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ÖZET 

Amaç: Varikoselin neden olduğu hipertermi/hipoksi durumlarında ROS ve NO 

düzeylerinin artması sonucu adezyon moleküllerinde değişiklikler meydana geldiği 

bilinmektedir. Bu durumun Sertoli hücresinin iskeletini ve spermatogenezi etkilediği 

düşünülmektedir. Çalışmamızda ise; kan-testis bariyerinde ve spermiyasyonda önemli 

görevleri olduğu bilinen polarite proteinlerinin (Vangl2, Par6, Scribble) ve ilişkili 

adezyon moleküllerinin (F-aktin, N-kaderin, ZO-1) ekspresyonları üzerine varikoselin 

etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır.  

Yöntem: Çalışma, 42 adet Wistar ırkı, erkek sıçan ile yürütüldü. Sıçanlar, rastgele üç 

ayrı gruba [Kontrol (n:14); Sham(n:14) ve Varikosel(n:14)] ayrıldı. Deney modeli 

oluşturulmasından 13 hafta sonra, testis dokuları alınarak rutin histolojik parametreler 

için doku takibine alındı ve Hematoksilen-Eozin ile boyandı. Vangl2, Par6, Scribble, F-

aktin, N-kaderin ve ZO-1 Western Blot ve İmmunfloresan ile değerlendirildi.  Deneysel 

modeli doğrulamak adına, western blot ile İNOS ve aktif Kaspaz-3’incelendi.  

Bulgular: Yapmış olduğumuz analizler sonucunda, varikosel grubunda, seminifer tübül 

dejenerasyonunun önemli ölçüde arttığı görüldü. Ayrıca, İNOS ve aktif Kaspaz 3’ün 

ekspresyonunda anlamlı bir artış (p<0,05), Vangl2, Scribble, ZO-1 ve N-kaderinin ise 

kontrol grubuna oranla belirgin miktarda azaldıkları saptandı (p<0,05). Par 6 ve F-

aktinde ise anlamlı bir değişiklik gözlenmedi (p>0,05). 

 

Sonuç: Sonuç olarak varikosel, testislerde ektoplazmik özelleşmelerin yapı ve 

fonksiyonunun bozulmasına neden oldu. Bulgularımız, fizyolojik olarak kontrol 

edilemeyecek kadar artan NO seviyelerinin, polarite proteinleri ile ilişkili adezyon 

moleküllerinin iletişiminde hakimiyet kurarak hem kan-testis bariyerinde hem de 

spermiyasyon mekanizmasında aksaklıklara neden olduğunu gösterdi. Bu açıdan tez 

çalışmamız, varikoselin erkek infertilitesi üzerindeki patolojik mekanizmalarını anlamak 

adına önemli kanıtlar sunmaktadır.  

 

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



ii 
 

                                                            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, 

ZO-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.GİRİŞ 

1.1.Hipotez ve Amaç 

Dünya Sağlık Örgütü’nün resmi istatistiklerine göre en az 48 milyon çiftin ve 186 

milyon kişinin infertilite sorunu yaşadığı bildirilmiştir. Varikosel, erkek infertilitesinin 

önde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir ve tüm erkeklerin yaklaşık %15 ila 

%20'sinde görülür, ancak infertil erkeklerin yaklaşık %40'ında bulunur (Leslie ve ark., 

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

Pampiniform pleksus içindeki testiküler venlerin anormal dilatasyonu olarak bilinen 

varikoselin (Noske ve Weidner, 1999) etiyolojisinin tam olarak aydınlatılamadığı gibi; 

bu hastalığın infertiliteyle de ilişkilisi net bir şekilde ortaya konulamamıştır. Birkaç teori 

olmasına rağmen, bir varikoselin sperm üretimini, yapısını ve işlevini nasıl bozduğu tam 

olarak açık değildir.  

Varikoselde venöz reflü veya staz sonucu damar genişlemesiyle ortaya çıkan hipertermi, 

testiküler serbest oksijen radikallerinin (SOR) artışına sebep olur. Hipertermi/hipoksi 

kaynaklı SOR artışı testiküler oksidatif stresi artırır (Ahmet Karakeçi 2019).  Varikosel 

sonucu, venöz duvarlar üzerindeki artan basınç reaktif oksijen türlerinin (Reactive 

Oxygen Species; ROS) salınımına neden olur. Oksidatif stres beraberinde açığa çıkan 

reaktif oksijen türleri (ROS), varikosel seyri boyunca önemli bir patojenik faktör olarak 

gösterilmektedir ve çok çeşitli patofizyolojik süreçler üzerinden testiküler ve epididimal 

bozukluklara sebep olabilir. Yüksek ROS seviyeleri, yalnızca lipid peroksidasyonu veya 

DNA hasarı yoluyla değil, aynı zamanda spermatogenezdeki enzimleri ve proteinleri 

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

Şöyle ki; ROS, hücre zarında birtakım bozukluklara sebep olduğundan, kaderin ve 

katenin gibi transmembran proteinlerin, ROS'a daha duyarlı olduğu söylenebilir. Ek 

olarak,  ROS’un spermatositlerin ara bağlantılarını (Zonula adherens; Adherens 

junction; AJ) bozarak, Sertoli hücreleri ile preleptoten / leptoten aşamasındaki 

spermatositler arasında tutunma güçlüğüne neden olarak infertiliteye sebep olabileceği 
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vurgulanmıştır (Ha ve ark., 2011). Bu alanda yapılan birçok çalışmada, varikoselin 

seminifer epitel üzerindeki etkileri henüz tam olarak bilinmemekle birlikte literatürde, 

özellikle Sertoli hücrelerine özgü bağlantı komplekslerine etkisini inceleyen araştırmalar 

sınırlı sayıda olup, polarite proteinlerindeki etkisini inceleyen herhangi bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır.  

