

etkisinin daha çok geç dönemde olduğu/belirginleştiğini düşündürtmektedir.   

Canlı organizmada radyasyona bağlı oluşan patolojilerde RhoA molekülünün rolünü 

araştıran çalışmalar, daha çok endotel hücrelerde ya da kanserli dokularda yapılmıştır. Serviks 

kanseri (HeLa) hücre hattında yapılan bir çalışmada 0,5- 5- 15 Gy gama ışını ile ışınlandıktan 

24 saat sonra RhoA aktivitesinin arttığı ve HeLa hücrelerinin radyasyona hassasiyetini arttırdığı 

rapor edilmiştir (50). Bizim çalışmamızda bu çalışma ile uyumlu olan sadece bir grubumuz ( 5 

Gy, yüksek doz grubu) bulunmasına rağmen, tüm radyasyon dozlarında 24. saat RhoA 

aktivasyonunun kontrole göre anlamlı olmasa da arttığını belirledik.  Ayrıca, RhoA 

ekspresyonlarının tüm gruplarda, doza ve zamana bağlı olarak arttığını gözlemledik. Rousseau 

ve arkadaşlarının endotel hücrelerinde yaptığı bir çalışmada da; 15 Gy X ışını ile ışınlamadan 

10 dk. sonrasında, fokal adezyon için gerekli olan stres liflerinin RhoA aktivasyonuna bağlı 

olarak arttığını göstermişlerdir (51). Daha önce yapılan bu çalışmalarda verilen dozlar, 

değerlendirme zamanları ve incelenen dokular, çalışmamızla birebir örtüşmese de, radyasyon 

maruziyetinden sonra RhoA aktivitesinin arttığı görülmektedir (50-52). Biz de çalışmamızda 

testis dokusunda tüm radyasyon dozlarında RhoA aktivitesinin özellikle 7. günde kontrole göre 

arttığını gösterdik. 

Küçük GTPaz’ların birçok dokuda ve birçok fizyolojik/ patolojik süreçte bir denge 

içinde hareket ettiği ( bezen aynı yönde bazen zıt yönde) bilinmektedir (48, 53). Testis dokusu 

primer hücre kültüründe Rac1 ve RhoA dengesinin araştırıldığı tek bir çalışmada, Sertoli 

hücrelerinde Rac1 ekspresyonun RhoA ekspresyonundan daha fazla olduğu bildirilmiştir (49). 

Çalışmamızda; in vivo olarak tüm vücut ışınlaması sonrasında testis dokusunda gelişen hasarda, 

Rac1 ve RhoA’nın ekspresyon ve aktivasyonları eş zamanlı olarak değerlendirilmiştir ve bu 
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yönüyle, radyasyona bağlı testis hasarında Rac1 ve RhoA arasındaki dengeyi araştıran ilk 

çalışmadır. Sıçan süperior mezenterik arter hücrelerinde hemorajik şok sonrasında Rac1/RhoA 

dengesini araştıran bir çalışmada; erken dönemde RhoA aktivitesinin arttığı, Rac1 aktivitesinin 

azaldığı, geç dönemde ise RhoA aktivitesi azalırken, Rac1 aktivitesinin arttığı rapor edilmiştir 

(52). Her ne kadar hemorajik şok ve radyasyon hasarı birebir benzer mekanizmalar üzerinden 

gitmese de; apoptozis ve oksidatif stres oluşması her ikisinde de ortak görülmektedir.  Bizim 

çalışmamızda da radyasyon uygulaması sonrasında, Rac1 ve RhoA aktivitesinin birbirine ters 

yönde olduğu özellikle de 7. günde dozla bağlı olarak; Rac1 aktivitesi artarken, RhoA 

aktivitesinin de azaldığı görülmektedir.  

