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CISPLATININ SICAN BOBREK VE TESTISLERI UZERINE ETKILERI
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EET S

OZET

Cisplatin hticre siklusuna 6zgii olmaksizin DNA sen-
tezini baskilayarak hiicreler tizerinde sitotoksik etki ya-
par. Testis, over, mesane karsinomalari gibi karsinoma-
larin tedavilerinde kullanilan bir kemoterapétiktir. Bu-
na karsin nefrotoksisite, nérotoksisite ve gastrointestinal
irritabilite gibi etkilerinin yaninda cisplatin tedavisi
alan tireme ¢agindaki erkeklerde oligospermi, azosper-
mi ve intertilite gelismesi énemli bir sorundur. Bu ne-
denle, calismamizda bazi tedavi semalarinda kimdilatif
dtisiik dozlarda (0.18 mg/kg, haftada bir, 6 hafta siirey-
le) kullanilan cisplatinin sican bébrek ve testisleri tize-
rindeki morfolojik etkileri incelendi. ilk dozdan sonra-
ki 2. ve 6. haftalarda ilac verildikten 1 hafta sonra sak-
ritiye edilen sicanlarda elde edilen bébrek dokusu in-
celemelerinde baslica korteks-clis medulla bolgesinde-
ki proksimal tip epitelinin etkilendigi gortldu. Testikdi-
ler doku incelemelerinde ise cisplatinin baslica B sper-
matogonyum ve spermatidlerde hasar olusturdugu, A
spermatogonyumlari ise etkilemedigi belirlendi. Bu
bulgularin isiginda bobrekte proksimal tiip epitel hiic-
relerinin rejenerasyon yetenegi ve testiste A spermato-
gonyumlarin mitozlarla ¢ogalarak differansiye hiicrele-
ri olusturacaklari distndlerek cisplatin etkisinin geri
dondsimlii oldugu sonucuna varildr.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, Cisplatin, Spermatogenez

SUMMARY

The Effects of Cisplatin on Kidney and Testis in

Male Rats

Cisplatin is an effective antitumour agent which is
widely used in anticancer regimens. In spite of its good
antitumor activity, cisplatin induces serious side effects
including hematological, renal and reproductive toxi-
city. It is generally accepted that DNA is the target res-
ponsible for the cytotoxic and antitumour action of pla-
tinum compounds. Whether this possible antitumour
activity is associated with nephrotoxicity is not known.
The present study examined the effects of minimal the-
rapeutic dosage (0.18 mg/kg/week) and treguency of
cisplatin administration (6 weeks) on kidney tissue and
the status of spermatogenesis in male rats. In our work,
cisplatin treatment induced proximal tubular changes
and moderate distal tubular damage. These lesions
progressively worsened on the long time period. The
results showed cisplatin to have a cytotoxic effect on
spermatogenic cells especially spermatids but does not
result in total killing of stem cells so we considered that
the effects of the cisplatin in low doses are reversible in
testes and kidney.
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Kemoterapotik ajanlar cesitli kanser tiplerinin teda-
visinde kullaniimaktadir. Bunlarin toksisiteleri ve tasi-
chiklari minor riskler tedavide gosterdikleri potansiyel
yararhhk dastuntldiginde siklikla goz ardi edilir. Ce-
sitli organ ve sistemlere olan toksisiteleri yaninda risk-
lerden biri Greme yasindaki bireylerin over veya testis
hasarina bagli olarak tireme yeteneklerinin kaybedil-
mesidir. Ozellikle testis hiicreleri mitotik, mayotik
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morfojenik cesitli stireglere girdiklerinden kemotera-
potik ajanlar tarafindan hedef olarak segilir, bu ytizden
de kolayca hasarlanirlar.