Sunulan tez çalışmamızda, varikoselin, artan ROS ve apoptoz ile ilişkisi hakkındaki 

mevcut verilerden yola çıkarak, varikosel ile birlikte Sertoli hücresinin kompleks 

yapısında ve spermatogez sürecinde meydana gelen değişimleri ortaya koymak adına; 

Erişkin sıçan testisinde, gerek kan-testis bariyerinde gerekse spermiyasyonda önemli 

görevleri olduğu bilinen polarite proteinleri ve ilişkili oldukları adezyon moleküllerinin 

ekspresyonları üzerinde varikosel etkisinin Western Blot ve İmmunfloresan yöntemleri 

ile incelenmesi amaçlanmıştır. 

Tüm bu bilgiler ışığında çalışmamızın hipotezi; “Erişkin sıçan testis dokusunda varlığı 

bilinen PAR6, Scribble ve Vangl2 gibi polarite proteinlerinin ve ilişkili oldukları F-

Aktin, Zonula okludens-1 ve N-kaderin gibi adezyon molekülerinin ekspresyonları, 

varikosel sonucu değişerek spermatogenez mekanizmasını etkiler.” şeklinde 

kurulmuştur.  
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    2.GENEL BİLGİLER 

2.1.Testis Histolojisi 

Ekstraabdominal bölgede, skrotum içerisinde yer alan testislerin temel görevleri üreme 

hücresini (sperm) ve cinsiyet hormonlarını (androjenler) üretmektir. Yapısal olarak 

bakıldığında, ilk olarak, skrotumu iç kısmını döşeyen, peritondan gelişmiş seröz bir kese 

olan tunika vajinalis bulunmaktadır. Hemen altında bulunan tunica albuginea ise, iç içe 

geçmiş kollajen ve düz kas demetlerinden oluşan fibröz bir kapsül olarak testisi 

sarmaktadır. Mediastinum testis, testisi yaklaşık 250-400 lobüle bölen çok sayıda 

septanın (trabekül - septula testis) ortaya çıktığı tunica albugineanın bir 

invajinasyonudur (Liguori ve ark., 2011). Her bir lobülde 1-4 arası seminifer tübül ve 

Leydig hücrelerini içeren bağ dokusu bulunur (Mescher, 2018). Bir testiste yaklaşık 250-

1000 arası seminifer tübül bulunur ve her tübül 150-250 µm çapında, 70 cm 

uzunluğundadır. İki ucu U şeklinde olan tübüller rete testise açılır. Mediastinum 

içerisinde, anastomozlaşan kanallar sistemi olarak bilinen rete testiste seminifer epitelin 

ürünleri olan sperm, salgısal proteinler-iyonlar toplanır. Seminifer tübül, en dıştan 

çevreleyen tunika propriya, bazal membran ve çok katlı, kompleks bir epitelden 

oluşmaktadır. Tunika propriyaya ait, bazal laminaya yapışık olan katmanda düz kas 

karakterinde, yassı şekilli miyoid hücreler bulunur. Bu hücreler ritmik kasılarak 

hareketsiz spermleri rete tesitise ulaştırır. Spermler daha sonra motilite özelliklerini 

kazanmak üzere epididimise geçer (Kierszenbaum, 2006).  

Epitel ise testise özgü olarak, seminifer veya germinal epitel olarak isimlendirilmektedir. 

Seminifer epitel iki belirgin hücre popülasyonun oluşturduğu sıradışı bir dizilime 

sahiptir; 1) Somatik – Sertoli hücreleri, 2) Germ hücreleri (Spermatogonya, Spermatosit, 

Spermatid).  

Tübüllerin dışında kalan intertubübüler boşluk veya intersitisyel doku olarak 

adlandırılan alanda; kan damarları, lenfatik kanalları, makrofajlar ve Leydig hücreleri 

bulunmaktadır (Kierszenbaum, 2006; Mescher, 2018). İntertubuler boşlukta kılcal 

damarları çevrelerinde kümeler halinde bulunan Leydig hücreleri, testesteronu 
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üretiminden ve salgılanmasından sorumludur. Testesteron, hipofiz-testis eksenini aktive 

ederek spermatogenezin başlatılmasında ve sürdürülmesinde önemli rol oynar (Suede ve 

ark., 2022). Testise ait histolojik yapılar şekil.2.1‘de gösterilmiştir. 

 

 

 
Şekil 2.1. Testis genel histolojik yapıları (A) İnsan testisinin enine kesitinin çizimi. × 2.5. (B) İnsan 
testisindeki seminifer tübüllerin ve epididimisin kanal sisteminin düzenlenmesi. Yarı şematik çizim. (C) 
32 yaşındaki fertil bir erkeğin seminifer tübülünün kesit çizimi. ×300 (Holstein ve ark., 2003).  
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2.2.Testisin Fonksiyonel Organizasyonu  

Testisler erkek gametlerini ve erkek cinsiyet hormonlarını (androjenler) üretir. 