Radyasyona bağlı gelişen hücresel olaylardan birisi de apoptozistir. Radyasyona maruz 

kalan germ hücrelerinde oksidatif stres ve apoptozis ve bunun sonucunda da infertilite ortaya 

çıkabilir (54). Sıçan testis dokusunda 10 Gy radyasyon ile ışınlamadan 5 gün sonra, aktif 

kaspaz-3 ekspresyonunun kontrol grubuna göre arttığı bildirilmiştir (24). Wang ve arkadaşları; 

farelerde 5 Gy ışınlamadan 7 gün sonra testis dokusunda apoptotik hücre oranının kontrole göre 

arttığını rapor etmişlerdir (43). Bizim çalışmamızda sadece 5 Gy ışınlamada değil tüm 

dozlardaki (düşük, orta ve yüksek) apoptozis, kontrol grubuna göre artış göstermiştir. Bununla 

birlikte farelere uygulanan 25-200 mGy arasındaki X ışınının, testis dokusunda p53 

ekspresyonunu arttırarak apoptozisi arttırdığı ve en yüksek artışın da 75 mGy ışınlamada ve 12. 

ile 18. saatlerde olduğu gösterilmiştir (55). Çalışmamızdaki orta (0,1 Gy) ve yüksek (5 Gy) doz 

gruplarında; 2. saatten itibaren saptadığımız apoptozis değerlerinin birbirine yakın olması, bu 

çalışmayı desteklemektedir. Apoptozis her üç doz grubunda da (düşük, orta ve yüksek), zamana 

bağlı artış göstermiştir. 

Rac1, RhoA ve Cdc42’nin; bazen apoptotik, bazen de antiapoptotik süreçlerde etkili 

olduğu bildirilmiştir (53, 56). Küçük GTPaz’ların apoptozisteki rolünü araştıran bir çalışmada, 

ATDC5 fare kondrosit hücre hattında yapılan çalışmada Rac1 ve Cdc42 proteinlerinin aşırı 

ekspresyonunun apoptozisi arttırıcı, RhoA aşırı ekspresyonunun ise apoptozisi azaltıcı bir etki 

gösterdiği bildirilmiştir (57). Bizim çalışmamızda ise; RhoA ekspresyonu ve aktivasyonu, her 

üç doz grubunda da Aktif kaspaz-3 değerlerinde olduğu gibi zamana bağlı artış göstermiştir. 

Çalışmamızda Aktif Kaspaz-3 ekspresyonun arttığı durumlarda RhoA ekspresyonlarını artmış, 

Rac1 ekspresyonlarının da azalmış olduğunu gördük. Özellikle 7. günlerde küçük GTPaz’ların 

aktivasyonlarına baktığımızda ise; aktif kaspaz-3 ekspresyonunun arttığı düşük ve orta dozlarda 

RhoA aktivasyonunun Rac1’e göre daha belirgin şekilde arttığını, yüksek dozda ise tam tersi 
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olarak Rac1 aktivasyonunun daha fazla arttığını gözlemledik. Endotel hücrelerinde; 15 Gy ile 

ışınlandıktan 18 saat sonrasında, RhoA/ROCK yolağının radyasyona bağlı apoptozis üzerinde 

etkisi olmadığı rapor edilmiştir (51). Bizim çalışmamızdaki yüksek doz grubumuzda uygulanan 

radyasyon dozu (5 Gy) bu çalışmadakinden çok daha düşük olmasına rağmen, RhoA 

aktivasyonun, düşük ve orta dozlardaki aktivasyona göre daha düşük olması belki de bu çalışma 

ile uyumlu olarak radyasyon dozu arttıkça Rho aktivitesindeki artışın azaldığını 

düşündürtebilir. Bu sonuçlar da küçük GTPaz RhoA’nın radyasyona bağlı testis hasarındaki 

rolünün radyasyon dozuna bağlı olarak değişkenlik gösterdiğini desteklemektedir.  

