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OZET

Amag: Varikoselin neden oldugu hipertermi/hipoksi durumlarinda ROS ve NO
diizeylerinin artmasi sonucu adezyon molekiillerinde degisiklikler meydana geldigi
bilinmektedir. Bu durumun Sertoli hiicresinin iskeletini ve spermatogenezi etkiledigi
diistiniilmektedir. Calismamizda ise; kan-testis bariyerinde ve spermiyasyonda onemli
gorevleri oldugu bilinen polarite proteinlerinin (Vangl2, Par6, Scribble) ve iliskili
adezyon molekiillerinin (F-aktin, N-kaderin, ZO-1) ekspresyonlar1 {izerine varikoselin

etkisinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Yontem: Calisma, 42 adet Wistar irki, erkek sican ile yiiriitiildii. Sigcanlar, rastgele {i¢
ayrt gruba [Kontrol (n:14); Sham(n:14) ve Varikosel(n:14)] ayrildi. Deney modeli
olusturulmasindan 13 hafta sonra, testis dokular1 alinarak rutin histolojik parametreler
icin doku takibine alind1 ve Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Vangl2, Par6, Scribble, F-
aktin, N-kaderin ve ZO-1 Western Blot ve Immunfloresan ile degerlendirildi. Deneysel

modeli dogrulamak adina, western blot ile INOS ve aktif Kaspaz-3’incelendi.

Bulgular: Yapmis oldugumuz analizler sonucunda, varikosel grubunda, seminifer tiibiil
dejenerasyonunun énemli dlgiide arttign goriildii. Ayrica, INOS ve aktif Kaspaz 3’iin
ekspresyonunda anlamli bir artis (p<0,05), Vangl2, Scribble, ZO-1 ve N-kaderinin ise
kontrol grubuna oranla belirgin miktarda azaldiklar1 saptandi (p<0,05). Par 6 ve F-
aktinde ise anlaml1 bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05).

Sonu¢: Sonu¢ olarak varikosel, testislerde ektoplazmik Ozellesmelerin yap1 ve
fonksiyonunun bozulmasina neden oldu. Bulgularimiz, fizyolojik olarak kontrol
edilemeyecek kadar artan NO seviyelerinin, polarite proteinleri ile iliskili adezyon
molekiillerinin iletisiminde hakimiyet kurarak hem kan-testis bariyerinde hem de
spermiyasyon mekanizmasinda aksakliklara neden oldugunu gosterdi. Bu agidan tez
calismamiz, varikoselin erkek infertilitesi lizerindeki patolojik mekanizmalarini anlamak

adina onemli kanitlar sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: testis, varikosel, oksidatif stres, Sertoli hiicresi, polarite



ABSTRACT

Objective: Changes in adhesion molecules are known to occur as a result of an increase
in ROS and NO levels in hyperthermia/hypoxia conditions caused by varicocele. This
change is thought to affect the structure of the Sertoli cell and spermatogenesis. In our
study; it was aimed to investigate the effect of varicocele on the expressions of polarity
proteins (Vangl2, Par6, Scribble) and related adhesion molecules (F-actin, N-cadherin,
Z0O-1), which are known to have important roles in the blood testicular barrier and

spermiation.

Method: The study was carried out with 42 male Wistar rats obtained. The rats were
randomly divided into three groups as control, sham and varicocele. Thirteen weeks
after the experimental model was created, testicular tissues were taken and processed for
histological evaluation and stained with Hematoxylin-Eosin. Vangl2, Par6, Scribble, F-
actin, N-cadherin and ZO-1 were examined by Western Blot and Immunofluorescence.
In addition to these proteins, Western blot analysis of iNOS and cleaved Caspase-3 was

used to corroborate the experimental model.

Results: According to the data, the degradation of the seminiferous tubule was
dramatically higher in the varicocele group. In addition, there was a significant increase
in the expression of iNOS and activeCaspase3(p<0.05), while Vangl2, Scribble, ZO-1
and N-cadherin were significantly decreased compared to the control group(p<0.05).

Par6 and F-actin showed no significant change(p>0,05).

Conclusion: As a result, varicocele caused damage on the structure and disfunction of
ectoplasmic specializations in the testes. Our findings showed that physiologically an
uncontrollable increase in NO levels dominate the communication between polarity
proteins and adhesion molecules associated with these proteins, causing disruptions in
both the BTB and the spermiation. In this context, our study provides important

evidence to understand the pathological mechanisms of varicocele on male infertility.

Key words: testis, varicocele, oxidative stress, Sertoli cell, polarity
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1.GIRiS

1.1.Hipotez ve Amac¢

Diinya Saglik Orgiitii’niin resmi istatistiklerine gore en az 48 milyon ciftin ve 186
milyon kisinin infertilite sorunu yasadig bildirilmistir. Varikosel, erkek infertilitesinin
onde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir ve tiim erkeklerin yaklasik %15 ila
%?20'sinde goriiliir, ancak infertil erkeklerin yaklasik %40'inda bulunur (Leslie ve ark.,

2022; K. Wang ve ark., 2022).

Pampiniform pleksus i¢indeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu olarak bilinen
varikoselin (Noske ve Weidner, 1999) etiyolojisinin tam olarak aydinlatilamadig gibi;
bu hastaligin infertiliteyle de iligkilisi net bir sekilde ortaya konulamamustir. Birkag teori
olmasina ragmen, bir varikoselin sperm tiretimini, yapisini ve islevini nasil bozdugu tam

olarak acgik degildir.

Varikoselde vendz reflii veya staz sonucu damar genislemesiyle ortaya ¢ikan hipertermi,
testikiiler serbest oksijen radikallerinin (SOR) artisina sebep olur. Hipertermi/hipoksi
kaynakli SOR artis1 testikiiler oksidatif stresi artirir (Ahmet Karakeci 2019). Varikosel
sonucu, vendz duvarlar lizerindeki artan basing reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive
Oxygen Species; ROS) salinimina neden olur. Oksidatif stres beraberinde agiga ¢ikan
reaktif oksijen tiirleri (ROS), varikosel seyri boyunca 6nemli bir patojenik faktor olarak
gosterilmektedir ve ¢ok cesitli patofizyolojik siirecler iizerinden testikiiler ve epididimal
bozukluklara sebep olabilir. Yiiksek ROS seviyeleri, yalnizca lipid peroksidasyonu veya
DNA hasar1 yoluyla degil, ayn1 zamanda spermatogenezdeki enzimleri ve proteinleri

etkisiz hale getirerek de infertiliteye yol agabilir (K. Wang ve ark., 2022).

Soyle ki; ROS, hiicre zarinda birtakim bozukluklara sebep oldugundan, kaderin ve
katenin gibi transmembran proteinlerin, ROS'a daha duyarli oldugu sdylenebilir. Ek
olarak, =~ ROS’un spermatositlerin ara baglantilarin1 (Zonula adherens; Adherens
junction; AlJ) bozarak, Sertoli hiicreleri ile preleptoten / leptoten asamasindaki

spermatositler arasinda tutunma giicliigline neden olarak infertiliteye sebep olabilecegi

1



vurgulanmistir (Ha ve ark., 2011). Bu alanda yapilan bir¢ok calismada, varikoselin
seminifer epitel lizerindeki etkileri heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte literatiirde,
ozellikle Sertoli hiicrelerine 6zgii baglanti komplekslerine etkisini inceleyen arastirmalar
siirli sayida olup, polarite proteinlerindeki etkisini inceleyen herhangi bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Sunulan tez ¢alismamizda, varikoselin, artan ROS ve apoptoz ile iliskisi hakkindaki
mevcut verilerden yola c¢ikarak, varikosel ile birlikte Sertoli hiicresinin kompleks
yapisinda ve spermatogez siirecinde meydana gelen degisimleri ortaya koymak adina;
Erigkin sican testisinde, gerek kan-testis bariyerinde gerekse spermiyasyonda onemli
gorevleri oldugu bilinen polarite proteinleri ve iligkili olduklar1 adezyon molekiillerinin
ekspresyonlari iizerinde varikosel etkisinin Western Blot ve iImmunfloresan yontemleri

ile incelenmesi amaglanmistir.

Tiim bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizin hipotezi; “Eriskin sican testis dokusunda varligi
bilinen PAR6, Scribble ve Vangl2 gibi polarite proteinlerinin ve iligkili olduklar1 F-
Aktin, Zonula okludens-1 ve N-kaderin gibi adezyon molekiilerinin ekspresyonlari,
varikosel sonucu degiserek spermatogenez mekanizmasmi etkiler.” seklinde

kurulmustur.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Testis Histolojisi

Ekstraabdominal bolgede, skrotum igerisinde yer alan testislerin temel gorevleri iireme
hiicresini (sperm) ve cinsiyet hormonlarini (androjenler) iiretmektir. Yapisal olarak
bakildiginda, ilk olarak, skrotumu i¢ kismint déseyen, peritondan gelismis serdz bir kese
olan tunika vajinalis bulunmaktadir. Hemen altinda bulunan tunica albuginea ise, i¢ ice
geemis kollajen ve diiz kas demetlerinden olusan fibroz bir kapsiil olarak testisi
sarmaktadir. Mediastinum testis, testisi yaklagik 250-400 lobiile bolen c¢ok sayida
septanin  (trabekiil - septula testis) ortaya ¢iktig1 tunica albugineanin bir
invajinasyonudur (Liguori ve ark., 2011). Her bir lobiilde 1-4 arasi seminifer tiibiil ve
Leydig hiicrelerini i¢eren bag dokusu bulunur (Mescher, 2018). Bir testiste yaklagik 250-
1000 arast seminifer tiibiil bulunur ve her tibiil 150-250 um c¢apinda, 70 cm
uzunlugundadir. iki ucu U seklinde olan tiibiiller rete testise agilir. Mediastinum
icerisinde, anastomozlasan kanallar sistemi olarak bilinen rete testiste seminifer epitelin
driinleri olan sperm, salgisal proteinler-iyonlar toplanir. Seminifer tiibiil, en distan
cevreleyen tunika propriya, bazal membran ve ¢ok katli, kompleks bir epitelden
olusmaktadir. Tunika propriyaya ait, bazal laminaya yapisik olan katmanda diiz kas
karakterinde, yassi sekilli miyoid hiicreler bulunur. Bu hiicreler ritmik kasilarak
hareketsiz spermleri rete tesitise ulagtirir. Spermler daha sonra motilite 6zelliklerini

kazanmak tizere epididimise geger (Kierszenbaum, 2006).

Epitel ise testise 6zgii olarak, seminifer veya germinal epitel olarak isimlendirilmektedir.
Seminifer epitel iki belirgin hiicre popiilasyonun olusturdugu siradist bir dizilime
sahiptir; 1) Somatik — Sertoli hiicreleri, 2) Germ hiicreleri (Spermatogonya, Spermatosit,

Spermatid).

Tiibiillerin disinda kalan intertubiibiiler bosluk veya intersitisyel doku olarak
adlandirilan alanda; kan damarlari, lenfatik kanallari, makrofajlar ve Leydig hiicreleri
bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006; Mescher, 2018). Intertubuler boslukta kilcal

damarlar1 ¢evrelerinde kiimeler halinde bulunan Leydig hiicreleri, testesteronu



iiretiminden ve salgilanmasindan sorumludur. Testesteron, hipofiz-testis eksenini aktive
ederek spermatogenezin baslatilmasinda ve stirdiiriilmesinde énemli rol oynar (Suede ve

ark., 2022). Testise ait histolojik yapilar sekil.2.1°de gosterilmistir.

Tunica albuginea Rete testis Lobulus testis " \ .
A Lobulus testis B Epididimis

Peritiibiiler Doku
Lamina Propriya
Spermatogonyum
Primer Spermatosit
P U,();.f — 3 fg;*‘ 7 Immatur Spermatosit
4 }Tcgy"/
VoY i Matur Spermatosit

Sekil 2.1. Testis genel histolojik yapilar1 (A) Insan testisinin enine kesitinin ¢izimi. x 2.5. (B) Insan
testisindeki seminifer tiibiillerin ve epididimisin kanal sisteminin diizenlenmesi. Yar1 sematik ¢izim. (C)
32 yagindaki fertil bir erkegin seminifer tiibiiliiniin kesit ¢izimi. X300 (Holstein ve ark., 2003).



2.2.Testisin Fonksiyonel Organizasyonu

Testisler erkek gametlerini ve erkek cinsiyet hormonlarin1 (androjenler) {iretir.
Spermatogenez terimi, gamet iiretiminde yer alan tiim siiregleri tanimlar ve icerir, bunun
yaninda steroidogenez ise, erkek steroid hormonlarmin iiretimine yol acan enzimatik
reaksiyonlar1 ifade eder. Spermatogenez ve steroidogenez morfolojik ve fonksiyonel
olarak birbirinden ayirt edilebilen iki farkli kompartmanda gergeklesir. Sirasiyla
seminifer tiibilillerde ve interstisyel alanlarda gergeklesen bu iki temel mekanizma,

anatomik olarak ayr1 olmasina ragmen birbirleriyle yakindan baglantilidir.

Kantitatif ve kalitatif olarak normal bir sperm iiretimi i¢in her iki mekanizmanin
biitiinliigli gereklidir. Testisin islevi ve dolayisiyla kompartmanlarin iglevi hipotalamus
ve hipofiz bezi tarafindan yonetilir (endokrin diizenleme). Bu endokrin etkilere testis
seviyesinde yerel kontrol mekanizmalar1 aracilik ederek parakrin ve otokrin faktorler

tarafindan modiile edilir (Nieschlag ve ark., 2010).

2.3.Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicrelerin boliinmesiyle baslar ve olgun sperm
olusumuyla sona erer. Spermatogenez sirasinda germ hiicrelerin gecirdigi tiim

spermatojenik siire¢ dort agamaya ayrilabilir (Sekil.2.2):

1. Diploid germ hiicrelerinin (spermatogonia) mitotik proliferasyonu ve
farklilagmasi (spermatogoniogenesis)

2. Tetraploid germ hiicrelerinin mayotik boliinmesi (spermato-haploid germ
hiicreleri (spermatidler) ile sonuglanan

3. Spermatidlerin testikiiler sperme doniigiimii (spermiyogenez)

4. Spermin germinal epitelden tiibiiler limene salinmasi (spermiasyon) (Nieschlag

ve ark., 2010).
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Sekil 2.2. Spermatogenez Semasi (C. Y. Cheng ve Mruk, 2010a)

Yukarida bahsedilen asamalarin herhangi birinde, tiim siirecin basarisiz olmasina neden
olabilecek fonksiyonel anormallikler meydana gelebilir. Bu anormallikler kusurlu veya
azalmis sperm tiretimine yol agabilir. Daha siddetli kosullarda, spermatozoanin tamamen
yoklugu ile sonuglanarak infertiliteye yol agabilir. Testis kendi igerisinde kompleks bir
histoloji ve fizyolojiye sahiptir. Bu karmagsik mekanizmay1 daha iyi anlamak igin,
kemirgenler ve primatlar {izerinde tamamlanan deneysel calismalar olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Ozellikle siganlar igin, spermatogenezin tiim siiregleri evreleriyle beraber

asagida ayrintili bir sekilde anlatilmistir.
2.3.1. Sicanlara Ozgii Seminifer Epitelin Evrelendirilmesi

Senkronize spermatogenez siireci, germ hiicrelerinin seminifer epitel icerisinde
ilerlemesine veya degismesine olanak saglar. Germ hiicreleri, spermatogenik diziyi

olusturuken gelisimlerinin farkli agsamalarinda, birbirleri ve Sertoli hiicreleri ile birlikte
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epitel icerisinde evreye-6zgili bir dagilim gosterirler. Evreler, spermatidlerin akrozomik
ozelliklerine odaklanarak (Sekil 2.3.), seminifer tiibiiliin enine kesitlerinde histolojik

olarak incelenmeler ile tanimlanir (Sekil 2.4.) (R. Hess, 1998).