Spermatogenez terimi, gamet üretiminde yer alan tüm süreçleri tanımlar ve içerir, bunun 

yanında steroidogenez ise, erkek steroid hormonlarının üretimine yol açan enzimatik 

reaksiyonları ifade eder. Spermatogenez ve steroidogenez morfolojik ve fonksiyonel 

olarak birbirinden ayırt edilebilen iki farklı kompartmanda gerçekleşir. Sırasıyla 

seminifer tübüllerde ve interstisyel alanlarda gerçekleşen bu iki temel mekanizma, 

anatomik olarak ayrı olmasına rağmen birbirleriyle yakından bağlantılıdır. 

Kantitatif ve kalitatif olarak normal bir sperm üretimi için her iki mekanizmanın 

bütünlüğü gereklidir. Testisin işlevi ve dolayısıyla kompartmanların işlevi hipotalamus 

ve hipofiz bezi tarafından yönetilir (endokrin düzenleme). Bu endokrin etkilere testis 

seviyesinde yerel kontrol mekanizmaları aracılık ederek parakrin ve otokrin faktörler 

tarafından modüle edilir (Nieschlag ve ark., 2010).  

2.3.Spermatogenez  

Spermatogenez, spermatogonyal kök hücrelerin bölünmesiyle başlar ve olgun sperm 

oluşumuyla sona erer. Spermatogenez sırasında germ hücrelerin geçirdiği tüm 

spermatojenik süreç dört aşamaya ayrılabilir (Şekil.2.2):  

1. Diploid germ hücrelerinin (spermatogonia) mitotik proliferasyonu ve 

farklılaşması (spermatogoniogenesis) 

2. Tetraploid germ hücrelerinin mayotik bölünmesi (spermato-haploid germ 

hücreleri (spermatidler) ile sonuçlanan 

3. Spermatidlerin testiküler sperme dönüşümü (spermiyogenez) 

4. Spermin germinal epitelden tübüler lümene salınması (spermiasyon) (Nieschlag 

ve ark., 2010).  
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Şekil 2.2. Spermatogenez Şeması (C. Y. Cheng ve Mruk, 2010a) 

Yukarıda bahsedilen aşamaların herhangi birinde, tüm sürecin başarısız olmasına neden 

olabilecek fonksiyonel anormallikler meydana gelebilir. Bu anormallikler kusurlu veya 

azalmış sperm üretimine yol açabilir. Daha şiddetli koşullarda, spermatozoanın tamamen 

yokluğu ile sonuçlanarak infertiliteye yol açabilir. Testis kendi içerisinde kompleks bir 

histoloji ve fizyolojiye sahiptir. Bu karmaşık mekanizmayı daha iyi anlamak için, 

kemirgenler ve primatlar üzerinde tamamlanan deneysel çalışmalar oldukça önem arz 

etmektedir. Özellikle sıçanlar için, spermatogenezin tüm süreçleri evreleriyle beraber 

aşağıda ayrıntılı bir şekilde anlatılmıştır. 

2.3.1. Sıçanlara Özgü Seminifer Epitelin Evrelendirilmesi  

Senkronize spermatogenez süreci, germ hücrelerinin seminifer epitel içerisinde 

ilerlemesine veya değişmesine olanak sağlar. Germ hücreleri, spermatogenik diziyi 

oluşturuken gelişimlerinin farklı aşamalarında, birbirleri ve Sertoli hücreleri ile birlikte 
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epitel içerisinde evreye-özgü bir dağılım gösterirler. Evreler, spermatidlerin akrozomik 

özelliklerine odaklanarak (Şekil 2.3.), seminifer tübülün enine kesitlerinde histolojik 

olarak incelenmeler ile tanımlanır (Şekil 2.4.) (R. Hess, 1998).  

 

Şekil 2.3. Sıçanlarda spermiyogenezde basamak 1’den 19’a kadar olan spermatidler; Basamak 1-7 
arasında, Golgi tarafından salgılanan, glikoproteince zengin proakrozomik granüller yavaş yavaş 
çekirdeğin yüzeyinde birleşmesiyle tek katlı bir zar şeklinde akrozom başlığını oluşturmaya başlarlar. 
Çekirdek hızla elongoid hale geldikçe, kromatin kondense olur ve spermin baş bölgesi orak şeklini alır 
(Basamak 9-14). Spermiyogenezin son aşamalarında (basamak 15-19), fazlalık sitoplazma (rezidüel 
cisimcik) atılır ve Sertoli hücresi tarafından fagosite edilir. Böylece basamak 19 spermatid oluşur 
(Haschek, 2013).  

Yetişkin sıçan testislerinde, seminifer epitel döngüsü 14 evreye bölünebilir (farelerde 12 

evre ve insanlarda 6 evre) (De Kretser ve Kerr, 1994). Şekil 2.3.2.’te gösterildiği gibi 

seminifer epiteldeki bu evreler (Leblond ve Clermont, 1952; Parvinen, 1982; C. Y. 