Radyasyona bağlı hasar mekanizmalardan biri de hücre içi serbest radikallerin artması 

ve oksidan/antioksidan dengenin bozulmasıdır (26, 27). Fare testis dokusu ve GC-1 hücre 

hattında yapılan bir çalışmada; 4 Gy radyasyon verildikten 7 gün sonra hücre içi ROS ve MDA 

düzeyi anlamlı olarak azalmıştır (28). Bizim çalışmamızda da 5 Gy radyasyon verilen yüksek 

doz grubunda bile 2. saatte hücre içi ROS çok fazla artarken, ilginç olarak 7. günde bu çalışma 

ile uyumlu olarak hücre içi ROS’un anlamlı olarak azaldığı saptanmıştır. Literatürde testis 

dokusunda farklı radyasyon dozları uygulanarak erken ve geç dönemde ROS oluşumunu 

araştıran bir in vivo çalışma bildirilmemiştir. Burada sunulan çalışmalardan farklı olarak testis 

dokusu dışında RAW264.7 hücrelerinde yapılan 2 Gy’lik ışınlamadan yarım saat sonra ROS 

oluşumunun başladığı gösterilmiştir (29). Bu bağlamda her üç doz grubunda da saptadığımız, 

erken dönemdeki ROS bulgumuz bu çalışma ile paralellik göstermektedir. 

Çalışmamızda radyasyona bağlı oluşan oksidatif stresi değerlendirmek için testis 

dokusunda hücre içi ROS ile birlikte; serum ve testis dokusunda MDA ve SOD analizlerini de 

yaptık. Bu konuda çalışan araştırmacılar, serum değerlerinin pek çok faktörden etkilenmesi 

nedeniyle bu parametrelerin dokudaki değerlerini çalışmayı tercih etmişlerdir. Biz dokuda 

oksidatif stresle oluşan MDA ve SOD’daki değişikliklerin serum değerlerine yansıyıp 

yansımadığını da göstermek istedik. Testiste radyasyonun oluşturduğu hasarda lipid 

peroksidasyonunun arttığı, buna bağlı olarak da MDA değerlerinin arttığını gösteren çok sayıda 

literatür bulunmaktadır (21, 30).  Farelerde 4 Gy radyasyon uygulamasından 7 gün sonra, testis 

dokusunda ROS’un, serumda da 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin) ve MDA’nın anlamlı 

olarak arttığı bildirilmiştir (28). Bizim çalışmamızda da serum ve testis dokusundaki MDA; 

yüksek doz gruplarında 7. günde artmıştır. Farelere 0.02, 0.2 ve 2 Gy tüm vücut ışınlama 

yapılan bir çalışmada 24. saat ve 9. günde testis dokusunda MDA ve SOD analizleri yapılmış; 

MDA düzeyindeki artışın ve SOD düzeyindeki azalmanın sadece 2 Gy ışınlamada anlamlı 
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olduğu rapor edilmiştir (8). Shaban ve arkadaşları; sıçanlara 8 Gy radyasyon uygulamasından 

7 gün sonra testis dokusunda MDA düzeyinin arttığını ve SOD düzeyinin de azaldığını 

bildirmiştir (31). Biz de çalışmamızda, testis dokusu MDA düzeylerinin tüm radyasyon 

dozlarında erken dönemde (2.saat) bile istatistiksel olarak anlamlı olmasa da kontrole göre 

arttığını ve Shaban ve arkadaşlarının çalışması ile uyumlu olarak, MDA düzeylerinin yüksek 

doz (5 Gy) radyasyon uygulamasından sonraki 7. günde anlamlı olarak arttığını saptadık.  

Çalışmamızda, tüm gruplardaki testis SOD değerlerinin kontrol grubuna göre azalmış 

olması, radyasyona bağlı hasarda antioksidan kapasitenin azaldığını ya da yetersiz kaldığını 

düşündürmektedir. Sıçanlara 5 Gy radyasyon uyguladıktan 7 gün sonra, testis dokusu SOD 

düzeyinin anlamlı olarak azaldığı bildirilmiştir (32). Bu çalışmaya benzer şekilde bizim 

çalışmamızdaki yüksek doz gruplarındaki testis dokusu SOD değerleri sadece 7. günde değil, 

24. saatte de anlamlı olarak azalmıştır. Farelerde yapılan başka bir çalışmada 10 Gy ışınlamadan 

4 hafta sonrasında serum MDA düzeyinin arttığı, SOD düzeyinin de azaldığı bildirilmiştir (33). 