Rat

OBC)BBR

Stages | Il I v Vv vi VIIL VI X X X X XM XV

Sekil 2.3. Sicanlarda spermiyogenezde basamak 1°den 19’a kadar olan spermatidler; Basamak 1-7
arasinda, Golgi tarafindan salgilanan, glikoproteince zengin proakrozomik graniiller yavas yavasg
¢ekirdegin yiizeyinde birlesmesiyle tek katli bir zar seklinde akrozom basligini olusturmaya baslarlar.
Cekirdek hizla elongoid hale geldik¢e, kromatin kondense olur ve spermin bas bolgesi orak seklini alir
(Basamak 9-14). Spermiyogenezin son asamalarinda (basamak 15-19), fazlalik sitoplazma (rezidiiel
cisimcik) atilir ve Sertoli hiicresi tarafindan fagosite edilir. Bdylece basamak 19 spermatid olusur
(Haschek, 2013).

Yetiskin si¢an testislerinde, seminifer epitel dongiisii 14 evreye boliinebilir (farelerde 12
evre ve insanlarda 6 evre) (De Kretser ve Kerr, 1994). Sekil 2.3.2.’te gosterildigi gibi
seminifer epiteldeki bu evreler (Leblond ve Clermont, 1952; Parvinen, 1982; C. Y.
Cheng ve Sun, 2008); Sertoli hiicreleri ile gelismekte olan spermatidler arasindaki

benzersiz iligki ile karakterize edilir (Wong ve Cheng, 2009).

Spermatogenezisin  baslangic asamasinda, bazal laminanin hemen yakininda
konumlanan iki tip spermatogonyal hiicre tipi bulunur; 1) Tip A (insan testisinde A koyu
ve A agik), 2) Tip B Spermatagonyum (Kierszenbaum, 2006). Tip A spermatogonyal
kok hiicrelerden bazilar1 tip B spermatogonyaya doniismek i¢in mitoz gegirirler. Bu

siirece ait mekanizma(lar) tam olarak tanimlanmamis olsa da hangi tip B
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spermatogonyumlarin primer spermatositlere farklilasacagina onceden karar verildigi
diisiiniilmektedir (Wong ve Cheng, 2009). Bunlar, hiicre dongiisiinii ilerleterek
preleptoten spermatositlere farklilasacak olan germ hiicreleridir (Sekil.2). Daha sonra,
preleptoten spermatositler, leptoten ve zigoten spermatositlere farklilagirken epitel
dongiistiniin  VIII-IX evrelerinde Kan-Testis Bariyerini (KTB) ge¢cmeye baglarlar
(Russell, 1977).

Bu olaylarla es zamanli olarak, KTB'deki primer spermatositlerin gegisi sirasinda
kromatin materyallerin yogunlasmasi ve replikasyonu gerceklesir, bdylece diploten
spermatositler (tetraploid, 4n) diyakineziye ugrar. Bunu mayoz I ve ardindan yuvarlak
spermatidleri (basamak 1 spermatid, haploid,In) olusturmak icin XIV. evrede

gerceklesen mayoz II takip eder (Wong ve Cheng, 2009).

Mayoz tamamlandiginda, spermatidler (haploid, 1n), sigan testislerinde basamak 1'den
basamak 19'a kadar cesitli morfolojik degisikliklere ugrayarak spermatogenik diziyi
tamamlamis olurlar (Sekil 2.3.1.). Tamamen gelismis uzun spermatidler (basamak 19),
epitel dongiisiiniin VIII. evresinde epitelin adluminal kenarinda siralanir. Bu esnada
basamak 19 spermatidler ile Sertoli hiicresi arasindaki adezyon protein kompleksinin
bozulmasiyla spermiasyon gerceklesir. Boylece seminifer tiibiil liimenine salinan
spermatozoalar sonraki olgunlagsmalar1 i¢in epididimise taginirlar (Wong ve Cheng,
2009; Xiao ve ark., 2014). Ayrica, evre VIII’de gerceklesen spermiasyonun yaninda
primer spermatositlerin KTB’den gecisini kolaylagtirmak i¢in bariyerin yeniden
yapilandirilmasi da es zamanl gergeklesir. ilging bir sekilde, ayn1 evrede gerceklesen bu
i¢ hiicresel olay, yani (i) spermiasyon, (ii) KTB yeniden yapilandirilmasi ve (iii) germ
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, Sertoli hiicresinin zit uglarinda gergeklesir. Bu nedenle,
epitel dongiide, bu ¢oklu hiicresel olaylar1 senkronize bir sekilde koordine edebilmek
icin seminifer epitelde (0zellikle de Sertoli hiicresinde) ciddi bir kontrol mekanizmasi

gerekmektedir.

Spermiyogenez ve spermiasyon esnasinda, seminifer epitelde meydana gelen bu
hiicresel olaylar arasindan dikkat ¢eken diger nokta; “gelisen spermatidlerin dogru

yonelimi veya Sertoli hiicresine dogru agida tutunmasi”dir. Basamak 1’den 19 kadar,



gelismekte olan spermatidlerin bas kisimlarinin, epitel dongiiniin tiim evrelerinde bazal
membrani isaret ettigi kaydedilmistir. Apikal ektoplazmik &zellesme (EO) olarak
isimlendirilen, testise 6zgii bir atipik aderens baglant1 (AJ) ile spermiyogenez sirasinda
spermatid oryantasyonu sagladigi bildirilmistir (A. Vogl, Vaid, Guttman, ve ark., 2008;
Wong, Mruk, & Cheng, 2008). Ektoplazmik 6zellesmelerin spermatid polaritesini nasil
sagladigi ile ilgili ¢aligmalar son yillarda oldukg¢a artmistir (Wong ve Cheng, 2009).
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Sekil 2.4. Yetiskin sigan testislerinde spermatogenez boyunca seminifer epitelyal dongiiniin farkli evreleri
(I-XIV) (Wong ve Cheng, 2009).
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2.4. Sertoli Hiicresi:

Sertoli hiicrelerinin karmagsik morfolojisi ve germ hiicreleri ile etkilesimleri, Enrico
Sertoli tarafindan 1865°te ilk kez tanimlanmasindan bu yana arastirmacilarin; hiicrenin
spermatogenezdeki roliinii anlamak ve erkek fertilitesiyle ilgisini ortaya koymak adina

odak noktasi olmustur (Griswold, 2018).

Sertoli hiicreleri, seminifer epitelde yer alan somatik hiicrelerdir. Postpubertal donemde,
bu hiicreler mitotik agidan inaktiftir. Bazal laminanin {izerinde yer alan Sertoli hiicreleri,
seminifer tiibiiliin limenine kadar uzanan, dalli ve ¢ikintili bir sitoplazmaya sahiptir. Bu
yonden seminifer epitelin destekleyici ve iskelet roliinii listlendigi sdylenebilir. Oldukga
aktif bir hiicrenin yansimasi olan dkromatik niikleusu ise genellikle liggen veya oval

sekliyle karsimiza ¢ikarken yerlesimleri degiskenlik gosterir (Ross ve ark., 2002).

Sertoli hiicreleri hem ekzokrin hem de endokrin salgi fonksiyonlarina sahiptir (Ross ve
ark., 2002); ¢ok ¢esitli faktorleri sentezler ve salgilarlar: Proteinler, sitokinler, biiyliime
faktorleri, opioidler, steroidler, prostaglandinler, hiicre bdliinmesi modiilatorleri vb. Bu
karmagik hiicrenin morfolojisi de dahil oldugu bir¢ok fizyolojik fonksiyonlarina gore
geligmistir. Sitoplazmasinda hem graniilsiiz endoplazmik retikulum (ER) (steroid
sentezi) hem de graniillii ER (protein sentezi) icerir. Ayrica belirgin bir golgi cisimcigi
(salg1 triinlerin islenmesi-tasinmasi), lizozomal graniiller (fagositoz) ve yapisal olarak
da mikrotiibiiller, ara filamanlar (degisken epitel tipine adaptasyon) bulunur. Tim
bunlarin yaninda testise 0zgli hiicreler arast adezyon baglantilariyla Kan-Testis
Bariyerini olustururak immunite gorevini de iistlenmistir. Genel olarak, bu benzersiz
hiicrenin, spertmatogenez siirecini topografik ve islevsel olarak koordine ettigi

varsayillmaktadir (Nieschlag ve ark., 2010).
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2.4.1. Sertoli Hiicre Mimarisi ve Adezyon Molekiilleri:

Testis dokusunda Sertoli hiicresi, spermatogenezin ¢ok 6nemli bir diizenleyicisidir (A
Wayne Vogl ve ark., 2009). Spermatogenez, testisin fonksiyonel birimi olan seminifer
tiibiillerde gerceklesir. Yetiskin bir erkek fare, si¢can ve insan testisinden sirastyla giinde
~ 8, 70 ve 200 milyon sperm iiretilir. Bu nedenle; seminifer tiibiil boyunca, epitelde
gelisgmekte olan milyonlarca spermatidin spermatogenezinin desteklenmesi i¢in
muazzam bir hiicresel mekanizma gerekmektedir (Chen ve ark., 2018). Sertoli
hiicresinde bulunan, polarite protein kompleksleri ve diizlemsel hiicre polarite
kompleksleri ile aktin, ara filamanlar ve mikrotiibiil temelli hiicre iskeleti yapilari
senkronize bir sekilde calisarak spermatogenezin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesini

saglarlar.

Sertoli hiicrelerinde, adezyon molekiilleri, hiicre iskeleti yapilari ile iligkili halde
bulunurlar ve seminifer epitel icerisinde hiicrelerin translokasyonunda, tutunmalarinda
bliyiik ©6nem tasirlar. Sertoli-spermatid adezyonunu saglayan adezyon protein
komplekslerinden bazilari; a6B1 integrin, laminin ve nektin-3 gibi proteinlerdir. iki
Sertoli hiicresi arasinda olusan adezyonlar ise; N-kaderin, f3-aktin ve nektin, afadin gibi
komplekslerdir. Sik1 baglantilardan (Tight junction; TJ); Okludin, klauidin-11, JAM gibi
transmembran proteinler, Sertoli hiicre bariyerinin bilesenleri olarak tanimlanmis ve
ektoplazmik 6zellesmeler ile iligkilendirilmistir (C. Y. Cheng ve Mruk, 2002; Skinner ve
Griswold, 2004). Bu molekiillerinin intraseliiler kisimlar1 zonula okludenslerle

birleserek aktin zincirleri ile baglant1 haldedirler (Toyama ve ark., 2001).

Sertoli hiicrelerinin hiicre iskeletleri, diger hiicrelerden ¢ok farkli ve daha kompleks bir
yaptya sahiptir. Mikrotiibiiller, aktin filamanlar1 ve ara filamanlar, Sertoli hiicresinin
hiicre iskeletinin ana bilesenleri olarak spermatogenezin dongiisel siirecinde biiyiik rol
oynarlar. Hiicre iskeleti 6gelerinin her biri, seminifer epitel icerisindeki, sperm salimina
kadar olan tiim dinamikten sorumludur. Bu {i¢ element genel olarak; hiicrenin yapisinin,
seklinin ve polaritesinin korunmasi, hiicre i¢i organellerin hareketi ve konumlarinin
sabitlenmesi, mikrovillus gibi sitoplazmik uzantilarin olugsmasi gibi 6nemli yapisal

gorevleri tistlenirler (Skinner ve Griswold, 2004).
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Sertoli hiicrelerinde mevcut olan mikrotiibiil dizileri, seminifer epitel boyunca, germ
hiicrelerinin olgunlagma siiresince, spermatidlerin translokasyonunu saglayan ve Sertoli

hiicresinin liimene dogru uzanan kolonumsu yapisint olustururlar (Smith ve ark., 2012).

Sertoli hiicrelerinde, aktin filamentleri, plazma membran proteinleri ile iligkili halde,
bazal ve apikalde Ozellesen iki ana bolgede bulunurlar; bunlardan ilki ektoplazmik

ozellesmeler (EO) iken, ikincisi tiibiilobulbar kompleks (TBK) yapilaridir (Sekil 2.5.).

Sekil 2.5. Seminifer epitelin hiicre iskeleti organizasyonu (Dunleavy ve ark., 2019)
2.4.2. Ektoplazmik Ozellesmeler

Ektoplazmik dzellesmeler (EO), Sertoli hiicrelerinde, uzamis spermatidlere veya komsu
Sertoli hiicrelerine baglanma boélgelerinde bulunan sitoskeletal topluluklardir.
Ektoplazmik o6zellesmeler, Sertoli hiicresinin plazma zar1 ile endoplazmik retikulumun
sisternasinin arasinda paralel sekilde dizilmis aktin demetleri tabakasi iceren benzersiz

bir baglanti plagini olustururlar (Sekil 2.6.) (Bartles ve ark., 1996).
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Spermatid-ektoplazmik 6zellesmelerin arayiizii, son derece siki bir adezyon baglantisi
olarak islev goriir (A. W. Vogl, Vaid, & Guttman, 2008). Bu benzersiz baglanti
kompleksleri iki kortikal alanda konumlanir. Kan-testis bariyerini olusturan bazal
ektoplazmik ozellesmeler, seminifer epitelin tabaninin yakininda yogunlasirken,
akrozomu saran apikal ektoplazmik oOzellesmeler, seminifer tiibiiliin liimenine yakin
halde bulunur. Haploid spermatidler ile Sertoli hiicreceleri arasinda spermiasyona kadar
tutunma araci olarak gorev alirlar (O'Donnell ve ark., 2011; A. W. Vogl ve ark., 2014; L.
Li ve ark., 2020).
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Sekil 2.6. Sertoli-Spermatid aras1 ektoplazmik 6zellesmeye ait TEM goriintiisii (Rex A Hess ve Franca,
2005)

2.4.3.Tibiilobulbar Kompleksler

Tubulobulbar kompleksleri (TBK), Sertoli hiicrelerinin spermatid plazma membrani ile
yaptig1, tubuler invajinasyon olarak tanimlanir (Sekil 2.7.). ilk olarak spermiyasyonun
baslangicinda belirgin hale gelir ve spermin tiibiil liimenine salinmasina kadar gozlenir.
Daha ¢ok ge¢ spermatid ile Sertoli hiicresi arasinda goriiliir, fakat ayn1 zamanda evre
spesifik olarak kan-testis bariyerinde de ortaya c¢ikar. TBK'nin en iyi bilinen islevi,
hiicreler aras1 EO yapisma baglantilarimi ortadan kaldirmadaki roliidiir. TBK, aym
zamanda spermiyasyon sirasinda spermatid basimin ve akrozomun sekillendirilmesine
yardimci oldugu diisiiniilmektedir (O'Donnell ve ark., 2011).
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Sekil 2.7.: Sican seminifer epitelinde Sertoli / spermatid baglanma bdlgeleri ile iligkili tubulobulbar
komplekslerinin konumu ve diizeni a. Epitelin tepesindeki kanca seklindeki spermatid baslarinin i¢biikey
ylizeylerine bitisik tiibiilobulbar kompleksleri kiimelerini gosteren spermatogenez VII evresinde 1 um
kalinliginda kesit. Cubuk = 10 um. b. Olgun spermatidlere bitigik tubulobulbar diizenlemesinin sematik
gosterimi (Young ve ark., 2012). ¢. Tibiilobulbar kompleksin TEM goriintiisii (Rex A Hess ve Franga,
2005)

15



2.4.4. Sertoli Hiicre Polaritesi ve Polarite Proteinleri

Hiicre polaritesi, hiicre iskeleti veya hiicre i¢i molekiiller gibi bir¢ok hiicresel bilesenin
asimetrik organizasyonu sonucu hemen hemen her hiicrenin kendi igerisinde kurmus
oldugu sekil, yap1 ve fonksiyonundaki farkliliklar1 ifade eder. Bu asimetrinin, bir
hiicrenin boliinmesi veya farklilasmasi, go¢ kabiliyeti, ndronal sinyalerin iletimi ya da
bir epitel hiicresi i¢in bariyer kurabilme fonksiyonu gibi hiicresel siireclerde biiyiik

katkis1 vardir.