Cheng ve Sun, 2008); Sertoli hücreleri ile gelişmekte olan spermatidler arasındaki 

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

Spermatogenezisin başlangıç aşamasında, bazal laminanın hemen yakınında 

konumlanan iki tip spermatogonyal hücre tipi bulunur; 1) Tip A (insan testisinde A koyu 

ve A açık), 2) Tip B Spermatagonyum (Kierszenbaum, 2006). Tip A spermatogonyal 

kök hücrelerden bazıları tip B spermatogonyaya dönüşmek için mitoz geçirirler. Bu 

sürece ait mekanizma(lar) tam olarak tanımlanmamış olsa da hangi tip B 
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spermatogonyumların primer spermatositlere farklılaşacağına önceden karar verildiği 

düşünülmektedir (Wong ve Cheng, 2009). Bunlar, hücre döngüsünü ilerleterek 

preleptoten spermatositlere farklılaşacak olan germ hücreleridir (Şekil.2). Daha sonra, 

preleptoten spermatositler, leptoten ve zigoten spermatositlere farklılaşırken epitel 

döngüsünün VIII-IX evrelerinde Kan-Testis Bariyerini (KTB) geçmeye başlarlar 

(Russell, 1977).  

Bu olaylarla eş zamanlı olarak, KTB'deki primer spermatositlerin geçişi sırasında 

kromatin materyallerin yoğunlaşması ve replikasyonu gerçekleşir, böylece diploten 

spermatositler (tetraploid, 4n) diyakineziye uğrar. Bunu mayoz I ve ardından yuvarlak 

spermatidleri (basamak 1 spermatid, haploid,1n) oluşturmak için XIV. evrede 

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

Mayoz tamamlandığında, spermatidler (haploid, 1n), sıçan testislerinde basamak 1'den 

basamak 19'a kadar çeşitli morfolojik değişikliklere uğrayarak spermatogenik diziyi 

tamamlamış olurlar (Şekil 2.3.1.). Tamamen gelişmiş uzun spermatidler (basamak 19), 

epitel döngüsünün VIII. evresinde epitelin adluminal kenarında sıralanır. Bu esnada 

basamak 19 spermatidler ile Sertoli hücresi arasındaki adezyon protein kompleksinin 

bozulmasıyla spermiasyon gerçekleşir. Böylece seminifer tübül lümenine salınan 

spermatozoalar sonraki olgunlaşmaları için epididimise taşınırlar (Wong ve Cheng, 

2009; Xiao ve ark., 2014). Ayrıca, evre VIII’de gerçekleşen spermiasyonun yanında 

primer spermatositlerin KTB’den geçişini kolaylaştırmak için bariyerin yeniden 

yapılandırılması da eş zamanlı gerçekleşir. İlginç bir şekilde, aynı evrede gerçekleşen bu 

üç hücresel olay, yani (i) spermiasyon, (ii) KTB yeniden yapılandırılması ve (iii) germ 

hücre döngüsünün ilerlemesi, Sertoli hücresinin zıt uçlarında gerçekleşir. Bu nedenle, 

epitel döngüde, bu çoklu hücresel olayları senkronize bir şekilde koordine edebilmek 

için seminifer epitelde (özellikle de Sertoli hücresinde) ciddi bir kontrol mekanizması 

gerekmektedir.  

Spermiyogenez ve spermiasyon esnasında, seminifer epitelde meydana gelen bu 

hücresel olaylar arasından dikkat çeken diğer nokta; “gelişen spermatidlerin doğru 

yönelimi veya Sertoli hücresine doğru açıda tutunması”dır. Basamak 1’den 19 kadar, 
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gelişmekte olan spermatidlerin baş kısımlarının, epitel döngünün tüm evrelerinde bazal 

membranı işaret ettiği kaydedilmiştir. Apikal ektoplazmik özelleşme (EÖ) olarak 

isimlendirilen, testise özgü bir atipik aderens bağlantı (AJ) ile spermiyogenez sırasında 

spermatid oryantasyonu sağladığı bildirilmiştir (A. Vogl, Vaid, Guttman, ve ark., 2008; 

Wong, Mruk, & Cheng, 2008). Ektoplazmik özelleşmelerin spermatid polaritesini nasıl 

sağladığı ile ilgili çalışmalar son yıllarda oldukça artmıştır (Wong ve Cheng, 2009). 
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Şekil 2.4. Yetişkin sıçan testislerinde spermatogenez boyunca seminifer epitelyal döngünün farklı evreleri 
(I-XIV) (Wong ve Cheng, 2009).  
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2.4. Sertoli Hücresi: 

Sertoli hücrelerinin karmaşık morfolojisi ve germ hücreleri ile etkileşimleri, Enrico 

Sertoli tarafından 1865’te ilk kez tanımlanmasından bu yana araştırmacıların; hücrenin 

spermatogenezdeki rolünü anlamak ve erkek fertilitesiyle ilgisini ortaya koymak adına 

odak noktası olmuştur (Griswold, 2018).  

Sertoli hücreleri, seminifer epitelde yer alan somatik hücrelerdir. Postpubertal dönemde, 

bu hücreler mitotik açıdan inaktiftir. Bazal laminanın üzerinde yer alan Sertoli hücreleri, 

seminifer tübülün lümenine kadar uzanan, dallı ve çıkıntılı bir sitoplazmaya sahiptir. Bu 

yönden seminifer epitelin destekleyici ve iskelet rolünü üstlendiği söylenebilir. Oldukça 

aktif bir hücrenin yansıması olan ökromatik nükleusu ise genellikle üçgen veya oval 

şekliyle karşımıza çıkarken yerleşimleri değişkenlik gösterir (Ross ve ark., 2002).  