Bizim çalışmamıza ait serum SOD düzeyleri; dozdan bağımsız olarak, 2. ve 24. saatlerde 

kontrole göre değişiklik göstermemiş ancak 7. günde anlamlı olarak azalmıştır.  

Çalışmamızdaki tüm veriler birlikte değerlendirildiğinde, radyasyona bağlı testis 

hasarında oksidatif stresin arttığı ve antioksidan kapasitenin azaldığını saptadık. Özellikle 

yüksek doz gruplarında elde edilen hücre içi ROS, MDA ve Rac1 aktivasyonuna ait veriler 

benzer şekilde; 2. saatte artmış, 24. saatte azalarak 7. günde tekrar artmıştır. Bu bulgular da 

radyasyona bağlı testis hasarında, NADPH oksidaz enziminin alt birimi olan Rac1’in rolü 

olabileceğini ve Rac1’in testis hasarını arttırıcı etkisini de hücre içi ROS oluşumu ve lipid 

peroksidasyonunu arttırarak gerçekleştirebileceğini düşündürtmektedir.  

Çalışmamızda testis dokusuyla birlikte radyasyona hassas olduğu bilinen Kİ dokusunu 

da inceledik. Sıçanlarda yapılan bir çalışmada; 0.5 Gy, 2.5 Gy, 5 Gy, 25 Gy ve 100 Gy 

radyasyon maruziyetinden 14 gün sonra; 2.5 Gy ve altındaki dozlarda anlamlı bir değişiklik 

izlenmezken, 5 Gy ve 25 Gy arasında Kİ hücrelerinde hücre canlılığı ve alt ekstremitede kemik 

gelişiminin %50 oranında azaldığı rapor edilmiştir (58). Matsuyama ve arkadaşları sıçanlara 5 

Gy tüm vücut ışınlaması yapıldıktan 3 gün sonra Kİ dokusunda megakaryosit hücre sayısının 

azaldığını ve apoptozisin 3 saat sonra anlamlı olarak arttığını, 24. saatte de kontrolle aynı 

seviyede olduğunu bildirmişlerdir (59). Bizim çalışmamızda 2. ve 24. saatlerdeki apoptozis ile 

ilgili sonuçlarımız; (değerlendirme saatinin 3. saatten farklı olsa da) bu çalışma ile benzerlik 
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göstermektedir. Farelerde kemik iliğinden aspire edilerek hazırlanmış hücre kültürü 

çalışmasında, Rac1'in osteoklastogenez sırasında aktin düzenlenmesinde önemli rolü olduğu 

gösterilmiştir (60). Kemik iliğinden üretilmiş mezenkimal kök hücrelerinde hücre hareketliliği 

ve osteosarkom gelişiminde Rac1 ve RhoA’nın rolü olabileceği rapor edilmiştir (61). Kemik 

iliğinde bu moleküllerin bulunduğuna dair çalışmalar olmasına rağmen, radyasyon sonrasında 

bu dokuda gelişen hasarda, küçük GTPaz’ların ekspresyonu ve aktivasyonundaki değişimlere 

ait bir çalışmaya rastlanmamıştır.  Çalışmamız bu açıdan bir ilktir, ancak radyasyona bağlı 

olarak Kİ dokusunda doza ve zamana bağlı olarak Rac1 ve RhoA ekspresyonlarında kontrol 

grubuna göre anlamlı bir farklılık saptayamadık.   

Şimdiye kadar yapılan in vivo çalışmalarda, genellikle yüksek radyasyon dozları tercih 

edilmiştir (24, 40, 62). Deneysel modelimizi oluştururken; düşük, orta ve yüksek dozlarda erken 

ve geç dönem etkileri araştırmayı hedefledik. Belirlediğimiz doz ve zaman değerleri diğer 

çalışmalar ile tam örtüşmemesi, değerlendirmede güçlük yaratmasının yanında çalışmamızın 

özgün tarafını oluşturmaktadır. Çalışmamızda radyolojik tetkiklerde alınabilecek doza karşılık 

gelen 0,02 Gy dozundaki (düşük doz) radyasyonun, testis dokusundaki hasarı ve oksidatif stresi, 