Sertoli hiicreleri, spermatogenez sirasinda seminifer epitelde belirgin hiicre polaritesi
gosterirler. Bu sayede iki Sertoli hiicresi arasinda kurulan siki baglantilar ile seminifer
epitelyumu apikal ve bazal kompartmanlara béler. Ote yandan fagozomlar gibi hiicre ici
organeller, rezidual cismin lizozomal aktivitesi geregi spermatogenez sirasinda apikal
kompartmandan bazal kompartmana hizla tasinir. Ek olarak, spermatid baslarinin bazal
membrana neredeyse dik olarak ve kuyruklar tiibiil liimenini isaret ederek polarize bir
sekilde hizalanmas1 gibi olaylar Sertoli hiicresinin basaril1 bir spermatogenez siireci igin

kurdugu hiicre polaritesini gosterir (L. Li ve ark., 2020).

Sertoli hiicresi tarafindan kurulan polarite, bilinen {i¢ adet ‘’Hiicre Polarite Protein
Kompleksi’’ ile desteklenmektedir. Bunlar; PAR, Crumbs (CRB) ve Scribble protein
kompleksleridir (Sekil 2.8.) (Wong ve Cheng, 2009; W. H. Su, Mruk, ve ark., 2012; L.
Li ve ark., 2020).
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Sekil 2.8. Sertoli- Sertoli hiicresi ve Sertoli — spermatid arasindaki polarite proteinleri (L. Li ve ark., 2020)

Par, CRB ve Scribble bazli protein modiillerini igeren polarite protein kompleksleri,
embriyogenez ve gelisim sirasinda apiko-bazal polariteyi saglamak i¢in ¢ok onemlidir.
Memelilerde spermatogenez dahil olmak {izere bir¢ok hiicre polaritesinin ve doku/hiicre
fonksiyonunun diizenlenmesi i¢in gereklidirler (Yeaman ve ark., 1999; Assemat ve ark.,

2008; Iden ve Collard, 2008; Gao ve Cheng, 2016).

Ayrica arastirmalar, bu proteinlerin mutasyonlarinin insanlarda ve kemirgenlerde farkli
hastaliklara, patolojik durumlara yol agtigini1 ve timoéregenez ve/veya metastazda kritik
rol oynadiklarini gostermistir (Gissen ve Arias, 2015; Lin ve ark., 2015; Gao ve Cheng,

2016).
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PAR polarite kompleksi; PAR 6, PAR 3, aPKC (atipik protein kinaz-C) ve Cdc42
proteinlerinden olusur ve yetiskin si¢an testisinde hem Sertoli hiicresinin hem de germ
hiicrelerinde ekspresyonlar1 gosterilmistir (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve
Cheng, 2009). PAR kompleksinin proteinleri sitozolik proteinlerdir ve seminifer
epiteldeki Sertoli hiicreleri dahil tim memeli hiicrelerinde TJ yakininda bulunurlar
(Wong ve Cheng, 2009). Boylece PAR6, bazal membrana yakin KTB'de belirgin bir
sekilde eksprese edilir (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve Cheng, 2009). Diger
polarite kompleklerinden Crumbs (CRB) protein kompleksi; CRB3 (crumbs homolog-
3), PALSI1, PATJ (PALSI iliskili tight junction protein) proteinlerinden olusur (Gao ve
ark., 2016). Polarite protein komplekslerinin iigiinciisii, Scribble protein kompleksi ise;
Scribble, Lgl2 ve DIgl proteinlerinden olusmaktadir (W. Su, Wong, ve ark., 2012) ve
hiicre polaritesine ek olarak bu protein kompleksinin hiicre adezyonunda, hiicre dongtisii
ilerlemesinde, hiicre sinyallesmesini ve vezikil trafigini diizenlemekte gorev aldigi
bilinmektedir (C. Y. Cheng ve Mruk, 2010b; C. Y. Cheng ve ark., 2011; W. Su, Wong,
ve ark., 2012).

2.4.5. Diizlemsel Hiicre Polaritesi - DHP (Planer Cell Polarity; PCP)

Diizlemsel hiicre polaritesi (DHP), tipik olarak, bir epitelin, hiicresel bilesenlerinin
koordineli ve ortak bir sekilde farklilagabilecegi, bdliinebilecegi veya hareket
edebilecegi sekilde, doku diizlemi boyunca yonsel bilgiyi iletme kapasitesini ifade eder
(Bailly ve ark., 2018). Hiicre polaritesi proteinleri ve diizlemsel hiicre polaritesi (DHP)
proteinleri lizerine yapilan ¢aligmalar dnceleri, Drosophila ve C. elegans'ta ile sinirliydi.
Yetigkin memelilerde, hiicre polaritesi ve DHP nin, spermatogenezi destekleme rolii ile
ilgili caligmalar ise yaklasik son on yildir devam etmektedir. Yetiskin memelilerde,

hiicre polaritesi ve DHP en ¢ok koklear kil hiicrelerinde belirgindir (L. Li ve ark., 2020).

Diizlemsel hiicre polarite proteinleri, DHP proteinleri (6rn., Van Gogh benzeri protein,
Frizzled proteinler ve Disheveled segment polarite proteinleri), efektorleri (6rn., Fuzzy
diizlemsel hiicre polaritesi proteinleri), ligandlar (6rn., Wnt5a, tirosin protein kinaz
Ror2) olarak smiflandirilir. En ¢ok arastirilan DHP proteinlerinden biri, ilk olarak
Drosophila'da bulunan ve ayni zamanda strabismus olarak da bilinen Van Gogh'un bir
homologu olan Van Gogh benzeri proteindir (Van Gogh like - Vangl). Memeli
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hiicrelerinde Vangll ve Vangl2 olmak iizere iki Vangl homologu bulunur ve bu iki

homolog, polipeptit dizilerinde yaklasik %70 benzerlik gosterirler (Chen ve ark., 2016).

Spermatogenez sirasinda gelisen uzayan / uzamis spermatidler, benzersiz apiko-bazal
polarite gdsteren oldukga polarize hiicrelerdir. Ozellikle evre VII — VIII tiibiillerdeki
basamak 17-19 spermatidler, baslar1 bazal membrana dik ve kuyruklar tiibiil liimenine
dogru bakacak sekilde hizalanir (Sekil 2.4.5.). Bu polarize spermatidler, kokleadaki (i¢
kulak) diger kil hiicrelerinde bulunan diizlemsel hiicre polaritesini (DHP) taklit ederek
bu tutunmayi gerceklestirirler. Bu sayede, maksimum spermatid sayisi, seminifer

epitelin sinirh alani iginde paketlenir ve desteklenir (Chen ve ark., 2018).

Evre VII-VIII Seminifer Tiibiil

ak 17 spermatid S Ee ey
gl "__:" S e g '7 e

&
T

Basamak 17 spermatid Basamak 18 spermatid Basamak 19 spermatid
(Evre V) (Evre VI) (Evre VII-VIII)

Sekil 2.9. Vangl2'nin RNAI ile susturulmasinin ardindan seminifer epiteldeki uzatilmis spermatid DHP’si
bozulur. Scale bar =10 um (Chen ve ark., 2018).

Vangl2, polarite ve hiicre yapismasinda énemli bir protein olan Scribble (Bailly ve ark.,
2018) ile yapisal etkilesim halindedir (Milgrom-Hoffman ve Humbert, 2018). Yapilan

bir ¢alismada, Vangl2'min susturulmasi (knock-down, KD) sonucunda diizlemsel hiicre
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polaritesinin bozulmasiyla birlikte spermatid tutunmalarindaki zayiflama konfokal
mikroskop ile goriintiilenmistir. Vangl2, yetiskin sican testislerinin seminifer epitelinde
mikrotiibiillerle birlikte lokalize olur. Vangl2’nin susturulmasi, mikrotiibiil ve F-aktin
bazli organizasyonu bozarak spermatogenezde kusurlara yol actigi gosterilmistir.
Mikrotiibiiller, normalde seminifer epitel boyunca bazal membrana dik sekilde
hizalanirken Vangl2’nin susturuldugu (KD-Knock Down) modelde bu kolonumsu yap1
bozularak hem hiicre i¢i organellerin veya molekiillerin hem de spermatidlerin

tasinmasinda aksamalara neden olmustur (Chen ve ark., 2018) (Sekil 2.4.5.2.-a, b).

o-tubulin o-tubulin/siRNA

Kontrol RNAi
Vangl2 RNAi
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Sekil 2.10. Testiste, in vivo olarak Vangl2'nin susturulmasi sonucunda seminifer epitelde mikrotiibiil (MT)
organizasyonunu biiylik 6l¢iide bozar. a. Her iki gruba ait seminifer tiibiillerin 3B konfokal mikroskop
goriinttileri b. Seminifer epitelde, epitel dongiliniin tiim asamalarindaki MT organizasyonunun biiyiik
o6l¢tide bozulmasini gosteren bir immiinohistokimya ¢alismasi (C. Y. Cheng ve Mruk, 2002)
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2.4.6. Spermatogenez Sirasinda Hiicre Polaritesi Neden Onemlidir?

1) Spermatogenez sirasinda maksimum sperm c¢ikisim karsilayabilmek adina
seminifer epitelde, sinirh alana sahip olan Sertoli hiicresine sistemli bir sekilde

germ hiicrelerinin yerlesimini-tutunmasini saglamak

Seminifer epitel icerisindeki germ hiicre oranini korumak oldukc¢a dnemlidir. Giinliik
sperm lretimi, fare, sican ve insanda sirasiyla yaklasik 8, 70 ve 200 milyon
spermatozoadir (Amann ve Howards, 1980; Johnson ve ark., 1980; Auharek ve ark.,
2011). Cok sayida gelismekte olan spermatidin, seminifer epitelde ardi ardina dongiiler
halinde spermatogenik diziyi tamamlayip olgun bir spermatazoa olarak liimene
salinmaktadir. Bu nedenle, spermatidler, seminifer epitelin sinirlt alaninda uygun sekilde
(bas, bazal laminaya doniik; kuruk, liimene bakacak sekilde) diizenlenmeli ve
hizalanmalidir; fare, sican ve insanda testis basina sirasiyla yaklasik 4 (Auharek ve ark.,
2011), 30-40 (Wing ve Christensen, 1982; Z. X. Wang ve ark., 1989; Berndtson ve
Thompson, 1990) ve 300-500 (Johnson ve ark., 1984) milyon Sertoli hiicresi sabit
sayistyla desteklenebilir ve beslenebilirler. Sican testisinde yapilan morfometrik
analizler, tek bir Sertoli hiicresinin, yaklasik 30-50 germ hiicresinin (Weber ve ark.,
1983) gelisimini ve beslenmesini, ayn1 anda spermatogenezin tiim asamalarinda es

zamanli olarak saglayabildigini gostermistir (Gao ve Cheng, 2016).

2) Sertoli'deki hiicre organellerinin germ hiicrelerine gore uygun bir sekilde

konumlanmasini ve tasinmasini saglamak

Adluminal bolgedeki germ hiicrelerinin besin ve oksijen tedarigi tamamen Sertoli
hiicresi tarafindan saglanir. Spermatositler ve spermatidler glikoz kullanamazlar ve
enerji Uiretimi i¢in laktat ve/veya piruvati Sertoli hiicresinden alirlar (Creasy ve Chapin,
2013) Ve bu noktada MCT2 (monokarboksilat tasiyict 2) gibi laktadin spesifik
tastyicilarinin diizenli bir sekilde germ hiicrelerine iletilmesi gerekmektedir. Boyle
spesifik tasiyicilar diginda, Sertoli hiicrelerinin bu gibi birden ¢ok hiicresel gorevinin
oldugu diisiliniildiigiinde; spermatogenez sirasinda seminifer epitel boyunca farkl

hiicresel olaylarin senkronize bir sekilde yapabilmesi i¢in zamaninda ve dogru
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sinyal/kimyasal iletimin saglanmasi gerekmektedir. Bir bagka Ornek ise; hiicre ici
fagositoz stireclerinde gorev alan fagozomlar bazal membran yakinlarinda konumlanr.
Geg evre VIII'de, spermatozoa salimi gerceklestiginde (O'Donnell ve ark., 2011; C. Y.
Cheng ve Mruk, 2015) Sertoli hiicresi tarafindan fagosite edilecek rezidiiel cisimler,
tiiblil llimeninin yakinindaki adluminal (apikal) bolgede bulunurlar ve fagositoz i¢in bu
kompartmandan bazale tasinmasi gerekir. Burada da Sertoli-Sertoli, Sertoli-germ ve
germ-germ hiicreleri arasinda bulunan, polarite proteinlerinin kontrolii altinda olan
oluklu baglantilar (Gap junction), interseliiler kopriiler ve ektoplazmik 6zellesmeler

devreye girmektedir (Gao ve Cheng, 2016).

3).Polarite proteinlerinin KTB'deki baskin lokalizasyonunun ve seminifer epitel dongtisii
sirasinda evreye 0zgii ekspresyonlarindaki degisim, desmozom ve oluklu baglantilari
(GJ) etkilemektedir. Kan testis bariyerinden gegis esnasinda hiicre polaritesini saglamak,
biyomolekiillerin, iyonlarin, elektrolitlerin ve suyun, bazal tabakadan adluminal
tabakaya endositoz, transitoz gibi paraseliiler tasinmasini sinirlamak ve immiinolojik bir

koruma saglamak icin ¢ok 6nemlidir (C. Y. Cheng ve ark., 2011).
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2.5. Varikosel :

Varikosel, “pampiniform pleksus i¢indeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu”
olarak, 1843’de Curling tarafindan tanimlanmistir (Noske ve Weidner, 1999).
Yiizyilardir bilinen bu hastaligin etiyolojisinin tam olarak aydinlatilamadigr gibi;

infertiliteyle de iligkilisi net bir sekilde ortaya konulamamustir.