Sertoli hücreleri hem ekzokrin hem de endokrin salgı fonksiyonlarına sahiptir (Ross ve 

ark., 2002); çok çeşitli faktörleri sentezler ve salgılarlar: Proteinler, sitokinler, büyüme 

faktörleri, opioidler, steroidler, prostaglandinler, hücre bölünmesi modülatörleri vb. Bu 

karmaşık hücrenin morfolojisi de dahil olduğu birçok fizyolojik fonksiyonlarına göre 

gelişmiştir. Sitoplazmasında hem granülsüz endoplazmik retikulum (ER) (steroid 

sentezi) hem de granüllü ER (protein sentezi) içerir. Ayrıca belirgin bir golgi cisimciği 

(salgı ürünlerin işlenmesi-taşınması), lizozomal granüller (fagositoz) ve yapısal olarak 

da mikrotübüller, ara filamanlar (değişken epitel tipine adaptasyon) bulunur. Tüm 

bunların yanında testise özgü hücreler arası adezyon bağlantılarıyla Kan-Testis 

Bariyerini oluştururak immunite görevini de üstlenmiştir. Genel olarak, bu benzersiz 

hücrenin, spertmatogenez sürecini topoğrafik ve işlevsel olarak koordine ettiği 

varsayılmaktadır (Nieschlag ve ark., 2010). 
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2.4.1. Sertoli Hücre Mimarisi ve Adezyon Molekülleri:  

Testis dokusunda Sertoli hücresi, spermatogenezin çok önemli bir düzenleyicisidir (A 

Wayne Vogl ve ark., 2009). Spermatogenez, testisin fonksiyonel birimi olan seminifer 

tübüllerde gerçekleşir. Yetişkin bir erkek fare, sıçan ve insan testisinden sırasıyla günde 

~ 8, 70 ve 200 milyon sperm üretilir. Bu nedenle; seminifer tübül boyunca, epitelde 

gelişmekte olan milyonlarca spermatidin spermatogenezinin desteklenmesi için 

muazzam bir hücresel mekanizma gerekmektedir (Chen ve ark., 2018). Sertoli 

hücresinde bulunan, polarite protein kompleksleri ve düzlemsel hücre polarite 

kompleksleri ile aktin, ara filamanlar ve mikrotübül temelli hücre iskeleti yapıları 

senkronize bir şekilde çalışarak spermatogenezin sağlıklı bir şekilde sürdürülmesini 

sağlarlar.  

Sertoli hücrelerinde, adezyon molekülleri, hücre iskeleti yapıları ile ilişkili halde 

bulunurlar ve seminifer epitel içerisinde hücrelerin translokasyonunda, tutunmalarında 

büyük önem taşırlar. Sertoli-spermatid adezyonunu sağlayan adezyon protein 

komplekslerinden bazıları; α6β1 integrin, laminin ve nektin-3 gibi proteinlerdir. İki 

Sertoli hücresi arasında oluşan adezyonlar ise; N-kaderin, ß-aktin ve nektin, afadin gibi 

komplekslerdir. Sıkı bağlantılardan (Tight junction; TJ); Okludin, klauidin-11, JAM gibi 

transmembran proteinler, Sertoli hücre bariyerinin bileşenleri olarak tanımlanmış ve 

ektoplazmik özelleşmeler ile ilişkilendirilmiştir (C. Y. Cheng ve Mruk, 2002; Skinner ve 

Griswold, 2004). Bu moleküllerinin intraselüler kısımları zonula okludenslerle 

birleşerek aktin zincirleri ile bağlantı haldedirler (Toyama ve ark., 2001).  

Sertoli hücrelerinin hücre iskeletleri, diğer hücrelerden çok farklı ve daha kompleks bir 

yapıya sahiptir. Mikrotübüller, aktin filamanları ve ara filamanlar, Sertoli hücresinin 

hücre iskeletinin ana bileşenleri olarak spermatogenezin döngüsel sürecinde büyük rol 

oynarlar. Hücre iskeleti öğelerinin her biri, seminifer epitel içerisindeki, sperm salımına 

kadar olan tüm dinamikten sorumludur. Bu üç element genel olarak; hücrenin yapısının, 

şeklinin ve polaritesinin korunması, hücre içi organellerin hareketi ve konumlarının 

sabitlenmesi, mikrovillus gibi sitoplazmik uzantıların oluşması gibi önemli yapısal 

görevleri üstlenirler (Skinner ve Griswold, 2004). 
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Sertoli hücrelerinde mevcut olan mikrotübül dizileri, seminifer epitel boyunca, germ 

hücrelerinin olgunlaşma süresince, spermatidlerin translokasyonunu sağlayan ve Sertoli 

hücresinin lümene doğru uzanan kolonumsu yapısını oluştururlar (Smith ve ark., 2012).  

Sertoli hücrelerinde, aktin filamentleri, plazma membran proteinleri ile ilişkili halde, 

bazal ve apikalde özelleşen iki ana bölgede bulunurlar; bunlardan ilki ektoplazmik 

özelleşmeler (EÖ) iken, ikincisi tübülobulbar kompleks (TBK) yapılarıdır (Şekil 2.5.).  

 

Şekil 2.5. Seminifer epitelin hücre iskeleti organizasyonu (Dunleavy ve ark., 2019)  

2.4.2. Ektoplazmik Özelleşmeler  

Ektoplazmik özelleşmeler (EÖ), Sertoli hücrelerinde, uzamış spermatidlere veya komşu 

Sertoli hücrelerine bağlanma bölgelerinde bulunan sitoskeletal topluluklardır. 