Kemoterapotik ajanlar alkilleyiciler, antimetabolit-
ler, mitotik inhibitorler, antibiyotikler, enzimler, hor-
monlar ve hormon antagonistleri gibi cesitli kategori-
lere ayrildiklarindan, bunlarin genel etki mekanizma-
larinin benzerliginden s6z etmek dogru olmaz.
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Bu calismada ele aldigimiz cisplatin yapisi baki-
mindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen or-
ganik platin tiirevi bir ilactir. Hiicre siklusuna 6zgi de-
gildir ve DNA cift zincirinde ¢apraz baglanma yapar
(1). Solid karsinomalarin tedavisinde kullanilir. Ozel-
likle testis, over, mesane karsinomalari cisplatin teme-
line dayanan kemoterapiye duyarlidir. Buna karsin
nefrotoksisite, norotoksisite, gastrointestinal irritabilite
gibi yan etkilerinin yaninda azospermi, oligospermi ve
infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (1,2).

Guntmuzde kullanilan tedavi semalari ¢ok ilagli-
dir. Bu nedenle tek basina cisplatinin bobrek ve testis
dokusuna olan etkisini belirlemek zor oldugundan,
deneysel olarak sicanlarda olusturdugu morfolojik de-
gisikliklerin stire iliskisi temelinde histopatolojik ola-
rak aydinlatilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada 16 adet Wistar tipi eriskin erkek si-
can kullanilmistir. Hayvanlarin 4 tanesi kontrol grubu
olarak ayrilmis, digerleri 6’sarli 2 deney grubuna ayri-
larak mutad insan dozunda (0.18 mg/kg) cisplatin i.v
olarak kuyruk veninden haftada bir kez enjekte edil-
mistir. ilacin erken ve gec donem doku tizerine etkisi-
ni arastirmak amaciyla 2. ve 6. haftada ilag verilmesi-
ni takiben 1 hafta sonra siganlar ketamin anestezisi al-
tinda sakrifiye edilerek bobrek ve testisleri ¢ikarilmis-
tir. Cikarillan 6rnekler 1sik mikroskobu takibi icin Bo-
uin soltisyonunda tesbit edilip parafin bloklara gomiil-
mistiir. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin, PAS,
Masson trikrom ve Mallory Azan boyalariyla incelen-
mistir. ilerde yapilmasi planlanan elektron mikrosko-
bu incelemeleri icin alinan dokular ise fosfat tampon-
lu %2.5 gluteraldehitle tesbit edilip yari ince kesitleri
Toluidin mavisi-Azur Il ile boyanmustir. Isik mikrosko-
bu incelemeleri Axioskope fotomikroskobu altinda ya-
pilmistir.

Istk mikroskobu incelemelerinde testiste tubuli se-
miniferi kontorti duvarinda spermatogenezin deger-
lendirilmesi Johnsen kriterlerine gore yapilmustir (3).

Johnsen Kriterleri

10 Germ epiteli cok tabakali, agik santral liimen, cok
miktarda spermatozoon,

9 Germ epiteli cok tabakal ancak disorganize, limen-
deki epitel hiicreleri spermatozoonlarla karismis,

8 Germ epiteli ¢ok tabakali, limende 10’dan daha
az spermatozoon,

7 Cok miktarda spermatid, ancak hi¢ spermatozoon
yok,

6 Hic spermatazoon yok, spermatid sayisi 10’dan
daha az,

5 Bir kag tane spermatosit, spermatid veya spermato-
zoon yok,

4 Spermatozoon ve spermatid hi¢ yok, spermatosit
sayisi 5'den az,

3 Sadece bir ka¢ spermatogonyum,
Bir kag sertoli hticresi, germ hiicresi hig yok,

1 Seminifer tiibiilde hig hiicre yok,

Bu puanlama sistemine gore incelenen tubuli se-
miniferi kontorti kesitlerine verilen puanlarin toplami,
sayilan tiibil sayisina boltinerek ortalama puan hesap-
lanmustir.

BULGULAR

Bobrekler

Kontrol grubunda bébreklerde korteks ve medullar
bolgelere ait olusumlar normal olarak izlendi (Sekil 1).
2. haftadan baglamak tizere 6. haftada daha belirgin
diizeyde histopatolojik degisiklikler 6zellikle korteks
ve dis medulla sinirindaki bolgede gortildi. Proksimal
ve distal tiiplerin uzunlamasina kesitlerinde Itimen ge-
nislemesi dikkat gekti (Sekil 2).