Sol renal ven

Sol spermatik ven

Pampiniform Pleksus

Varikosel

Nature Reviews | Urology

Sekil 2.11. Varikosel kaynakli pampiniform dilatasyonu (Jensen ve ark., 2017)

Varikosel, tiim erkeklerin yaklasik %15 ile %20'sinde goriiliirken, infertil erkeklerin
yaklasik %40'inda bulundugu ortaya konmustur (Leslie ve ark., 2022). En sik saptanan
erkek infertilite sebebi olarak goriilen varikosel; tipik olarak asemptomatiktir, ancak
varikoselli hastalarin yalnizca %2 ile %10'u agridan sikayetc¢idir (Peterson ve ark., 1998;
Paick ve Choi, 2019). Ayn1 zamanda klinik olarak, anormal semen analizi, diisiik sperm
sayisi, azalmig sperm hareketliligi ve anormal sperm morfolojisi gibi Onemli

semptomlarin en yaygin nedeni olarak kabul edilir (Leslie ve ark., 2022).

Varikoselin patofizyolojik etkisi tam anlamiyla agiklanamasada, genel haliyle bes ayri
mekanizma ile Ozetlenebilir: Bu mekanizmalar; skrotal hipertermi, testikiiler hipoksi,
adrenal veya renal metabolitlerin refliisli, kadmium birikimi ve hipogonadizm olarak

siralanabilir (Cho ve ark., 2016; Hassanin ve ark., 2018).
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2.5.1. Varikosel, Oksidatif Stres, Kan-Testis Bariyer iliskisi:

Reprodiiktif fizyolojik siirecler igin, skrotumun en uygun ortamsal 1s1 diizeyi, viicut
1s1sindan yaklasik olarak 2,5°C daha diisiiktiir. Varikoselde venoz reflii veya staz sonucu
damar genislemesiyle ortaya cikan hipertermi, testikiiler serbest oksijen radikallerinin
(SOR) artisina sebep olur. Hipertermi/hipoksi kaynakli SOR artis1 testikiiler oksidatif
stresi arttirir (Ahmet Karakegi 2019).

Vendz duvarlar iizerindeki artan basing reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive Oxygen
Species; ROS) salinimina neden olur ve daha yiiksek dereceli varikosellerin daha yiiksek
oksidatif stres seviyeleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Is1 stresinin mitokondriyal
membranlardan, sitoplazma ve peroksizomlardan ROS iiretimi yoluyla oksidatif stresi
artirdig1r gosterilmistir ve benzer sekilde hipoksi, inflamatuar reaksiyonlar yoluyla
oksidatif stresi artirabilir. ROS, hiicresel metabolizmanin yan iiriinleri olarak iiretilir. Bu
yan trilinlerin (hidroksil, superoksid, nitrik oksit (NO) vb ...) belirli seviyede bulunmast
gerekir, fakat herhangi bir durumda artisi, cesitli disfonksiyonlara sebep olabilir.
ROS’un fizyolojik seviyesi antioksidanlarla dengede tutulmaktadir (Hassanin ve ark.,
2018). ROS genellikle dogrudan DNA pargalanmasi veya hiicreler arasi kalsiyum iyon
konsantrasyonlarinin degistirilmesi yoluyla spermin apoptozunu indiikler (Saleh ve ark.,
2003; Agarwal ve Said, 2005; Ha ve ark., 2011). Hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarinin
degistirilmesi, siki1 baglant1 (Zonula occludens; Tight junction; TJ) veya Ara baglanti
(Zonula adherens; Adherens junction; AJ) kompleksi ile iligkili mekanizmalari
etkileyebilir. ROS hiicre zarinda birtakim bozukluklara sebep oldugundan, kaderin ve
katenin gibi transmembran proteinlerin, ROS'a daha duyarli oldugu sdylenebilir (Ha ve
ark., 2011). Varikosel ile ilgili yapilan bir ¢alismada, ROS’un, Sertoli hiicrelerini
etkileyip; E-kaderin ve a-katenin ekspresyonunu azaltigi belirtilmistir. Bu bulgu,
ROS’un kan testis bariyeri (KTB)'nin bozulmasina neden olabilecegini diistindiirmiistiir.
Ek olarak, ayn1 ¢alismada, ROS’un spermatositlerin AJ'lerini bozarak, Sertoli hiicreleri
ile preleptoten / leptoten asamasindaki spermatositler arasinda tutunma gii¢liigline neden

olarak infertiliteye sebep olabilecegi vurgulanmistir (Ha ve ark., 2011).

NO, hiicre i¢i sinyal yolaklar1 i¢in agik¢a dnemli olmakla birlikte, kan testis bariyeri
icindeki siki baglantilarin diizenlenmesinde ve birlestirilmesinde de rol oynar. Bu
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bariyer, limen sivisinin kimyasal bilesimindeki degisiklikler yoluyla germ hiicrelerinin
gelistigi bir ortam yaratir. Kan testis bariyeri ayrica toksik maddelerin seminifer
tiibiillere gegisini engeller. NO, spermatogenez, germ hiicresi olgunlagmasi ve gelisim
stirecleri i¢in gerekli oldugu bulunan bu bariyerin zamaninda agilip kapanmasini
ozellikle kontrol eder (Lee ve Cheng, 2004; Yan ve Cheng, 2005; Lee ve Cheng, 2008;
Doshi ve ark., 2012). NO; NO sentaz (NOS) araciligiyla L- argininden iiretilir. NOS'un
seviyesi ve aktivitesi, biiyliime faktorleri, iyonlar, sitokinler ve hormonlar gibi birkac
farkli diizenleyici tarafindan uyarilabilir. Son c¢aligmalar, Sertoli hiicre TJ
dinamiklerinin, proteazlar, proteaz inhibitdrleri, sitokinler, cAMP, protein fosforilasyonu
veya defosforilasyon ve hiicre i¢i Ca** diizeyini igeren bir dizi molekiil tarafindan
diizenlendigini gdstermistir (Lee ve Cheng, 2004). Son zamanlarda, Nitrik oksid
(NO)Y’in, testiste varsayilan bir TJ regiilatorii oldugu gosterilmistir. Indiiklenebilir NOS
(iINOS) ve endotelyal NOS (eNOS) testiste yapisal olarak okludin gibi TJ-integral
membran proteinlerine ve aktin, vimentin ve o-tiibiilin gibi sitoskeletal proteinlere bagl
oldugu gosterilmistir. NO, muhtemelen siki baglanti (TJ) dinamiklerinin bilinen
modiilatorleri olan cAMP ve ¢cGMP iizerindeki etkileri yoluyla baglanti dinamikleri
dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Yapilan bir in vitro ¢aligma gostermistir ki; testiste, NO, sGC (solubl guanilat
siklaz) / ¢cGMP / PKG (protein kinaz G) sinyal yolu araciligiyla, bir TJ-integral
membran proteini olan okludinin seviyesini diisliriir ve bdylece TJ bariyeri a¢ilmis olur

(Lee ve Cheng, 2003).

Varikoselde, Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen testosteron seviyesinin diistiigi
bilinmektedir. Testosteronun Onemli bir rolli, spermiyogenezin uzama agamasi nin
(uzamis spermatide doniisme asamasi) hemen Oncesinde, spermatidin 7. basamaktan 8.
basamaktaki yuvarlak spermatidlere doniistiiriilmesidir (O'Donnell ve ark., 1994;
O'Donnell ve ark., 1996). Testesteronun baskilandigi bir c¢aligmada, 8. basamak
yuvarlak spermatidlerin yaklasik %80 'i Sertoli hiicresi ile temasini kaybettigi ve direkt
seminifer tiibiil limenine dokiildiigli gézlenmistir (O'Donnell ve ark., 1996). Geriye
kalan basamak 8 spermatidleri ise, seminifer epitel i¢cinde dejenere oldugu ve uzama
fazina hemen hemen higbir spermatidin ilerleyemedigi gozlenmistir (O'Donnell ve ark.,

1994; O'Donnell ve ark., 2000).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler ve Deney Gruplari ve Cerrahi Modelin Olusturulmasi:
3.1.1. Denekler:

Calisma, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ADAM)’nden alinan 42 adet eriskin (12 Haftalik) agirliklar1 200-250 gr arasinda olan
Wistar 1rki erkek sigan ile yiiriitiildii. Tiim siganlar standart laboratuvar yemi ve musluk

suyu ile beslendi. Deneye baglamadan 6nce her sigan tartilarak canli agirligi kaydedildi.
3.1.2. Deney gruplari:

Deneylerde kullanilacak sican sayisint belirlemek i¢in G*Power 3.1.9.4 programi
kullanilarak gii¢ analizi gerceklestirilmistir. Cohen d katsayis1 0,8 (genis etki biiytikligii)
olarak alindi. Her bir deney grubunun sigan sayilari esit oldugunda, alfa 0,05 anlamlilik

ve 0,95 gii¢ diizeyinde her grup i¢cin 10 sicanin gerektigi sonucuna ulasildi.

Fakat deney grubunda, varikosel hayvan modelini olusturmak adina gerceklestirilen
cerrahi operasyon sirasinda veya post-operatif bakim sirasinda gergeklesebilecek hayvan
oliimleri goz 6niinde bulunduruldugunda, her bir grup i¢in 14 sican ile ¢alisilmasi uygun

gorilldii.

1. Kontrol grubu (n=14): Bu gruptaki deneklere herhangi bir deneysel islem
yapilmadi.

2. Sham grubu (n=14): Bu grupta yer alan siganlara, varikosel grubu si¢anlarda
varikosel modelinin olusturuldugu giin, cerrahi islemin etkilerini gérmek amact

ile sadece batin agma kapamasi yapildi.

3. Varikosel grubu (n=14): Bu grupta yer alan siganlara literatiirde belirtildigi

sekilde deneysel olarak unilateral (sol) varikosel modeli olusturuldu.
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3.1.3. Varikosel Modelinin Olusturulmasi:

Varikosel modeli, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ADAM)’nde olusturuldu. Varikosel, intramiiskiiler olarak %5’ lik ketamin
hidroklorid (44 mg/kg) aneztezisi altinda kismi olarak sol renal venin ligasyonu ile
olusturuldu. Anesteziyi (ksilasin 15 mg/kg, i.m - ketamin 75 mg/kg, i.m.) takiben iist sol
abdominal bdlgeye median hattan insizyon ile ulasildi. I¢ organlar dikkatlice paketlenip
saga ¢ekilerek sol bobrek, adrenal ve renal venler ile sol spermatik venin sol renal vene
girisi gorlinlir hale getirildi. Dikkatli bir diseksiyon ile spermatik ve adrenal venlerin sol
renal vene girdigi medial yiiz yag ve bag dokularindan temizlendi. Sol renal venin arka
yiiziinlin korleme doniilmesi sirasinda olasi kanamalar bir siire yapilan basingh
tamponlama ile durduruldu. Renal ven ligasyonunun yapilacagi boliime 0,85 mm c¢aplh
metal tel yerlestirildikten sonra 4,0 ipek siitur ile daraltma islemi yapildi (Sekil 3.1). Ven
daraltildiktan sonra tel dikkatlice c¢ekildi. Bdylece damarin dis c¢apimmin 1 mm’ye
diisiiriilmesi saglanmis oldu. Olasi enfeksiyon riski ortadan kaldirmak adina abdominal
bosluk igerisine Gentamisin siilfat (10 mg/ml) uygulandi. Bu islem sonrasinda da,
abdominal duvar ve O6n abdominal kaslar 4,0 kromik katkiit ile ayr1 ayri dikilerek
insizyon alani kapatildi. Bu daraltma islemi ile damarin lateralinde artmis damar ici
basinca neden olurken, bu basincin spermatik vene aktarilmasi ile deneysel varikosel
modelin olugmast amaclanmistir. Tiim cerrahi islemler 3,5x objektif biiyiitmesi altinda

yapilmustir (Sahin ve ark., 2005).
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Renal Ven
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dominal Aorta

Spermatik Ven, Sol

Sekil 3.1. A. Sigana ait anatomik ¢izim (Albano Nogueira ve ark., 2022) Ligasyonun yapildigi alan mavi
ok ile gosterilmistir. B.12 haftalik sicanlar, tek tarafli (sol) varikosel olusturulan cerrahi model a.Penset
ucu; 0,85mm capli metal tel yerlestirilip 4,0 ipek siiturla ile daraltma yapilmistir. b. Ligasyon sonucu sol
renal ven lizerinde gelisen dilatasyon

Varikosel modelinin olusturulmasindan 13 hafta sonra, olusturulan varikosel modelinin
basar1 durumu spermatik ven c¢apinin 6l¢iimii, epididimal sperm motilite hesaplanmasi,

sag ve sol testis agirliklarina bakilarak ortaya konmustur.

3.2.1. Spermatik Ven Capinin Ol¢iimii

[liolumber venin ¢aprazladig: bolgede loop ile yapilacaktir. Normal eriskin Wistar 1rki
sicanlarda, spermatik venler tipik 0,6-0,8mm ¢apindayken, cerrahi model uygulanmis
sicanlarda spermatik venlerin ¢aplarinin gbzle goriiliir bir sekilde artmasi beklenir. Bu
ylizden, dijital bir kumpas yardimiyla her gruba ait hayvanlarin sag ve sol ven caplari

oOlciildii ve not edildi.

3.2.2. Epididimal Sperm ve Motilite Hesaplanmasi

Sol epididimis total olarak testisten ayrilip, vaz deferens baslangic kismini da alarak
diseke edildi ve ayrilan doku bir petri kabina aldi. Spermin ¢ikacagi vaz deferensin
baslangi¢ kismma 100 um PBS (Phosphate Buffer Saline, Invitrogen, 003002) eklenerek
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bir bistiiri yardimiyla kiigiik baskilar uygulanarak sperm c¢ikist saglandi, ardindan
mikropipet yardimiyla alinan sperm hiicreleri, lama alinip {izeri lamelle kapatildi ve 151k
mikroskobu altinda bir counter/saya¢ yardimiyla hareketli ve hareketsiz spermler
sayilarak % motilite hesaplanmigtir. Bu islem, ayni lamin 3 farkli bolgesinde

tekrarlanarak, elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir (Celik-Ozenci ve ark., 2011).
3.2.3. Testis Agirhklar::

Cevre dokularindan tamamen temizlenen sag ve sol testisler, hassas terazi ile agirlik

Olgtimleri yapilarak not edildi.
3.2.4. Doku Temini ve Deney Parametreleri icin Hazirlanmas::

Deneysel varikosel modeli olusturulmasi amaciyla gergeklestirilen operasyondan
13.hafta sonra kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait sicanlardan anestezi altinda sol
testis dokular1 alindi ve ardindan 6tanazi uygulandi. Her gruba ait sicanlardan elde
edilen testis dokular1 ikiye ayirip immunfloresan ve western blot yoOntemleri igin

kullanilmak {izere rutin islemlere tabii tutularak uygun kosullarda depolandi.
3.2.5. Rutin Histolojik Degerlendirme:

Her gruba ait testis doku Ornekleri, Bouin’s fiksatifi ile fikse edildi, doku 6rneklerine
rutin parafin teknikleri uygulanarak ve 5 pm kalmliginda kesitler alindi. Kesitlere

Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilarak 1sik mikroskopu ile degerlendirildi.
Bouin’s Fiksatifinin Hazirlamsi:

e Pikrik Asit (Sigma Aldrich, 197378-100G); 75ml
e Formaldehit %37 (MERCK, 1.04002.2500); 25ml
o Asectik Asit; 5 ml
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3.3. Western Blot Analizleri Kullanilan Soliisyonlar ve Cihazlar

Total Testis Lizat1 Hazirlama:
Kullanilan soliisyonlar

Lizis Buffer:
e 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (BIO-RAD, #1610719)
e 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)
e 1gr SDS (BIO-RAD, #1610302)

Proteaz Inhibitor Kokteyli (1X):
e 40 ul PIK 25X (2 ml dH0 + 1 tablet PIK (Roche, #11697498001))
e 600 ul dH:0

PBS:
e 100 ml Distile su
e 1 adet Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen, #003002)

Sonikator (Bendelin UW2070)
Sogutmal Santrifiij (Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4°C))

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan testisten alinan taze doku 6rnekleri, cam bir zeminde bisturi

yardimiyla mekanik olarak ezildi. Ezilen dokular ependorf tiiplerine alinip darasi

alinarak tartildi. Tartim sonrasinda her 0,2 g doku i¢in 600ul lysis buffer ve 10ul proteaz

intibitor kokteyli tiiplerine eklendi ve vortekslendi. Daha sonra +4C° de 15.000 g’de 10

dk santrifiij edildikten sonra siipernatantlart alinip pelet kisimlar atilda.