Ektoplazmik özelleşmeler, Sertoli hücresinin plazma zarı ile endoplazmik retikulumun 

sisternasının arasında paralel şekilde dizilmiş aktin demetleri tabakası içeren benzersiz 

bir bağlantı plağını oluştururlar (Şekil 2.6.) (Bartles ve ark., 1996).  
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Spermatid-ektoplazmik özelleşmelerin arayüzü, son derece sıkı bir adezyon bağlantısı 

olarak işlev görür (A. W. Vogl, Vaid, & Guttman, 2008). Bu benzersiz bağlantı 

kompleksleri iki kortikal alanda konumlanır. Kan-testis bariyerini oluşturan bazal 

ektoplazmik özelleşmeler, seminifer epitelin tabanının yakınında yoğunlaşırken, 

akrozomu saran apikal ektoplazmik özelleşmeler, seminifer tübülün lümenine yakın 

halde bulunur. Haploid spermatidler ile Sertoli hücreceleri arasında spermiasyona kadar 

tutunma aracı olarak görev alırlar (O'Donnell ve ark., 2011; A. W. Vogl ve ark., 2014; L. 

Li ve ark., 2020). 

 

Şekil 2.6. Sertoli-Spermatid arası ektoplazmik özelleşmeye ait TEM görüntüsü (Rex A Hess ve França, 
2005) 

2.4.3.Tübülobulbar Kompleksler 

Tubulobulbar kompleksleri (TBK), Sertoli hücrelerinin spermatid plazma membranı ile 

yaptığı, tubuler invajinasyon olarak tanımlanır (Şekil 2.7.). İlk olarak spermiyasyonun 

başlangıcında belirgin hale gelir ve spermin tübül lümenine salınmasına kadar gözlenir. 

Daha çok geç spermatid ile Sertoli hücresi arasında görülür, fakat aynı zamanda evre 

spesifik olarak kan-testis bariyerinde de ortaya çıkar. TBK'nın en iyi bilinen işlevi, 

hücreler arası EÖ yapışma bağlantılarını ortadan kaldırmadaki rolüdür. TBK, aynı 

zamanda spermiyasyon sırasında spermatid başının ve akrozomun şekillendirilmesine 

yardımcı olduğu düşünülmektedir (O'Donnell ve ark., 2011). 
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c   

Şekil 2.7.: Sıçan seminifer epitelinde Sertoli / spermatid bağlanma bölgeleri ile ilişkili tubulobulbar 
komplekslerinin konumu ve düzeni a. Epitelin tepesindeki kanca şeklindeki spermatid başlarının içbükey 
yüzeylerine bitişik tübülobulbar kompleksleri kümelerini gösteren spermatogenez VII evresinde 1 um 
kalınlığında kesit. Çubuk = 10 um. b. Olgun spermatidlere bitişik tubulobulbar düzenlemesinin şematik 
gösterimi (Young ve ark., 2012). c. Tübülobulbar kompleksin TEM görüntüsü (Rex A Hess ve França, 
2005)    
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2.4.4. Sertoli Hücre Polaritesi ve Polarite Proteinleri 

Hücre polaritesi, hücre iskeleti veya hücre içi moleküller gibi birçok hücresel bileşenin 

asimetrik organizasyonu sonucu hemen hemen her hücrenin kendi içerisinde kurmuş 

olduğu şekil, yapı ve fonksiyonundaki farklılıkları ifade eder. Bu asimetrinin, bir 

hücrenin bölünmesi veya farklılaşması, göç kabiliyeti, nöronal sinyalerin iletimi ya da 

bir epitel hücresi için bariyer kurabilme fonksiyonu gibi hücresel süreçlerde büyük 

katkısı vardır.  

Sertoli hücreleri, spermatogenez sırasında seminifer epitelde belirgin hücre polaritesi 

gösterirler. Bu sayede iki Sertoli hücresi arasında kurulan sıkı bağlantılar ile seminifer 

epitelyumu apikal ve bazal kompartmanlara böler. Öte yandan fagozomlar gibi hücre içi 

organeller, rezidual cismin lizozomal aktivitesi gereği spermatogenez sırasında apikal 

kompartmandan bazal kompartmana hızla taşınır. Ek olarak, spermatid başlarının bazal 

membrana neredeyse dik olarak ve kuyrukları tübül lümenini işaret ederek polarize bir 

şekilde hizalanması gibi olaylar Sertoli hücresinin başarılı bir spermatogenez süreci için 

kurduğu hücre polaritesini gösterir (L. Li ve ark., 2020). 

Sertoli hücresi tarafından kurulan polarite, bilinen üç adet ‘’Hücre Polarite Protein 

Kompleksi’’ ile desteklenmektedir. Bunlar; PAR, Crumbs (CRB) ve Scribble protein 

kompleksleridir (Şekil 2.8.) (Wong ve Cheng, 2009; W. H. Su, Mruk, ve ark., 2012; L. 

Li ve ark., 2020). 
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Şekil 2.8. Sertoli- Sertoli hücresi ve Sertoli – spermatid arasındaki polarite proteinleri (L. Li ve ark., 2020)  

Par, CRB ve Scribble bazlı protein modüllerini içeren polarite protein kompleksleri, 

embriyogenez ve gelişim sırasında apiko-bazal polariteyi sağlamak için çok önemlidir. 