2. saat gibi erken bir dönemde başlatabileceğini gösterdik. Aynı şekilde Rac1 ekspresyonunun 

erken dönemde (2. saat) azalırken RhoA ekspresyonunun da artmaya başlattığı ve buna ek 

olarak Rac1 ve RhoA aktivasyonlarının da artmaya başladığı da görülmektedir. Dolayısıyla 

bizim çalışmamız, düşük doz radyasyonun bile testiste hasara neden olduğunu ve bu hasara 

küçük GTPazl’arın aracılık edebileceğini ve bunlar arasındaki dengenin özellikle radyasyon 

dozu ve zamanına bağlı değişebileceğini düşündürtmektedir. Küçük GTPaz’ların radyasyon 

hasarı oluşturan etkilerinin en azından bir kısmının hücre içi ROS artışına ve apoptozis 

üzerindeki etkilerine bağlı olabileceğini gösteren ilk çalışmadır. Ancak küçük GTPazların 

radyasyona bağlı testis hasarındaki etkilerini doğrudan ( direk) gösterecek deneysel tasarımlara 

ihtiyaç vardır. Bu nedenle Rac1 ve RhoA yolaklarının aktive ve/veya inhibe edildiği koşullarda, 

bu deneylerin tekrar edilmesi gerekmektedir. Buradan elde edilecek veriler sonrasında, 

özellikle genç hastalarda infertiliteye neden olabilen radyasyona bağlı testis hasarını önlemek 

için Rac1, RhoA gibi küçük GTPaz’ları hedefleyen tedaviler umut vadedebilir.  
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6 Sonuç ve Öneriler 
• Çalışmamızda testis dokusunda radyasyona bağlı oluşan; doku hasarı, apoptozis, oksidatif 

stresi, Rac1 ve RhoA moleküllerinin ekspresyonu ve aktivasyonunu üç farklı doz ve 

zamanda değerlendirdik. Radyasyona bağlı hasarda doz ve zamana bağlı değişikliklerin 

yanı sıra, oluşum mekanizmalarında Rac1 ve RhoA gibi küçük GTPaz’ların rolü olup 

olmadığını araştırdık. Bu yönleri ile çalışmamız, testis dokusunda radyasyon uygulaması 

sonrasında Rac1 ve RhoA moleküllerinin ekspresyonu ve aktivasyonunu inceleyen ilk 

çalışmadır.  

 

• Radyasyon uygulanan gruplarda testis dokusunda hasarın doza ve zamana bağlı olarak 

arttığını histolojik olarak gösterdik.  

 
• Radyasyonun, testis dokusunda doza ve zamana bağlı olarak apoptozisi ve oksidatif stresi 

arttığını gösterdik. 

 
• Testis dokusunda doza ve zamana bağlı olarak; testis hasarı, apoptozis ve oksidatif stresin 

artışı ile Rac1 ve RhoA aktivasyonları da artış göstermiştir. Ancak Rac1 ve RhoA dengesi 

tüm doz gruplarında aynı değişimleri göstermemiştir. Elde ettiğimiz bulguları desteklemek 

için, Rac1 ve RhoA yolaklarının aktive ve inhibe edildiği koşularda radyasyona bağlı testis 

hasarını değerlendirecek çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 
• Testis dokusundan farklı olarak Kİ dokusunda; radyasyona bağlı hasar, apoptozis ve Rac1 

ile RhoA ekspresyonlarında gruplar arası anlamlı fark gözlenmemiştir.  
 

• Sonuçlarımız, radyasyona bağlı testis hasarında küçük GTPaz’ların rolü olabileceğini ve 

tıbbi uygulamalar nedeni ile radyasyona maruz kalan genç erkek hastalarda testis hasarı 

nedeni ile oluşabilecek infertilitenin önlenmesinde küçük GTPaz’ları hedef alan tedavilerin 

umut verici olabileceğini ve daha ileri çalışmalara gerek olduğunu düşündürmektedir. 
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