Protein miktarimin belirlenmasesi

e BCA Kkit: Pierce BCA Protein Assay Kit, THERMO, Kat.No 23225
e Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer
e Inkiibator: Niive EN 500
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Igerdigi protein miktarlart BCA kit kullanilarak tespit edildi. Bu yontemde kitin
protokoliine uygun olarak 2mg/ml olan BSA’lar SO icin diliie ederek standart kabul
edilen Img/ml BSA olarak kullanildi.
BSA’nin SO (1000pg/ml), S1 (500pg/ml protein), S2 (250ug/ml), S3 (125pg/ml), S4
(62,5ug/ml), S5 (31,3pg/ml), S6 (15,6png/ml), S7 (7,8ug/ml) seklinde diliisyonlar
hazirlanarak standart protein araligi hazirlandi. Hazirlanan doku lizatlari, 1:50 oraninda
lizis buffer ile dilie edilerek iyice vortekslendi. BCA kit icerigindeki Regent A ve
Regent B karisimi (50:1) 8ml/160ul miktarlarinda c¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Standartlar, blank ve ornekler her kuyucuga 25’er ul olacak sekilde 96 kuyucuklu plate
icerisine yiiklendi. Uzerlerine her kuyucuga 200 pl olacak sekilde ¢aligma soliisyonu
eklendi. Daha sonra 60°C’lik inkiibatérde 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda okunmasi icin ayarlandi. Spektrofotometre
sonuglarinda standartlar ile karsilagtirilarak her bir numunenin protein miktari tespit
edildi. Protein miktarlari hesaplanarak laemli (2X, Laemmli electrophoresis Reagent,
Sigma, #S-3401) ve distile su ile 6rnekler hazirlandi. Boylece tiim 6rneklerin protein

miktarlarini esitlenmis oldu.

Western Blot protokolii:

Kullanilan Soliisyonlar

R/
°e

%30’luk Akrilamid Soliisyonu Hazirlamisi: 37:5:1°lik akr-bis 15,4g 40ml

dH20’da ¢ozdiirliir.

Ust SDS-jel malzemeleri: %30 Akrilamid (BIO-RAD, #1610125) + TRIS
pH: 8,8 +Distile Su+ TEMED+ APS

% Alt SDS-jel malzemeleri: %30 Akrilamid (BIO-RAD, #1610125) + TRIS

pH: 6,8 +Distile Su+ TEMED+ APS

R/
°e

R/
°e

5X Elektroforez Yiiriitme Tamponu:

e Tris (Bio-Rad, #161-0719) ;9 g
e Glisin (Bio-Rad, #161-0718) ; 43.2 g
e SDS (Sigma, #L.4390) ; 3g
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e 600 ml Distile Su
e Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi. (180ml 5X stok
+720ml dH20)

% Transfer - Blot Tamponu:
e Glisin (Bio-Rad, #161-0718) ; 14.3 g
e Tris (Bio-Rad, #161-0719) ;3 g
e 700 ml dH2O igerisinde ¢oziildi
e 200 ml Metanol (Merck, #1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile

su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

% 10X TBS (Tris Buffered Saline) Tamponu:
e Tris (Bio-Rad, #161-0719) ; 60.55 g
e NaCl (Supelco, 1.06404.1000) ; 87.66 g
e 800 ml dH20
e pH HCl ile 7.4’e ayarlanir. pH ayarlandiktan sonra toplam hacim distile
su ile 1000 ml’ye tamamlanir. 1X i¢in; (9+1) seklinde diliie edildi.

% TBS-T Soliisyonu:
e 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (SIGMA, P1379) eklendi.

% Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
e 100 ml TBS-T igerisinde 5g siit tozu (Bio-Rad, #170-6404) ¢oziilerek
%S5’lik blok soliisyonu hazirlandi.

Ornekler, elektroforezden 6nce, 100°C’deki suda 5 dakika kaynatilip; jel elektroforezi
icin %10’luk poliakrilamid jel hazirldr. Ik kuyucuga 5 pl marker (MERCK, SIGMA,
Amersham ECL Rainbow Marker, GERPNSOOE) yiiklenip diger kuyucuklara 20’ser pl

ornek yiiklendi ve Mini Protean Sistem III tankinin igine yerlestirildi. Mini Protean

Sistem III tankina elektroforez solusyonu eklenerek, tank giic kaynagina baglandi.

Proteinler gii¢c kaynagi araciligi ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika elektroforez
edildi. Proteinler jelde yiirtidiikten sonra, jel iizerine PVDF membran (BIO-RAD, #162-
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0177) ardindan {istte ve altta 3’er adet filtre kagidi olacak sekilde sandvi¢ bigiminde
hazirlandi. PVDF membran iizerine proteinleri iceren jel konularak hazirlanan sandvig
Mini protean III sistemindeki tank blot icerisine alindi. Ardindan tanka transfer
soliisyonu eklenerek ve +4°C ve 32 Volt’da, gece boyu proteinlerin jelden membrana
transfer olmasi1 saglandi. Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra elde edilen
membran, TBS-t ile hazirlanan %35’lik siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat ¢alkalayici
tizerinde bloklandi. Membran, {ireticinin tavsiyesine gore hazirlanmig ve bloklama
sollisyonu icinde sulandirilmis olan primer antikor (PAR-6, Scribble, Vangl2, N-
kadherin, ZO-1, F aktin, Aktif Kaspaz 3, iNOS) (Tabloe 3.2.) ve pozitif kontrol olarak da
3-aktin ve GAPDH kullanilarak +4°C’de gece boyu karistirict iizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek yikama yapildi. Membran, primer antikor i¢in uygun olan ve bloklama
solisyonu ile sulandirilmis peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla oda
sicakliginda karistiric: {izerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-t ile 30
dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T sollisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran
Supersignal West Pico chemiluminescent Substrate (Thermo, #34080) sistemi ile 1
dakika inkiibe edildi ve goriintiileme cihazinda memebran goriintiilemesi yapildi.

Not: Tez projemizde bulunmamasina ragmen; deneysel varikosel modelinin olustuguna
dair daha saglam ek kanitlar sunmasi adina, literatiirde varikosel ile birlikte artis
gosterdigi bilinen aktif (cleaved) kaspaz 3 (Yoon, 2013; Zhao ve ark., 2019) ve iNOS
(Santoro ve ark., 2001; Mazhari ve ark., 2018) proteinlerin degisimleri de Western Blot

yontemi ile incelendi.

3.4. Cift Isaretli Immunofloresan (iF) Boyanmalar i¢cin Kullanilan malzemeler,

soliisyonlar ve cihazlar

Soliisyonlar ve Cihaz;

« Antikor diliient soliisyonu (Invitrogen, 003118)
< Phosphate buffered saline ¢ozeltisi (PBS) Tablet (Invitrogen, 003002)
< Tris-EDTA (pH:9) — Tween20 ;

= Tris (BIO-RAD, #1610719); 1,21 g
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= EDTA (BIO-RAD, #1610728) ; 0,372¢g

= 1000ml distile su igerisinde ¢oziildii.

= HCl ile pH:9’a ayarlanur.

=  Tween 20 (SIGMA Aldrich, P1379) ; 500 ul

< Ultra V Blok (Thermo Scientific, TA-125-UB)
< DAPI’li Kapatma Soliisyonu (VECTOR, VECTASHIELD, H-1200)
< Olympus BX61 floresan mikroskop

Boyanma Protokolii;

Ksilol ve alkol serilerinden gegirildikten sonra slaytlar 5 dakika distile suda bekletildi,
Antijen Retrival olarak hazirlanan Tris EDTA (pH:9) 7 dakika kaynatildi (800 Watt’da).
Ardindan 20 dk sogutmaya birakilarak ve (3 x 5 dk) PBS ile yikandiktan sonra kesitlerin
cevresi hidrofobik kalem (pap pen) ile ¢izildi. Nemli bir ortam saglamak i¢in 1slatilan
chambera yerlestirilen slaytlara UV Blok soliisyonu damlatilarak 7 dk beklendi.
Bloklamadan ardindan, yikama islemi yapilmadan, miks seklinde hazirlanmis olan
primer antikorlar (Tablo 3.1) damlatilip gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin 3 x
5 dk PBS ile yikanarak primer antikorlar uzaklastirildi. Sekonder antikorlar da miks
seklinde hazirlandiktan sonra kesitler iizerine damlatilip 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Karanlikta (3 x 5 dk) PBS ile yikandiktan sonra DAPI’li kapatma solusyonu ile
kapatma islemi gerceklestirildi.

Cift isaretli immunofliioresan boyama i¢in, F-aktin, ZO-1, N-kaderin boyamalar1 FITC
(yesil) ile isaretlenirken, dokuda ikinci hedef proteinler; Vangl2, PAR-6, Scribble ise PE
(kirmizi1) ile isaretlendi (Tablo 3.1). Hiicre niikkleuslart DAPI ile isaretlenerek mavi
renkte gosterildi. Floresan goriintiiler, Olympus BX61 floresan mikroskop ile
fotograflar1 ¢ekilerek birlikte-lokalizasyonlar1 gosterildi. Antikor diliisyonlar1 Tablo
3.2.°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Ciftli immunfloresan igin hazirlanan primer antikor miksleri

1.Grup; 2.Grup; 3.Grup;
l.miks | Vangl2 |F-aktin PARG6 | F-aktin Scribble | F-aktin
2.miks [ Vangl2 | N-kaderin PAR6 | N-kaderin Scribble | N-kaderin
3.miks | Vangl2 | ZO-1 PAR6 | Z0O-1 Scribble | ZO-1

Tablo 3.2. Primer ve Sekonder Antikorlar

AUNAEEOIE MARKA | KAT.NO —LUSYON 0,
IF WB

VANGL 2 PROTEINTECH |21492-1-AP | 1/100 |1/750 60-70
PAR 6 BIOSS bs-5733-R | 1/100 | 1/2000 37
SCRIBBLE BOSTER A01651 1/40 1/1000 175
F AKTIN GENETEX GTX20205 |1/100 |1/250 43
70-1 (1A12) INVITROGEN |# 33-9100 1/50 1/500 225
N KADERIN INVITROGEN |# 33-3900 1/700 |1/1000 140
(cleaved) AKTIF CELL
KASPAZ 3 SIGNALING #9661 - 1/1000 17-19
INOS ABCAM ab3523 - 1/500 135
Alexa FluorTM (488) | INVITROGEN |# A-21202 |1/400 | - -
Alexa FluorTM (647) | INVITROGEN |# A-31573 |1/400 | - -
Anti-Fare Peroksidaz | VECTOR PI-2000 - 1/2000 -
Anti-Tavsan
Peroksidaz VECTOR PI-1000 - 1/2000 -

3.5. istatiksel Analiz:

Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. Western Blot sonuglar1 ImageJ programi ile
analiz edildi. Western blot analizlerinde one way anova ve ardindan Tukey post hoc testi
ile veriler karsilastirildi. Antikorlar arasindan sadece Scribble i¢in Dunnett’s Testi
kullanild1. Histopatolojik degerlendirmelerden spermatik ven ¢apinin dl¢limii ve sag -
sol testis agirliklari, two way anova ile analiz edilirken epididimal sperm motilitesi
hesaplanmas1 i¢in one way anova kullanildi. Tiim analizler Prism9 (GraphPAd)
programinda gerceklestirildi. Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda, p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1.0lusturulan Varikosel Modelinin Basar1 Durumunun Belirlenmesi:

4.1.1.Spermatik Ven Capimn Ol¢iimii:

Ilk olarak, varikoselin en &nemli sebeplerinden kabul edilen spermatik venlerde
meydana gelen dilatasyon degerlendirildi. Yaptigimiz Ol¢limlere gore; Sol spermatik
vende sag taraftakine oranla belirgin bir dilatasyon saptandi (Sekil 4.1). Sag spermatik
venlerin ¢aplarinda, gruplar arasi anlaml bir fark bulunmazken, varikosel olusturulan
grupta sol spermatik ven ¢aplarinin kontrol ve sham grubuna oranla anlamli bir sekilde

arttig1 gozlendi (p < 0,0001) ) (sekil 4.2)

Sekil 4.1 Model olusturulduktan 13 hafta sonra, ayn1 hayvana ait sag ve sol v. testicularis ok ile gosterildi.
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Sekil 4.2. Sol ve sag spermatik ven ¢aplarinin (mm) degerlenlendirilmesi (**** ; p <0,0001)

4.1.2.Testis Agirhklar::

Sag ve sol testis agirliklari, gruplar arasinda karsilastirildiginda herhangi bir fark

gozlenmedi. Sol testis agirliklarinda bir miktar azalma goriilmesine ragmen istatiksel

olarak anlamli degildi (p>0,05) (sekil 4.3).
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4.1.3.Epididimal Sperm ve Motilite Hesaplanmasi:

Sperm motilitesinin karsilastirilmasi i¢in epididimisin kauda kismindan alinan sperm
ornekleri mikroskop altinda sayilarak yiizdeleri alindi. Kontrol ve sham gruplar1 arasinda
bir anlamli bir fark goriilmezken varikosel grubunda dramatik bir diisiis gozlendi

(p<0,0001) (sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sperm motilitelerinin (%) degerlendirilmesi (****; p <0,0001)
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4.2. Varikosel Sonucu Seminifer Tiibillde Meydana Gelen Bozulmalarin

Histokimyasal Incelemesi

Hematoksilen ve Eozin ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendi.
Kontrol, sham ve deney gruplarina ait kesitler evreleme yapilarak spermatogenik
dizideki hiicrelerin yapilar1 incelendi. Kontrol ve sham grubuna ait seminifer tiibiil
epitel gorlinlimleri normal yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.5).Varikosel gruplaria ait
testis kesitleri incelendiginde; kontrol grubundan farkli olarak, hiicre bagh hiicreler arasi
ayrilmalar, evre bagimsiz sekilde polaritelerini kaybetmis elongoid spermatidler (Sertoli
hiicresine daginik tutulum), bazal laminaya ulasamamis fagozomlar ve oldukca fazla
sayida tiibiilde goriilen liimene dokiilmiis germ hiicreleri goze carpti. Diger yandan
morfolojik bozukluklarin yaninda apoptoza yonelmis pignotik ¢ekirdekli spermatidler ve

cok cekirdekli polimorfik dev hiicreler de dikkat cekti (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.5. Kontrol ve Sham Grubu Seminifer Tiibiil Hematoksilen & Eozin Boyanmasi a. Kontrol grubu,
200X goriitiintiisii al. Kontrol grubuna ait evre V seminifer tiibiilii (400X) a2. Kontrol grubuna ait evre
VIII seminifer tiibiilii (400X) b. Sham grubu, 200X goriintiisti (Skala bar: 50 pm)