Memelilerde spermatogenez dahil olmak üzere birçok hücre polaritesinin ve doku/hücre 

fonksiyonunun düzenlenmesi için gereklidirler (Yeaman ve ark., 1999; Assemat ve ark., 

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

Ayrıca araştırmalar, bu proteinlerin mutasyonlarının insanlarda ve kemirgenlerde farklı 

hastalıklara, patolojik durumlara yol açtığını ve tümöregenez ve/veya metastazda kritik 

rol oynadıklarını göstermiştir (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 oluşur ve yetişkin sıçan testisinde hem Sertoli hücresinin hem de germ 

hücrelerinde ekspresyonları gösterilmiştir (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve 

Cheng, 2009). PAR kompleksinin proteinleri sitozolik proteinlerdir ve seminifer 

epiteldeki Sertoli hücreleri dahil tüm memeli hücrelerinde TJ yakınında bulunurlar 

(Wong ve Cheng, 2009). Böylece PAR6, bazal membrana yakın KTB'de belirgin bir 

şekilde eksprese edilir (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve Cheng, 2009). Diğer 

polarite kompleklerinden Crumbs (CRB) protein kompleksi; CRB3 (crumbs homolog-

3), PALS1, PATJ (PALS1 ilişkili tight junction protein) proteinlerinden oluşur (Gao ve 

ark., 2016). Polarite protein komplekslerinin üçüncüsü, Scribble protein kompleksi ise; 

Scribble, Lgl2 ve Dlg1 proteinlerinden oluşmaktadır (W. Su, Wong, ve ark., 2012) ve 

hücre polaritesine ek olarak bu protein kompleksinin hücre adezyonunda, hücre döngüsü 

ilerlemesinde, hücre sinyalleşmesini ve vezikül trafiğini düzenlemekte görev aldığı 

bilinmektedir (C. Y. Cheng ve Mruk, 2010b; C. Y. Cheng ve ark., 2011; W. Su, Wong, 

ve ark., 2012). 

2.4.5. Düzlemsel Hücre Polaritesi - DHP (Planer Cell Polarity; PCP)  

Düzlemsel hücre polaritesi (DHP), tipik olarak, bir epitelin, hücresel bileşenlerinin 

koordineli ve ortak bir şekilde farklılaşabileceği, bölünebileceği veya hareket 

edebileceği şekilde, doku düzlemi boyunca yönsel bilgiyi iletme kapasitesini ifade eder 

(Bailly ve ark., 2018). Hücre polaritesi proteinleri ve düzlemsel hücre polaritesi (DHP) 

proteinleri üzerine yapılan çalışmalar önceleri, Drosophila ve C. elegans'ta ile sınırlıydı. 

Yetişkin memelilerde, hücre polaritesi ve DHP’nin, spermatogenezi destekleme rolü ile 

ilgili çalışmalar ise yaklaşık son on yıldır devam etmektedir. Yetişkin memelilerde, 

hücre polaritesi ve DHP en çok koklear kıl hücrelerinde belirgindir (L. Li ve ark., 2020). 

Düzlemsel hücre polarite proteinleri, DHP proteinleri (örn., Van Gogh benzeri protein, 

Frizzled proteinler ve Disheveled segment polarite proteinleri), efektörleri (örn., Fuzzy 

düzlemsel hücre polaritesi proteinleri), ligandlar (örn., Wnt5a, tirosin protein kinaz 

Ror2) olarak sınıflandırılır. En çok araştırılan DHP proteinlerinden biri, ilk olarak 

Drosophila'da bulunan ve aynı zamanda strabismus olarak da bilinen Van Gogh'un bir 

homologu olan Van Gogh benzeri proteindir (Van Gogh like - Vangl). Memeli 
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hücrelerinde Vangl1 ve Vangl2 olmak üzere iki Vangl homoloğu bulunur ve bu iki 

homolog, polipeptit dizilerinde yaklaşık %70 benzerlik gösterirler (Chen ve ark., 2016). 

Spermatogenez sırasında gelişen uzayan / uzamış spermatidler, benzersiz apiko-bazal 

polarite gösteren oldukça polarize hücrelerdir. Özellikle evre VII – VIII tübüllerdeki 

basamak 17-19 spermatidler, başları bazal membrana dik ve kuyrukları tübül lümenine 

doğru bakacak şekilde hizalanır (Şekil 2.4.5.). Bu polarize spermatidler, kokleadaki (iç 

kulak) diğer kıl hücrelerinde bulunan düzlemsel hücre polaritesini (DHP) taklit ederek 

bu tutunmayı gerçekleştirirler. Bu sayede, maksimum spermatid sayısı, seminifer 

epitelin sınırlı alanı içinde paketlenir ve desteklenir (Chen ve ark., 2018). 

                   

Şekil 2.9. Vangl2'nin RNAi ile susturulmasının ardından seminifer epiteldeki uzatılmış spermatid DHP’si 
bozulur. Scale bar =10 μm (Chen ve ark., 2018).  

Vangl2, polarite ve hücre yapışmasında önemli bir protein olan Scribble (Bailly ve ark., 

2018) ile yapısal etkileşim halindedir (Milgrom-Hoffman ve Humbert, 2018). Yapılan 

bir çalışmada, Vangl2'nin susturulması (knock-down, KD) sonucunda düzlemsel hücre 
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polaritesinin bozulmasıyla birlikte spermatid tutunmalarındaki zayıflama konfokal 

mikroskop ile görüntülenmiştir. Vangl2, yetişkin sıçan testislerinin seminifer epitelinde 

mikrotübüllerle birlikte lokalize olur. Vangl2’nin susturulması, mikrotübül ve F-aktin 

bazlı organizasyonu bozarak spermatogenezde kusurlara yol açtığı gösterilmiştir. 