6. haftada proksimal tiip epitel hiicrelerinin sitop-
lazmasinda belirgin vakuolizasyon izlendi. Buna kar-
sin distal tiiplerde vakuolizasyon goriilmedi. Daha ile-
ri biytiltmelerde proksimal tiiplerde sitoplazma icinde

Sekil 1. Kontrol grubunun bobrek dokusuna ait mikrografta
korteks-medulla bolgesinde glomeriiller, proksimal ve
distal tiip epitelleri olagan olarak izlenmektedir (X50
H.E).
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Sekil 2. 2. Haftaya ait mikrografta proksimal ve distal tiiplerin
uzunlamasina kesitlerinde liimen genislemesi, distal
tip kesitlerinde hiicresel kayip yaninda bazi hiicrelerin
<ubbe seklinde (4) limene kabariklik yaptigi goriil-
nektedir (X250 H.E).

sekonder lizozomlara karsihk geldigi dustintilen koyu
grantler yapilar izlendi (Sekil 3). Hiicrelerin apikal yii-
zlinde stireyle artan oranda yer yer fircamsi kenar fark-
lasmasinin bozuldugu dikkat cekti (Sekil 3,4), bunun
yaninda yer yer sitoplazma igeriginin liimene bosaldi-
g1 gortldi (Sekil 4). Distal tiip kesitlerinde de hiicresel
kayip yaninda bazi hiicrelerin kubbe seklini alarak |-
mene kabariklik yaptigi belirlendi (Sekil 2). Proksimal
tip epiteli htcrelerinde cekirdekte piknoz gorildii
(Sekil 5). Ara dokuda vaskiiler dilatasyon (Sekil 3) ve
fibrozis izlendi . Glomertller hasar tesbit edilmedi.

Sekil 3. Proksimal tiip epitel hiicrelerinde sitoplazmada vaku-
olizasyon (4) ve koyu graniiler yapilar izlenmektedir.
Hiicrelerin apikal ytiztinde yer yer fircamsi kenar fark-
lasmasinin bozuldugu, ara dokuda kilcal damarlarda
(K) genislemenin oldugu dikkat ¢cekmektedir (x250 To-
luidin mavisi — Azur I1).

Sekil 4. 6. Haftaya ait mikrografta proksimal tiip hiicrelerinde
fircamsi kenar kaybi (1) ve yer yer hiicre sitoplazma
iceriginin limene bosaldigi dikkat cekmektedir (4).
(x250 Masson trikrom).

Testisler

Tubuli seminiferi kontorti duvarinda spermatoge-
nez Johnsen kriterlerine gore degerlendirildi. Kontrol
grubuna ait orneklerde ortalama deger 9.10 olarak bu-
lunurken, deney grubuna ait orneklerde 2. hafta-
da=7,30 , 6. haftada= 6,00 olarak bulundu.

Tubuli seminiferi kontorti kesitlerinde santral i-
menler kontrol gruplarina ait orneklerde agik iken (Se-
kil 6) deney grubuna ait 6rneklerde stireyle iliskili ola-
rak artan oranda kapali olarak bulundu (Sekil 7).

Tubuli seminiferi kontorti duvarlarinda 2. haftadan
baslayarak 6. haftada daha belirgin olmak tizere bazal
membranda kalinlasma, germ hicrelerinde siralanma
bozuklugu, ozellikle 6. haftada epitelin derinlerine

Sekil 5. 6. Haftaya ait mikrografta bazi proksimal tiip hiicrele-
rinin cekirdeklerinde piknoz goriilmektedir (4) ( x250
Mallory Azan).
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Sekil 6. Kontrol grubuna ait mikrografta seminifer tiip kesitleri
limenleri acik ve ara doku normal olarak izlenmekte-
dir (x50 H.E).

yerlesim gosteren spermatozoonlar dikkat cekti. Kont-
rol grubuna ait kesitlerde biitiin spermatidlerin akro-
zom vezikiilleri bazal duruslu iken cisplatin enjeksi-
yonunu takiben spermatidlerde akrozom vezikiili yer-
lesiminin bozuldugu gorildi (Sekil 8).