40



Hematoksilen & Eozin Boyanmasi,

kesitlerinin

18

testi

1t

ikosel grubundan farkli sicanlara ai

Sekil.4.6. Var

50 um)

(Skala bar

i

100X Goriitiiniiler

41



EVRE IX

EVRE VIII

Sekil 4.7. Varikosel grubuna ait Seminifer Tiibiil, Hematoksilen & Eozin Boyanmasi, 400X Goriintiileri a.
Evre IX seminifer tiibiilii al. Bir dnceki evrede limene dokiilmesi gerekirken dokiillememis spermatidler
(koseli parantez), pignotik ¢ekirdekli (basamak 9) spermatidler (ok basi), ¢ok cekirdekli polimorfik dev
hiicre (ok) a2. Bazal laminaya konumlanmas1 gerekirken farkli lokalizasyonlarda bulunan fagozomlar (ok)
b. Evre V seminifer tiibiili bl. Bazal laminaya 90 derecelik dik agiyla tutunamayan polaritelerini
kaybetmis elongoid spermatidler (kdseli parantezler) b2. Lokalizasyonlart bozulmus spermatik hiicreler,
liimene dokiilen germ hiicreleri (oklar), epitel igerisinde ayrilmalar (ok basi) e. Evre VIII seminifer tiibiili
cl. pignotik ¢ekirdekli (basamak 8) spermatid (ok), epitel igerisinde ayrilmalar (ok basi) c2.
Lokalizasyonlart bozulmus seminifer epitel, limene dokiilen germ hiicreleri (koseli parantez), bazal
laminaya 90 derecelik dik agryla tutunamayarak yatay pozisyonda konumlanan, polaritelerini kaybetmis
elongoid spermatidler (oklar) (Skala bar: 50 pm)
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4.3. Western Blot Bulgular:

Tez projemizde bulunmamasina ragmen; deneysel varikosel modelinin olustuguna dair
daha saglam, ek kanitlar sunmasi adina, literatiirde varikosel ile birlikte artig gosterdigi
bilinen Aktif (Cleaved) kaspaz 3 ve INOS proteinlerin degisimleri Western Blot ydntemi
ile incelendi. Aktif kaspaz-3’iin protein miktari, kontrol ve sham gruplar1 arasinda
anlamli bir fark gozlenmezken varikosel gruplarinda hem kontrol grubuna (**;
p=0,0016) hem de sham grubuna (***; p=0,0003) gbére anlamli dercede artig goriildii
(Sekil. 4.8.A). iNOS’ta ise kontrol ve sham gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken,
varikosel gruplarinda kontrol grubuna (*; p=0,0135) ve sham grubuna (***; p=0,00006)

gore protein miktarlarinin anlaml dercede arttig1 goriildii (Sekil 4.8.B).
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Sekil 4.8 A. Aktif Kaspaz-3 proteini seviyesinin Western Blot analizi sonuglar1 (**; p=0,0016, ***;
p=0,0003). B. INOS protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglar1 (*; p=0,0135, ***; p=0,0006). B-
Aktin pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Vangl 2’nin protein seviyeleri degerlendirildiginde, kontrol ve sham gruplar1 arasinda
anlamli bir fark bulunmazken varikosel ile birlikte bu seviyenin diisiis gosterdigi goriildii

(¥%%%; p<0,0001).
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Sekil 4.9. Vangl 2 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglari (****; p<0,0001). B-Aktin pozitif
kontrol olarak kullanilmstir.
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Bir diger polarite proteini olan PAR 6’nmin protein seviyesinin kontrol ve sham
gruplarina gore varikosel grubunda bir azalis sergilemesine ragmen bu azalma orani

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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Sekil 4.10. PAR 6 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglari. B-Aktin pozitif kontrol olarak
kullanilmastir.
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Scribble’in protein miktarlar1 incelendiginde, kontrol ve sham gruplar1 arasinda anlaml
bir fark goriilmedi. Bu seviye varikosel gruplarinda ise ciddi bir diisiis sergiledi (***;

p=0,0008).
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Sekil 4.11. Scribble protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglar1 (***; p=0,0008). -Aktin pozitif
kontrol olarak kullanilmstir.
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Total testis dokusundan hazirlanan lizatlarin ayrilan siipernatant kisimlar ile yapilan
Western Blot sonuglarinda, F aktin seviyesinin gruplar arasinda bir fark sergilemedigi

gozlendi (p>0.05).
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Sekil 4.12. F aktin protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglari. Gliseraldehit-3 fosfatdehidrogenaz
(GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanilmgtir.
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Kan testis bariyerinde goérev alan adezyon molekiillerinden ZO-1’in varikosel ile
degisimi incelendiginde kontrol ve sham gruplari arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.
Varikosel grubunda ise hem kontrol (**; p=0,0017) hem de sham grubuna (**;
p=0,0021) kiyasla protein seviyesinde, belirgin diisiis goriildii.
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Sekil 4.13. ZO-1 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglari. Gliseraldehit-3 fosfatdehidrogenaz
(GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanilmgtir.
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Bir diger adezyon molekiilii, N kaderin’in protein seviyeleri karsilastirildiginda kontrol
ve sham arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Buna karsin varikosel gruplarinda protein
miktarlarinin, kontrol (**; p=0,0020) ve sham (***; p= 0,0006) gruplarina gére anlaml

bir seviyede azaldig1 gézlendi.
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Sekil 4.14. N Kaderin protein seviyesinin Western Blot analizi sonuglari. Gliseraldehit-3
fosfatdehidrogenaz (GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanilmstir.
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4.4. Ciftli Inmunflouresan Bulgular

Her bir polarite proteini iligkili oldugu bilinen F-aktin, Zonula Okludens ve N-kaderin
ile ko-lokalizayonlarmi  gostermek i¢in ¢ifli immunflouresan boyanmalar
gerceklestirildi. Buna ek olarak, germ hiicrelerinin dizilisindeki farkliliklar1 daha net
gostermek amaciyla, yalniz hiicre niikleuslarmin gosterildigi DAPI (beyaz) boyanmasi

ile bir panel de hazirland: (Sekil 4.15).

KONTROL VARIKOSEL

EVRE VIII

EVREV

Sekil 4.15. a-al; Kontrol (100X ve 200X), b-b1; Varikosel (100X ve 200X). c-d-e; Evre VIII tiibiillere ve
cl-dl-el; Evre V tiibiillere ait 400X goriintiiler (Skala bar: 200 um)
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4.4.1.Vangl 2 ve F Aktin Ciftli Immunfloresan Boyanmasi:

Vangl2 proteininin yerlesimi, ozellikle ge¢ evre VII ve evre VIII’de spermatidlerin
Sertoli hiicresine tutundugu apikal ektoplazma &zellesmelerde ve kan-testis bariyerini
olusturan bazal ektoplazma Ozellesmelerde F-aktinle birlikte lokalizasyonlari
immunofloresan yontemi ile gosterildi (Sekil 4.16). Her iki proteinin sham grubundaki
lokalizyonlarinda bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.16.b-b2). Buna karsin varikosel
grubunda apikalde spermatidlerin baslarinda ve bazal ektoplazmik 6zellesmelerde,
lokalizyonlarin yer yer kayboldugu ve daginik bir yerlesim sergiledigi gozlendi (Sekil
4.16.A.c-c2 ve Sekil 4.16.B.b-b2). Ayrica ge¢ evre VII / evre VIII’de spermatidlerin
Sertoli hiicresine dogru bir sekilde tutunamadigi, polaritelerini kaybettikleri ve liimene

dokiilmeleri dikkat ¢ekti (Sekil 4.16.B.b2).
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Sekil 4.16. Vangl 2- F aktin ¢iftli immunfloresan, evre VIII tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Vangl2;
kirmizi-PE, F aktin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) A. a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-cl-c2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. B. Kontrol ve varikosele ait ayni fotograflarin
yakinlastirilmastyla olusturulmustur. Kontrol grubunda (a-al-a2) apikal ektoplazmik 6zellesmeler; koseli
parantez ile bazal ektoplazmik 6zellesme — KTB; oklar ile gosterildi. Varikosel grubunda (b-b1-b2) ise
polaritelerini kaybetmis spermatidler okla gosterildi. (Skala bar: 50 pm)

4.4.2. Kan-Testis bariyerinde Vangl 2’nin, ZO-1 ve N Kaderin ile Ciftli

Immunfloresan Bulgulari:

Bazal ektoplazmik oOzellesmeler icin oOzellikle evre V’de kan-testis bariyerine ait
adezyon molekiilleriyle birlikte Vangl2 ifadeleri incelendi. Ilk olarak Vangl2 ile ZO-1’in
birlikte lokalizasyonlar1 sekil 4.17°de gosterildi. Evre V’de Vangl2’nin bazal
ektoplazmik 6zellesmelerde yer almasinin yaninda bazal laminaya yakininda bulunan
basamak 17 spermatidlerde de ekpresyonunun giiclii oldugu dikkat c¢ekti (sekil 4.17.a-
a2). Vangl2’nin konrol ve sham gruplarinda benzer ifadeler sergilerken varikosel
grubunda hem bazal ektoplazmik Ozellesmelerde hem de spermatid baslarinda
ekspresyonlarin oldukca azaldigi, neredeyse kayboldugu dikkat ¢ekti. Bununla birlikte
elongoid spermatidlerin liimene gelisigiizel dagildig1 gézlendi (sekil 4.17.c-¢c2).
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ZO-1 ‘in lokalizayonlar1 kontrol ve sham gruplarinda tek sira halinde, tim tiibiilde
pakiten spermatidlerin altinda, bazal laminaya paralel seyretti (sekil 4.17. al, bl).
Varikosel grubunda bu ifadenin epitelin iglerine dogru dagilmalar seklinde,
spermatidlerin {izerinde lokalizasyonlar gosterdi (sekil 4.17.c1). Bu durum varikosel
grubunda kan-testis bariyerinin iglevini yitirdigini agik¢a ortaya koydu. Buna baglh
olarak ayni grupta germ hiicrelerinin liimene dokiildiigii ve seminifer epitelde ciddi

bozulmalar oldugu gozlendi (sekil 4.17.¢c-c1)
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Sekil 4.17. Vangl2 — ZO-1 ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Vangl2; kirmizi-
PE, ZO-1; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI). a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-cl-
¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. a ve b’de Vangl2’nin spermatid baslarindaki ekspresyonlar sar1
ok ile gosterilmistir. e1’de ZO-1’in lokalizasyonlarindaki dagilmalar parantez ile belirtilirken liimene
dokiilen germ hiicreleri etrafinda ki ZO-1 ifadesi ok basi ile gosterildi. ¢2’de ise liimene dagilan,
polariteleri bozulmus spermatidler ok ile gosterildi. (Skala bar: 50 pm)
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Kan-testis bariyerinde gorev alan bir diger protein olan N kaderinin, Vangl2 ile birlikte
lokalizasyonlar1 evre V tiibiillerde incelendi (Sekil 4.18.). Kontrol ve sham gruplarinda
lokalizasyonlar, kan-testis bariyeri boyunca goriiliirken varikosel grubunda epitelin
iclerine dogru dagilmalar seklinde gozlendi (sekil 4.18 al, b1, c1; parantez). Vangl2
lokalizasyonlarinda da ciddi sekilde bozulmalar goriildii (Sekil 4.18.c).
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Sekil 4.18. Vangl2 — N Kaderin ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Vangl2;
kirmizi-PE, N kaderin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI). a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-cl-c2; Varikosel grubuna ait goriintilerdir. al-bl-cl; Tiibiil igerisinde N kaderin
lokalizasyonlarinda ki dagilim parantez ile gosterildi. (Skala bar: 50 um)
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4.4.3. Par 6 ve F aktin Ciftli Imnmunfluoresan Boyanmasi:

Bir diger polarite kompleklesini temsil etmesi agisindan Par 6’nin evre VIII ve evre V
tiibtillerde ifadeleri incelendi (Sekil 4.19,20). Kontrol gruplarinda, Par 6, evre VII-
VIII’de yok denilecek kadar diisiikk bir seviyede gozlendi (Sekil 4.19.a). F-aktinle
birlikte her iki proteinin sham grubundaki lokalizasyonlarinda bir degisiklik gdzlenmedi
(Sekil 4.19.b-b2). Varikosel grubunda da Par 6’nin ekspresyon seviyesinde degisim
goriilmedi (Sekil 4.19.c). Bununla birlikte F aktin’in lokalizayonlarinda degisimler ve
bozulmalar gozlendi. Vangl2 goriintiilerinde oldugu gibi tiibiil liimenlerine dokiilmeler

ve epitel dizisinde bozulmalar dikkat ¢ekti (Sekil 4.19.c-c2).
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Sekil 4.19. PAR 6 - F aktin ¢iftli immunfloresan, evre VIII tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (PAR 6;
kirmizi-PE, F aktin; yesil-FITC ve niikleuslar, mavi-DAPI) a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. (Skala bar: 50 um)
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Par 6’nin evre VIII tiibiillerindeki diisiik ekpresyonun ardindan evre V tiibiillerindeki
ifadesi degerlendirildi (Sekil 4.20). Oldukga belirgin diizeyde eksprese olan Par 6’nin, F
aktinle birlikte lokalizasyon gostererek hem spermatid baglarinda hem de bazal
ektoplazmik 6zellesmelerde konumlandig: goriildi (Sekil 4.20.a-a2). Kontrol ve sham
gruplarinda spermatidlerde ve epitel diizeninde herhangi bir degisiklik goriilmemesine
ragmen varikosel gruplarinda, iki proteinin de ekspresyonlarinin lokalizasyonlarinda ve

seviyelerinde farkliliklar gozlendi (Sekil 4.20. a-c2).
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Sekil 4.20. PAR 6- F aktin ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (PAR 6; kirmizi-
PE, F aktin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-
¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. al ve a2 ‘de uzayan spermatidler ile birlikte konumlanan Par 6 ve
F aktin (ok). €2’de liimene dokiilen uzayan spermatidler ve germ hiicreleri (daire). (Skala bar: 50 pm)
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4.4.4. Kan-Testis bariyerinde PAR 6’mmn ZO-1 ve N Kaderin ile Ciftli

Immunfloresan Bulgulari:

Testis dokusunda, bazal ektoplazmik alanlarda lokalize oldugu bilinen Par 6‘nin evre
V’te kan-testis bariyerini olusturan adezyon molekiilleriyle birlikte lokalizasyonlari
degerlendirildi (Sekil 4.21,22). Par 6 ve ZO-1’in lokalizasyonlar1 incelendiginde;
basamak 17 spermatidlerdeki ekpresyonlarin varikosel gruplarinda kayboldugu goriildii
ayn1 zamanda epitel icerisindeki dokiilmeler ve germ hiicre kayiplar1 sebebiyle ZO-1’in

liimen icerinde de ekspresyonlarina rastlanildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. PAR 6 — ZO-1 ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (PAR 6; kirmizi-
PE, ZO-1; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-¢2;
Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. al, b1 ve c1’de ZO-1’in epitel icerisindeki dagilimlar1 (parantez). ¢’

de limen igerisine dokiilen germ hiicreler (daire). ¢1’de liimen igerisinde goriilen ZO-1 ekspresyonlart
(ok). (Skala bar: 50 pm)
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N kaderin ifadesinin kontrol ve sham gruplarindan farkli olarak bazal kompartmanda
dramatik bir sekilde azalarak, dokiilen germ hiicrelerle birlikte liimen igerisinde gozlendi
(Sekil 4.22.c1; ok). Par 6’nin bozulan lokalizasyonlarin yaninda bazal ektoplazmik
Ozellesme proteini olan N kaderin’in de bozulmasi, epitel igerisindeki diizenin ortadan

kalktigini ortaya koymustur (sekil 22.c-c2).
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Sekil 4.22 PAR 6 - N Kaderin ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (PAR 6;
kirmizi-PE, N Kaderin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-cl-c¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir.cl’ de bazal kompartmanda goriilmezken liimen
icerisinde goriilen N kaderin ekspresyonlar1 (ok). (Skala bar: 50 pm)

59



4.4.5. Scribble ve F aktin Ciftli Imnmunfluoresan Boyanmasi:

Kontrol ve sham gruplarina ait evre VIII tiibiiller incelendiginde 6zellikle apikal ve
bazal ektoplazmik 6zellesmelerde birlikte lokalize olduklar1 goriildii (sekil 4.23.a-b2).
Varikosel gruplarinda ise her iki proteine ait ekspresyonlarin daginik bir sekilde bagka
bolgelere yayildigi ve bununla birlikte seminifer epitel diizeninin bozuldugu gozlendi

(sekil 4.23.c-c2).
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SCRIBBLE BIRLESTIRILMIS / DAPI
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Sekil 4.23. Scribble - F aktin ¢iftli immunfloresan, evre VIII tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Scribble;
kirmizi-PE, F aktin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) A. Ust panelde gosterilen a-al-a2; Kontrol
grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-cl-¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. c¢1’de liimene ddokiilen
hiicreler kesikli parantez ile gosterildi. B. Alt panel ise kontrol ve varikosele ait ayni fotograflarin
yakinlastirilmastyla olusturulmustur. Kontrol grubunda (a-al-a2) Bazal ektoplazmik 6zellesme — KTB,
parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) ise limene dokiilen hiicreler ve polaritelerini kaybetmis
spermatidler okla gosterildi. (Skala bar: 50 um)
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Evre V tiibiilleri incelendiginde kontrol gruplarinda Scribble’in kan-testis bariyerinde
belirgin ekspresyonu dikkat ¢ekerken varikosel grubunda bu lokalizasyonun neredeyse
kayboldugu goriildii (Sekil 4.24. a,b,c). Ayrica varikosel gruplarinin epitellerinin yer
yer, tamamen dokiildiigii bolgelere rastanildi (Sekil 4.24. ¢2,¢3,c4).

SCRIBBLE BIRLESTIRILMIS / DAPI

SHAM KONTROL

VARIKOSEL

Sekil.4.24. Scribble- F aktin ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Scribble;
kirmizi-PE, F aktin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-c1-¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. a-al-a2’de kan-testis bariyerin boyunca devam eden
ekspresyonlar, parantez ile ; b-b1-b2’de uzayan spermatidlerde goriilen ekspresyonlar ok ile ; ¢’de limene
dokiilen hiicreler ise kesikli daire ile gosterildi. ¢2’de bazal membranin iizerindeki epitelin tamamen
dokiildiigii bolgeler (kesikli dikdortgen) , €3 ve c4’de yakinlastirilmis sekilde gosterildi. (Skala bar: 50
pm)
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4.4.6. Kan-Testis bariyerinde Scribble’in ZO-1 ve N Kaderin ile Ciftli

Immunfluoresan Bulgular:

Scribble, kontrol ve sham gruplarinda bazal ektoplazmik 6zellesmeler boyunca ZO-1 ile
ko-lokalize olduklar1 goriildii (Sekil 4.25.A.a-b2). Varikosel gruplarinda bu birlikteligin
neredeyse kayboldugu dikkat ¢ekti. Ayn1 grupta seminifer epitelin yiiksekliginin yer yer

degistigi ve bazal membrandan ayrildigi goriildi (Sekil 4.25.A.c-c2 ve Sekil 4.25.B.b-
b2).
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Sekil.4.25. Scribble — ZO-1 ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Scribble;
kirmizi-PE, ZO-1; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) A. a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-cl-c¢2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. c-c2’de tiibiil igerisinde farkli seviyelerde liimene
ulasan  epitel gruplari (turuncu ve yesil ok) B. Kontrol ve varikosele ait ayni goriintilerin
yakinlastirilmastyla olusturulmustur. Kontrol grubunda (a-al-a2) Bazal ektoplazmik 6zellesme — KTB,
parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) ZO-1 ifadelerinin epitelin igerisine dogru dagildig: ve epitelin
diizensiz hale geldigi gozlendi. (Skala bar: 50 um)

VARIKOSEL
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N kaderin ve Scribble lokalizasyonlar1 kontrol ve sham gruplarinda bazal ektoplazmik
ozellesmeler boyunca seyretti. (Sekil 4.26.a-b2). Varikosel gruplarinda bu ekpresyonlar
gozle giirliniir bir azalma sergilerken epitel diizeninde dikkat ¢ekici bozulmalar gozlendi.
Seminifer epitelin yiiksekliginin yer yer degismesinin yaninda bazal membrandan
tamamen kopmus hiicre gruplar1 ve polariteleri bozulmus spermatidler, tiibiil igerisinde

gelisi giizel bir dagilim gosterdi. (Sekil 4.26.A.c-c2 ve Sekil 4.26.B.b-b2).
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Sekil.4.26. Scribble — N Kaderin ¢iftli immunfloresan, evre V tiibiillerine ait 400X goriintiiler. (Scribble;
kirmiz1-PE, N Kaderin; yesil-FITC ve niikleuslar; mavi-DAPI) A. a-al-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham
grubu, c-cl-c2; Varikosel grubuna ait goriintiilerdir. c-c1’de Bazal memran ile baglantisi tamamen
ayrilmis epitel gruplart kesikli dikdortgenlerle; c2’de, epitelin tamamen dokildiigii bolgelerde bazal
membranin yakinlarinda gelisi glizel dagilan elongoid spermatidler (ok) B. kontrol ve varikosele ait ayn
fotograflarin yakinlasgtirilmasiyla olusturulmustur. Kontrol grubunda (a-al-a2) Bazal ektoplazmik
ozellesme — KTB, parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) dokiilen epitelde polariteleri bozulmus
spermatidler beyaz ok (b1); Epitelin igerisine dogru dagilan N Kaderin ekspresyonlari turuncu ok (b2) ile
gosterildi. (Skala bar: 50 pm)
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5. TARTISMA

Varikosel, erkek infertilitesinin en yaygin sebebi olarak tanimlanabilir (Damsgaard ve
ark., 2016; Clavijo ve ark., 2017). Son yillarda varikosel ile erkek infertilitesi arasindaki
baglantt hakkinda, oOzellikle germ hiicrelerinde oksidatif stres, apoptotoz gibi
patomekanizmalara iliskin bir¢ok molekiiler ¢alismalar ortaya ¢ikarken, mekanizmasi
hala tam olarak aydinlatilamamistir (He ve ark., 2019). Cogu calisma genel hatlariyla
varikosele, “Viicuttaki antioksidanlar ve serbest oksijen radikalleri (SOR) arasindaki
dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikan oksidatif stres, spermatozoalarda hasara yol acar,
devaminda infertiliteye sebep olabilir” seklinde bir diisiinceyle yaklagmaktadir (K.
Zhang ve ark., 2016; Foroozan-Broojeni ve ark., 2019). Diger yandan germ hiicreleri
tizerindeki etkisine bakildiginda, varikoselle artan oksidatif stresin ve apoptozun
spermatogenezde bozulmalara yol actifi da bilinmektedir. Biz de bu calismamizda
varikosel ile artan oksidatif stresin, Sertoli hiicresinin ultrastriiktiirii lizerinde sebep

oldugu bozukluklara odaklanarak spermatogenez siirecindeki etkilerini inceledik.

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, memelilerde, fizyolojik spermatogenez i¢in
gereklidir. Apoptozun, homeostazi koruyarak Sertoli ile germ hiicreleri arasindaki
dengeyi diizenledigi diisiiniiliir (Said ve ark., 2004). Varikoselde apoptozun arttigini
vurgulayan birgok c¢aligma bulunmaktadir (Simsek ve ark., 1998; Bargawi ve ark.,
2004). ROS gibi birgok stres faktoriiniin apoptozu tetiklendigi bilinmektedir (Thompson,
1995).

Calismamizda oncelikle, uygulanilan deneysel varikosel modeli sonucunda artan reaktif
oksijen tiirleri ve apoptotik ortam hakkinda bilgi vermesi acisindan Aktif kaspaz-3 ve
INOS miktarlar1 incelendi. Her iki belirtecin protein miktarlarinda varikosel grubunda,
kontrol ve sham gruplaria gore anlamli bir artis goriildii. Varikosel grubunda artan aktif
(cleaved) kaspaz-3 (Yoon, 2013; Zhao ve ark., 2019) ve INOS (Santoro ve ark., 2001;

Mazhari ve ark., 2018) daha 6nceki yapilan ¢alismalarin bulgulari ile de uyumludur.

Ayni zamanda varikosel modelinin olusturulmasindan 13 hafta sonra, olusturulan

varikosel modelinin basar1 durumu spermatik ven c¢apimin 6l¢iimii, epididimal sperm
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motilite hesaplanmasi, sag ve sol testis agirliklarina bakilarak analiz edildi. Varikosel
grubunda, sol spermatik ven ¢apinda anlamli bir artis gézlenirken, testis agirliklarinda
bir fark gozlenmedi. Varikoselin dnemli sonuglarindan olan epididimal sperm motilitesi
gruplar arasi karsilastirildiginda varikoselli hayvanlarin motilitelerinde anlamli bir diistis

gozlendi.

Memeli testisinde gelisen germ hiicreleri, Ozellikle uzayan/uzamis spermatidler ve
Sertoli hiicreleri, kemirgenlerde ve insanlarda spermatogenezin seminifer epitelyal
dongiisti boyunca dikkate deger hiicre polaritesi sergiler (De Kretser ve Kerr, 1994; C.
Cheng ve ark., 2015). Ornegin tiim uzayan spermatidlerin baslar1 bazal membrana,
kuyruklar1 ise tiibiil liimenine bakmasi ya da Sertoli hiicresine ait ¢ekirdegin, Golgi
aparatinin, bazal ektoplazmik 6zellesmelerin bazal membrana neredeyse bitisik olmasi
(Clermont ve ark., 1987; De Kretser ve Kerr, 1994; Hermo ve ark., 2010; Gao ve Cheng,
2016) tesadiifi olmaylp tamamen spermatogenez siirecinin alt yapisini olusturan
mimarisel diizenlenimlerdir. Bu kat1 yerlesim, ¢ok sayida gelismekte olan spermatik
hiicrelerin, fonksiyonel olarak sabit sayida bulunan Sertoli hiicre popiilasyonu tarafindan
desteklenebilmesi agisindan bir diizen saglar (Sharpe ve ark., 2003; Hermo ve ark.,

2010; Wen, Mruk, ve ark., 2018).

Testis dokusunun rutin Hematoksilen ve Eozin boyanmasi ile gerceklestirilen morfolojik
degerlendirmelerimize gore; kontrol grubuna ait seminifer tiibiil goriintiileri normal
yapida gozlenirken, varikosel grubuna ait testis dokusunda, Evre IX tiibiillerde; bir
onceki evrede liimene dokiilmesi gerekirken dokiilememis uzamig spermatidler ve
pignotik ¢ekirdekli basamak 9 spermatidler gozlendi. Ayrica bazal kompartmanlarda ¢ok
cekirdekli polimorfik dev hiicreler de bulunmaktaydi. Evre VIII tiibiillerde ise;
fagozomlarin bazal kompartmana iletilmesi gerekirken epitelin farkli lokalizasyonlarda
bulunduklarma rastlanidi. Evre V seminifer tiibiilii ; Bazal laminaya 90 derecelik dik
actyla tutunamayan polaritelerini kaybetmis elongoid spermatidler ve lokalizasyonlari
bozulmus seminifer epitel hiicreleri, liimene pul pul dokiilen germ hiicreleri, epitel
icerisinde ayrilmalar gozlendi. Bunlar diginda tamamen epitel diizeninin bozuldugu ve
bazal membrandan ayrilmalarin oldugu birgok tiibiil dikkat ¢ekti. Varikoselli tiibiillerde

goriilen tim bu bozukluklar (fagozomlarin taginamamasi, spermatidlerin bas/eksen
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polaritelerinin kaybetmesi, germ hiicrelerinin Sertoli hiicrelerine tutunamayip
dokiilmeleri vb.) polarizasyon eksikligini isaret etmektedir. Bulgularimiz, seminifer
epiteldeki yapisal elemanlarin disfonksiyonu sonucuyla ortaya ¢ikan polarite
bozukluklarini ifade eden daha onceki calismalarla uyumlu goéziikmektedir (N. Li ve

ark., 2015).

Seminifer tiibiil igerisinde birden ¢ok hiicrenin tiim bu sistematik ve dinamik
organizasyondan sorumlu olan ii¢ polarite kompleksinin ve iletisimde oldugu yapisal
proteinlerin birlikte kusursuz bir sekilde ¢alismasi spermatogenez agisindan hayati 6nem
tagimaktadir. Bu komplekslerin yaninda ilk olarak 2016’da diizlemsel hiicre proteinleri
olarak adlandirilan Vangl2/Pk kompleksinin de, Sertoli ve spermatik hiicrelerin

polarizasyonundan sorumlu oldugu tanimlanmistir (Chen ve ark., 2016).

Vangl2'nin in vivo olarak susturulmasi (Knockdown-KD) sonucunda, spermatidlerin
diizlemsel hiicre polaritelerinin bozulmasinin yani1 sira mayoz siireclerinde goriilen
bozulmalar da biiyiik dl¢lide dikkat ¢ekmistir. Evre XIV tiibiillerinde mayoz boliinmesi
neredeyse %50 azaldig1 gozlenmistir. Ozellikle germ hiicrelerinin, liimene pul pul
dokiilmesi, spermatid-Sertoli tutulumunda ©nemli bozulmalar oldugunu ortaya

koymustur (Chen ve ark., 2016).

Calismamiza ait bulgularda, varikosel ile birlikte Vangl2’nin protein miktarinda anlaml
bir azalis oldugu gozlendi. Bu azalma, varikoselde meydana gelen uzamig spermatidlerin
bas-kuyruk eksenlerinin bozularak gelisigiizel hizalanmasini ve liimene zamansiz
dokiilmelerini agiklar niteliktedir. Yapilan bir diger ¢calismada, Vangl2'nin susturulmasi
(knock-down, KD) sonucunda diizlemsel hiicre polaritesinin bozulmasiyla birlikte
mikrotiibiil ve F aktin bazli organizasyonunu bozarak spermatogenezde kusurlara yol

actig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2018).