Stireyle artan oranda Sertoli hiicreleri ve spermato-
gonyumlarin bazal membrandan ayrildigi, tim epitel
duvari boyunca hiicreler arasi mesafenin arttigi, B
spermatogonyum cekirdeklerinde koyulasma; ltimene
yakin hticrelerde, ozellikle spermatidlerde kromatin
yogunlasmasi, parcalanmasi, sitoplazmada vakuoli-
zasyonla tanimlanan apopitozisle hiicre 6limii ve lii-
mene dokilmiis apopitotik hiicreler gorildii. A sper-

Sekil 7. 6.haftaya ait mikrografta seminifer tiip kesitinde liimen
kapali, spermatozoonlar epitelin derininde yerlesik
olarak goriilmektedir ( x100 H.E).

Sekil 8. 6.haftaya ait mikrografta bazal membranda kalinlas-
ma (B), germ hiicrelerinde bozulmus hiicre sira dizili-
mi ve epitelin derinlerine yerlesmis spermatozoonlar
(S) izlenmektedir. Spermatidlerde akrozom vezikiilti
(1) yerlesiminin bozuldugu dikkat cekmektedir (x250
PAS).

matogonyumlarin cisplatin enjeksiyonundan etkilen-
medigi dikkati cekti (Sekil 9,10,11). .

Sertoli hticrelerinde cekirdek ve sitoplazmada bi-
ziisme izlendi (Sekil 10).

TARTISMA

Kemoterapi protokollerinde ki son gelismeler iler-
lemis evrelerde bile bazi kanserlerde hastalarin yagam
stirelerini arttirmaktadir. Ozellikle son yillarda testis
timorlerine uygulanan tedavi %90"in tzerinde 5 yillik

Sekil 9. 6. haftaya ait mikrografta B spermatogonyumlarin (1)
bazal membrandan ayrildigi ve cekirdeklerinde koyu-
lasma oldugu goriilmektedir. Epitel hiicreleri arasinda-
ki mesafenin acildigi ve liimene yakin spermatidlerde
(4) apopitotik degisiklikler izlenmektedir (x250 Mas-
son trikrom).
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Sekil 10.6.haftaya ait mikrografta Sertoli hiicrelerinde cekirdek-
te biizisme (4), B spermatogonyum (1) cekirdeklerin-
de koyulasma goriilmektedir ( x250 H.E).

yasam oranini arttirarak prognozun diizelmesine yol
acmistir. Ancak bu hastalarin buiyiik cogunlugunun
treme yasinda olmasi kanser tedavisinin fertilite ize-
rine olan etkisini ve énemini arttirmaktadir. Bunun ya-
ninda kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin hedef or-
gan disinda diger organ ve sistemlere de toksik etkile-
ri bulunmaktadir. Bu ¢alismada yaygin olarak kemote-
rapi protokollerinde kullanilan cisplatinin bobrek ve
testisler tizerinde olusturdugu morfolojik degisiklikleri
degerlendirdik.

Bobrekler

Cahsmamizda histopatolojik degisikliklerin 6zel-
likle korteks medulla sinirindaki bélgede belirgin ol-
mak tzere kortekse uzandigini ve bulgularin 2. hafta-

Sekil 11.6.haftaya ait mikrografta spermatidlerde sitoplazmada
vakuolizasyon ve apopitozisle hiicre 6liimii izlenmek-
tedir ( x100 Toluidin mavisi-Azur I1).

dan baslamak tizere 6. haftada daha belirginlestigini
saptadik. Diger ¢calismalarda morfolojik degisikliklerin
ozellikle medullada yogunlastigi, bobrek medullasi
proksimal tiiplerinde S, fokal tiibiler nekroz varhg
belirtilmistir (4,5). Bizim calismamizda sadece pik-
nozla karakterize cekirdek oltiimii tesbit edilmis, daha
ileri asamadaki nekroz ve inflamasyon izlenmemistir.
Bu da verdigimiz cisplatin dozunun distik tutulmasi-
na baglanmistir. Calismamizda etkilenen bolge daha
cok jukstamedullar nefronlarin proksimal tiiplerinin
kortekste bulunan S, bélgesi ve medulla dis bolgesi
olarak dikkat cekmistir.