Vangl2 ve F aktin ile yapmis oldugumuz ¢iftli immunfloresan boyanmada, kontrol ve
sham dokularinda hem apikal hem de bazal ektoplazmik 6zellesmelerde birlikte lokalize
olduklarmni fakat varikosel gruplarinda bu yapilarin bozuldugu goézlemledik. Evre
VIII’de spermatidlerin aktin tabanli-apikal ektoplazmik 06zellesmelerinin varikosel

sonras1t dagildigi ve spermlerin polarizasyonlarint kaybettigi goriildii. Total testis
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dokularindan hazirlanan lizatlarin supernatantlarinda yapilan western blot sonuglarinda
F aktin miktarinda degisiklik gézlenmedi. F aktinin, bir kit “Actin Spin-Down Assay “
yardimiyla kademeli ¢cokeltme ile G aktinden ayrilarak 6lgiildiigiinde gruplar arasi protein

degisimi hakkinda daha saglikli bilgi almabilir.

Spermatogenez sirasinda gelisen germ hiicreleri, 0zellikle kendi baslarina hareketsiz
hiicreler olan post-mayotik spermatitler, spermiyogenez sirasinda tiim seminifer epitel
boyunca tasinmalidir, bdylece tamamen gelismis spermatidler (yani, spermatozoa)
limen kenarinda siralanir ve apikalde epitel dongiisiiniin VIII evresinde spermiasyonda
salinmalar1 i¢in hazirlanir (R. A. Hess ve Renato de Franca, 2008; C. Y. Cheng ve Mruk,
2010b; O'Donnell ve ark., 2011). Germ hiicreleri, epitel dongiisli sirasinda seminifer
epitel boyunca taginabilmeleri i¢in destek saglamak iizere Sertoli hiicrelerine, 6zellikle
de Sertoli hiicrelerindeki aktin ve mikrotiibil (MT) bazli hiicre iskeletlerine
giivenir (O'Donnell ve O'Bryan, 2014; Tang, Lee, ve ark., 2016; Tang, Mruk, ve ark.,
2016; Wen ve ark., 2016). Varikosel de karsimiz c¢ikan tabloda, F aktin’in
lokalizasyonlarinin diizensizlestigi hatta yer yer kayboldugu goziikmektedir. Sertoli
hiicresinin yapisin1 olusturan temel proteinlerin basinda gelen F aktinin gerek apikal
EO’leri gerekse kan-testis bariyerini olusturan bazal EO’leri destekleyememesi

seminifer epitelde ciddi hasarlara neden oldugu agiktir (Wen, Li, ve ark., 2018) .

Spermatogenez acisindan en biiyiik tehlikelerden biri de kan-testis bariyerinin
bozulmasidir. Bazal EO, spermatogenez igin 6zel bir mikrogevresel ve bagisiklik
bariyeri olusturan ve evre VIII'de preleptoten ve leptoten spermatositlerin zamaninda
gecisine izin veren siki baglantilarla (TJ'ler) ve bosluk baglantilariyla birlestirilmis kan
testis bariyerini (KTB) olusturur (Chen ve ark., 2016). Vangl2’nin, KTB/bazal EO'de
lokalize oldugu bilinmektedir. Ozellikle epitel dongiisiiniin V-VI evrelerinde KTB'de
bulundugu ve hiicre-hiire ara yiiziinde TJ proteini olan ZO-1 ve bazal EO proteini N
kaderinle ko-lokalize olduklari, 2016 yilinda C.Yan Cheng ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmigtir. Varikoselli dokularda lokalizayonlarini1 karsilastirdigimizda, kontrol ve
sham kesitlerinde tek sira halinde, tiim tiibiilde pakiten spermatidlerin altinda, seyreden
Z0O-1 ve N kaderin ifadelerinin, yer yer azaldig1 ve epitelin i¢lerine dogru dagilmalar

seklinde, spermatidlerin iizerinde lokalizasyonlar gdosterdikleri dikkat cekti. Bunun
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yaninda protein miktarlar1 degerlendirildiginde, varikosel ile birlikte hem N kaderin hem
de ZO-1’in seviyelerinde azalma gozlendi. Elde edilen bu veriler, kan-testis bariyerinin
islevini yitirdigini agik¢a ortaya koydu. Buna bagl olarak germ hiicrelerinin limene

dokiildiigii ve seminifer epitelde ciddi bozulmalar oldugu gozlendi.

TJ'ler ve aktin bagimli ektoplozmik 6zellesmeler arasinda siki bir fonksiyonel ve yapisal
baglanti bulunmaktadir, TJ dinamiklerinin efektdrleri ayni zamanda dogrudan veya
dolayli bir sekilde hareket ederek ektoplazmik Ozellesme dinamiklerinin (6rnegin
hormonlar ve sitokinler) modiilatorleri olarak kabul edilir (L. Zhang ve ark., 2021).
Hormonlara ve sitokinlere ek olarak nitrik oksidin (NO) son zamanlarda testiste bir TJ
diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. Testisteki NO/soluble Guanilat Siklaz/ cGMP/
Protein kinaz G sinyal yolu araciligryla TJ-integral membran proteini olan okludinin
seviyesini azaltarak TJ bariyerinin agilmasini diizenlendigi bildirilmistir. (16) Bununla
birlikte, nitrik oksit/nitrik oksit sentazin (NO/NOS) testis de dahil olmak iizere bir¢ok
organda ve spermatogenezde epitel bariyer fonksiyonundaki onemli roliinii agikca
vurgulanmistir (Lee ve Cheng, 2004). NO seviyesinin, ektoplazmik 6zellesmelerin ve TJ
proteinlerinin tizerindeki etkileri diisiiniildiigiinde yiiksek seviyede NO artis1 gozlenilen
varikoselli dokularda N kaderinin ve ZO-1’in seviyesinin azalmasini agiklamaktadir.
2021°de yapilan bir arastirmada, ¢alismamizla uyumlu olarak, Ca*? bagimli N kaderinin

protein seviyesinin varikosel ile azaldig1 gosterilmisti (L. Zhang ve ark., 2021).

Diger yandan baska bir ¢aligmada ise varikosel gruplarinda N kaderin’in mRNA
seviyesinde azalig gozlenirken, ZO-1 seviyesinin artig1 gosterilmistir (Oh ve ark., 2016).
Bizim ¢alismamizda ise ZO-1’in protein miktarmin varikosel gruplarinda azaldigi

yondedir.

Bu calismada PAR, CRB ve Scribble bazli protein modiillerini igeren polarite protein
kompleksleri arasindan kan-testis bariyeri lizerinde zit etkileri olan PAR ve Scribble
kompleksleri iizerine odaklandik. PAR kompleksini temsil etmesi adina PAR6
proteinini inceledigimizde tiim gruplarda evre VIII tubiillerde ekspresyonun neredeyse
yok denilecek kadar azaldigini gordiik. Buna karsin evre V tubiillerde ise ekspresyonun
oldukga artt1. Ozellikle kan-testis bariyeri ve basamak 17 spermatidin bas bélgelerinde
belirgin bir lokalizasyon gosterdi. Bu bulgularimiz literatiirle de uyusmaktayd: (Wong,
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Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve Cheng, 2009). Evre V’ten VIII’e kadar olan siiregte
apikal EO'de giiclii bir sekilde eksprese edilmesi epitel dongiisiiniin bu asamalarinda
spermatid polaritesini saglamak adina olabilir. Daha da Onemlisi, PAR6min
ekspresyonunun, evre VIII tiibiillerinde hem apikal hem de bazal EO/KTB'de yok
denecek kadar azalmasinin, spermin salinmasi ve kan testis bariyerinin agilmasi anina
denk gelmesi (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008) PAR6’nin bu hiicresel translokasyon
olaylariin kolaylastirabilecegini diisiindiirmektedir (L. Li ve ark., 2020).

Kontrol ve sham gruplarinda evre V’te her iki 6zellesmede de goriilen lokalizasyonlarin
varikosel gruplarinda belirgin bir sekilde kayboldugu gozlendi. Varikosel ile birlikte
azalan PARG6 ifadesine ragmen protein miktarlarina bakildiginda gruplar arasi anlaml

bir degisiklik goriilmedi.

PAR6’nin dzellikle bazal EO ‘de TJ ‘larm yakininda yer aldig1 bilinmektedir. ZO-1 ile
birlikte boyanmalarma baktigimizda PAR6’nin  varikosel grubunda azalan
ekspresyonlarinin yaninda epitel igerisindeki dokiilmeler ve germ hiicre kayiplar
sebebiyle ZO-1’in liimen icerinde de ifadelerine rastlanildi. Ayni zamanda N kaderin
boyanmalarinda, neredeyse bazal kompartmanda ekspresyon goézlenmezken liimen
icerisinde N kaderin ifadeleri gbzlendi. Bu durum varikoselin, kan-testis elemanlarinin
ekspresyonlarinin devam etmesine ragmen lokalizasyonlarindaki ciddi degisimler
sebebiyle bariyerin, fonksiyonel gorevini ortadan kaldirdigini agik¢a ortaya koydu.
Diger polarite kompleksi Scribble; Scribble, Lgl2 ve Dlgl proteinlerinden
olusmaktadir. Scribble ayni zamanda diizlemsel hiicre polaritesi (PCP) proteinidir
(Milgrom-Hoffman ve Humbert, 2018; Bonello ve Peifer, 2019) ve testiste Vangl2'ye
baglanir (L. Li ve ark., 2020) (Chen ve ark., 2016).

Calismamizda, Vangl2’de gorildigl gibi; varikoselli dokularda Scribble’in protein
miktarinda, anlamli derecede azalma gozlendi. F aktinle birlikte evre VIII tiibiillerde
hem uzamis spermatidlerde lokalize olurken hem de kan-testis bariyerinde loklizasyon
gosterdigi gozlendi. Varikoselde lokalizasyonlarin bozulmasiyla beraber liimene

dokiilen hiicreler ve polaritelerini kaybetmis spermatidler goriildii.
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Evre V tiibiillerde kontrol ve sham gruplarinda ozellikle kan-testis bariyerinde daha
belirgin Scribble - Faktin ifadesi gozlenirken varikosel gruplarinda ekspresyonun
azalmasma ile birlikte bazal membrandan kopmus epitel gruplar1i oldukca fazla
sayidaydi. Vezikiil trafiginde gorev aldigi bilinen Scribble’in ifadesi kontrolde, uzayan
spermatid baglarinda goézlenirken varikoselde yerini liimen igerisinde noktalar seklinde

ekspresyonlara biraktig1 gézlendi.

Scribble’in ZO-1 ve N kaderin ile birlikte lokalizayonlar1 incelendiginde, kontrol ve
sham dokularinda bazal kompartmanda birlikte lokalize olurken; varikoselde kan testis
elemanlarina ait ekspresyonlarin epitel iclerine dagildigim1 veya liimene dogru
uzandigin1 goriilmektedir. Epitel yiiksekliklerinde esitsizlik olan ve belirli bolgelerde

epitelin bazal membrandan tamamen koptugu tubiillerin varlig1 dikkat ¢ekti.

Tiim bu bulgularin yaninda literatiir, testiste bulunan polarite komplekslerinden PAR ve
CRB polarite kompleksleri birlikte kan-testis bariyerini destekleyici yonde calisirken,
Vangl2’nin ve Scribble protein kompleksi tam tersi yonde calismakta oldugunu
vurguluyor (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008; W. Su, Wong, ve ark., 2012; Chen ve ark.,
2016; Gao ve ark., 2016; L. Li ve ark., 2020). Bu ¢alismalar biri; Sertoli hiicrelerinde
Vangl2'nin RNAI tarafindan susturulmasi ile, bazal EO/KTB proteini N-cadherin ve TJ
proteinleri claudin 11 ve ZO-1'in Sertoli hiicre-hiicre arayiiziine TJ fonksiyonunu
arttirdig1 in vivo ve in vitro kosullarda gdsterdi (Chen ve ark., 2016). Diger bir in vitro
caligmada; Scribble/ Lgl2/ DIgl gen ii¢liisiiniin birlikte susturulmasi (triple knock-down)
isleminin olusturuldugu bir modelde, Sertoli hiicresinin, TJ temelli bariyer fonksiyonunu
daha da siki hale getirerek kan testis bariyerini destekledigi gézlenmistir (W. Su, Wong,
ve ark., 2012).

Bizim calismamizda, Vangl2 ve Scribble’in azalmasina ragmen N kaderin ve ZO-1
ifadelerinde artis gézlenmedi. Aksine ciddi bir azalma ve lokalizasyonlarda dagilmalar
gozlendi. Buradaki farkliligin hipoksik ve apoptotoik bir mikrocevreye sebebiyet veren
varikosel modelimizden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Her ne kadar fizyolojik
kosullarda azalan Vangl2 ve Scribble ‘in BEO/KTB elemanlarini giiclendirmesini
beklense de NO‘in, TJ’nin 6nemli bir regiilatorii olarak, kan-testis bariyerini yikimi
yoniinde calisacaktir. Varikoselde total antioksidanlar (TAC) tarafindan dengede
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tutulamayan NO‘nun toksik artis1 kan-tetsis bariyeri elemanlarinin yikimi konusunda
daha baskin gelmis olabilir. Diger yandan varikosel sonucu ektoplozmik 6zellesmelerde
meydana gelen bu tahribata kars1 koyabilmek adina Sertoli hiicresi, TJ proteinlerindeki

baglantiy1 arttirmak igin polarite proteinlerini devreye sokmus olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, varikosel, testislerde ektoplazmik 6zellesmelerin yap1 ve fonksiyonunun
bozulmasmma neden oldugu belirlendi. Bulgularimiz, fizyolojik olarak kontrol
edilemeyek kadar artan NO seviyelerinin, polarite proteinleri; Vangl2, Par 6 ve Scribble
ile iligkili adezyon molekiillerinin iletisiminde hakimiyet kurdugunu diistindiirmektedir.
Bu durum hem apikal ektoplazmik 6zellesmelerde F Aktin ile birlikte spermiyasyon
mekanizmasinda aksamalar olarak, hem de bazal ektoplazmik 6zellesmelerde ZO-1 ve N
Kaderin ile birlikte kan-testis bariyerinde fonksiyonel ve yapisal bozulmalar seklinde
kendini gostermektedir. Bu acidan tez c¢alismamizdan elde -ettigimiz bulgular,
varikoselin erkek infertilitesi lizerindeki patolojik mekanizmalarini anlamak ve yeni

terapotik hedefler belirlemek icin 6nemli kanitlar sunmaktadir.

Bununla birlikte, Sertoli hiicrelerinin karmasik yapisi ve islevi, varikoselin birden ¢ok
etiyolojiye sahip olmasi ve ayrica tiim sonuglarin in vivo ¢alismadan elde edilmis olmasi
gibi calismaya ait sinirlamalarin olmasi sebebiyle, yapisal ve miktar olarak degisim
gosteren polarite proteinlerinin varikosel infertilitesi ile dogrudan ilisgkili olup olmadigi
konusu hala tam olarak aydinlatilamamistir. Kesin mekanizmay1 dogrulamak, patolojiye
ait diger indiikleyicileri degerlendirmek ve bu hipotezleri aragtirmak i¢in ileri molekiiler
teknikler kullanilarak, hem in vitro hem de in vivo deneyler iceren gelecek calismalara

gereksinim bulunmaktadir.
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