Yapilan bir calismada tek ve yiiksek doz cisplatin
enjeksiyonundan 12 saat sonra 6zellikle kortiko me-
duller proksimal epitel hiicrelerinde cekirdekteki DNA
sentezinin baskilandigi ve kromatin kiimelesmesi ile
cekirdekte parcalanma oldugu bildirilmistir. Erken
morfolojik degisiklikler ve biyokimyasal bulgular bob-
rekte tiibtilts hiicrelerinde ilk etkilenen organelin ce-
kirdek oldugunu gostermektedir. Cisplatin enjeksiyo-
nundan 72 saat sonra ¢ekirdekte DNA sentezinin hiz-
lanmasi ise renal tubdler hiicrelerinde rejenerasyonun
gostergesidir (6). Dahasi elektron mikroskobu calisma-
larinda tubiiler bazal membran duplikasyonunun var-
g da rejeneratif siirecin bagladigi yoniinde bir isaret
olarak degerlendirilmistir (7). Bu cahsmada ilag uygu-
lamasi diistik dozda uzun streli verildiginden epitelde
dokiilme tesbit edilmis ancak rejenerasyon izlenme-
mistir.

Cisplatin baslica bobrekler tarafindan ekskrete edi-
lir. Viicuda verilen cisplatinin %50’si ilk 24 saat icin-
de idrardan serbest olarak atilirken bundan sonra cisp-
latin hizla plazma proteinlerine baglanarak dokularda
birikir. Bobrek diger organlara gore ¢ok daha buyiik
bir oranda cisplatini tutar (8). Calismamizda da prok-
simal tiip epitel hiicrelerinde saptadigimiz graniiler
gortiniimi artmis lizozomlar olarak degerlendirdik. Li-
zozomlardaki bu hem biytklik hem de sayica artis
cisplatinin bobrekte 6zellikle proksimal tiplerde geri
emilerek tutuldugunu gostermektedir.

Cisplatin uygulamasini takiben mitokondriyonlar-
da sisme ve fonksiyon bozuklugunun ilk gozlenen
bulgularindan biri oldugu belirtilmistir (8). Bunun so-
nucunda tubdler transportun degismesine bagli poly-
tri, NaCl, K ve Mg kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Calisma-
mizda gozledigimiz proksimal tip epitel hiicre sitop-
lazmasi icindeki vakuoller K* eksikligine bagl gelisen
hipokalemik nefrozis bulgularini akla getirmektedir.
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Cisplatinin neden oldugu nefrotoksisitenin meka-
nizmasi hentiz agiklanamamistir. Cisplatin ile olusan
bobrek hasarinda, kapiller permeabilite artisina ve va-
zodilatasyona yol acan mediator ajanlarinin rolti tize-
rinde durulmaktadir. Bizim calismamizda da vazodi-
latasyon bulgulari izlenmistir. Ancak cisplatinin esas
etkisinin DNA sentezi inhibisyonu oldugu ve bu sekil-
de nefrotoksisite tizerinde patojenik nemi oldugu d-
stintilmektedir (5,6). Calismamizda bu etkinin dustik
dozda kuvvetli olmadigini ve ilag kesildiginde geri do-
nebilir oldugunu gordiik.

Testisler

Calismamizda cisplatinin testislerdeki spermatoje-
nik aktivite ve fertilite tizerine etkisini belirlemek icin
Johnsen’in puanlama sistemini kullandik (3). Buna go-
re alti hafta boyunca haftada tek doz cisplatin alan
grupta ortalama puan en duistik olarak bulundu. Orta-
lama puandaki bu azalma spermatogenez ve spermi-
yogenezin bozulmasi lehine degerlendirildi. Siireyle
iliskili olarak artan oranda tubuli seminiferi kontorti
kesitlerinde santral limenler kapah olarak bulundu.
6.haftada en fazla olmak tizere bazal membranda ka-
linlasma, germ hicrelerinde siralanma bozuklugu,
spermatidlerin akrozom vezikillerinde yerlesimin bo-
zuldugu, derinlere yerlesen spermatazoonlar infertilite
yontinden dikkat ¢ekti. Bu bulgular sonucunda ilacin
germ hticrelerinde diferansiyasyon bozuklugu, apop-
tozisle hiicre 6limiinin indtklenmesi ve ilagdan 6n-
ce farklanmis hiicrelerde ltimene verilis bozuklugu ya-
ratig dustnaldd.

Klinikte yapilan genis caplh retrospektif calismalar
cisplatinin kok hticreler tizerinde total oldurticii etki
gostermedigine isaret etmektedir. Cisplatinin B sper-
matogonyumlari ve liimene komsu bolgede germ hiic-
relerini etkiledigi bildirilmistir (2,9,10). Bu sonug cis-
platinin limene kadar girebilme yetenegine bagl di-
rek ilag etkisi olabilecegi gibi ilacin Sertoli hiicreleri-
ne verdigi zarara bagh sekonder bir etki de olabilir.
Spermatogenez Sertoli hiicreleri tarafindan diizenlen-
mekde ve desteklenmektedir. Sertoli hicrelerinin
onemli islevlerinden biri de, germ htcrelerinin fark-

lanmas! icin tiibil icinde mikrogevrenin stabilitesini
saglayan kan-testis bariyerini olusturmaktir . Yapilan
bir calismada cisplatinin Sertoli hiicrelerinin arasinda
bulunan zonula okludens tipi baglanti komplekslerini
etkiledigi gosterilmistir. Bunun anlami cisplatinin kan-
testis bariyerini bozmasidir (2). Bizim calismamizda
da Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde biiztisme ile
yildiz bicimini aldiklari ve temasta olduklari komsu
hiicrelerden ayrildiklari goriilmus hiicreler arasi mesa-
fenin artisi ve hiicrelerin bazal membrandan ayrilma-
si tesbit edilmistir. B spermatogonyumlar ve sperma-
tidlerde apopitozisle hiicre 6limu belirlenmistir. Sper-
matidlerde gozlenen apopitoz bulgular, ilacin Sertoli
hiicrelerini etkilemesi ve kan - testis bariyerini gegme-
si sonucuna baglanmistir.

Cisplatinin toksik dozda kullanildigi bir ¢alismada
olusan testis hasarinin kisa donemde énemli oldugu,
A spermatogonyumlarin B’ye farklanma stiresi olan
29. glinde ve germ epitelinin spermatogenetik siklus
stiresi olan 56. giinlerde yapilan Johnsen puanlama-
sinda degerlerin yikseldigi gosterilmistir (10). Fertilite-
nin geri dontsh yeterli sayida hayatta kalmis kok htic-
relerine baglidir. Bizim ¢alismamizda da A spermoto-
gonyumlarinin cisplatinden etkilenmedigi gortilmus-
tiir. Bunlarin tekrar cogalip differansiye spermotojenik
hiicreleri olusturmasi cisplatinin testis dokusuna etki-
sinin geri donebilir oldugunu gostermektedir.

SONUC

Bu calismanin sonucunda hiicre siklusuna 6zgti ol-
maksizin DNA sentezini baskilayarak sitotoksik etki
gosteren cisplatinin mutad insan tedavi dozunda his-
topatolojik olarak bobreklerde baslica korteks - dis
medulla bolgesindeki proksimal tiip epitelini, daha az
oranda distal tiipleri etkiledigi gortildii. Ancak 6zellik-
le proksimal tiip epitelinden beklenen rejenerasyon
yetenegi nedeniyle hasarin kalici olmadigi; cisplatinin
testisler Gizerindeki etkisinin ise B spermatogonyumlar
ve spermatidler tizerinde yogunlastigi, A spermato-
gonyumlarin saglam gorinmesi nedeniyle bunlarin
daha sonra mitozlarla ¢ogalacaklari dustintlerek ila-
cin etkisinin geri dontstimli oldugu sonucuna varild.
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