Mikrotübüller, normalde seminifer epitel boyunca bazal membrana dik şekilde 

hizalanırken Vangl2’nin susturulduğu (KD-Knock Down) modelde bu kolonumsu yapı 

bozularak hem hücre içi organellerin veya moleküllerin hem de spermatidlerin 

taşınmasında aksamalara neden olmuştur (Chen ve ark., 2018) (Şekil 2.4.5.2.-a, b). 

 

 

Şekil 2.10. Testiste, in vivo olarak Vangl2'nin susturulması sonucunda seminifer epitelde mikrotübül (MT) 
organizasyonunu büyük ölçüde bozar. a. Her iki gruba ait seminifer tübüllerin 3B konfokal mikroskop 
görüntüleri b. Seminifer epitelde, epitel döngünün tüm aşamalarındaki MT organizasyonunun büyük 
ölçüde bozulmasını gösteren bir immünohistokimya çalışması (C. Y. Cheng ve Mruk, 2002) 
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2.4.6. Spermatogenez Sırasında Hücre Polaritesi Neden Önemlidir? 

1) Spermatogenez sırasında maksimum sperm çıkışını karşılayabilmek adına 

seminifer epitelde, sınırlı alana sahip olan Sertoli hücresine sistemli bir şekilde 

germ hücrelerinin yerleşimini-tutunmasını sağlamak  

Seminifer epitel içerisindeki germ hücre oranını korumak oldukça önemlidir. Günlük 

sperm üretimi, fare, sıçan ve insanda sırasıyla yaklaşık 8, 70 ve 200 milyon 

spermatozoadır (Amann ve Howards, 1980; Johnson ve ark., 1980; Auharek ve ark., 

2011). Çok sayıda gelişmekte olan spermatidin, seminifer epitelde ardı ardına döngüler 

halinde spermatogenik diziyi tamamlayıp olgun bir spermatazoa olarak lümene 

salınmaktadır. Bu nedenle, spermatidler, seminifer epitelin sınırlı alanında uygun şekilde 

(baş, bazal laminaya dönük; kuruk, lümene bakacak şekilde) düzenlenmeli ve 

hizalanmalıdır; fare, sıçan ve insanda testis başına sırasıyla yaklaşık 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 hücresi sabit 

sayısıyla desteklenebilir ve beslenebilirler. Sıçan testisinde yapılan morfometrik 

analizler, tek bir Sertoli hücresinin, yaklaşık 30-50 germ hücresinin (Weber ve ark., 

1983) gelişimini ve beslenmesini, aynı anda spermatogenezin tüm aşamalarında eş 

zamanlı olarak sağlayabildiğini göstermiştir (Gao ve Cheng, 2016).  

2) Sertoli'deki hücre organellerinin germ hücrelerine göre uygun bir şekilde 

konumlanmasını ve taşınmasını sağlamak 

Adluminal bölgedeki germ hücrelerinin besin ve oksijen tedariği tamamen Sertoli 

hücresi tarafından sağlanır. Spermatositler ve spermatidler glikoz kullanamazlar ve 

enerji üretimi için laktat ve/veya piruvatı Sertoli hücresinden alırlar (Creasy ve Chapin, 

2013) Ve bu noktada MCT2 (monokarboksilat taşıyıcı 2) gibi laktadın spesifik 

taşıyıcılarının düzenli bir şekilde germ hücrelerine iletilmesi gerekmektedir. Böyle 

spesifik taşıyıcılar dışında, Sertoli hücrelerinin bu gibi birden çok hücresel görevinin 

olduğu düşünüldüğünde; spermatogenez sırasında seminifer epitel boyunca farklı 

hücresel olayların senkronize bir şekilde yapabilmesi için zamanında ve doğru 
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sinyal/kimyasal iletimin sağlanması gerekmektedir. Bir başka örnek ise; hücre içi 

fagositoz süreçlerinde görev alan fagozomlar bazal membran yakınlarında konumlanır. 

Geç evre VIII'de, spermatozoa salımı gerçekleştiğinde (O'Donnell ve ark., 2011; C. Y. 

Cheng ve Mruk, 2015) Sertoli hücresi tarafından fagosite edilecek rezidüel cisimler, 

tübül lümeninin yakınındaki adluminal (apikal) bölgede bulunurlar ve fagositoz için bu 

kompartmandan bazale taşınması gerekir. Burada da Sertoli-Sertoli, Sertoli-germ ve 

germ-germ hücreleri arasında bulunan, polarite proteinlerinin kontrolü altında olan 

oluklu bağlantılar (Gap junction), interselüler köprüler ve ektoplazmik özelleşmeler 

devreye girmektedir (Gao ve Cheng, 2016).  

3).Polarite proteinlerinin KTB'deki baskın lokalizasyonunun ve seminifer epitel döngüsü 

sırasında evreye özgü ekspresyonlarındaki değişim, desmozom ve oluklu bağlantıları 

(GJ) etkilemektedir. Kan testis bariyerinden geçiş esnasında hücre polaritesini sağlamak, 

biyomoleküllerin, iyonların, elektrolitlerin ve suyun, bazal tabakadan adluminal 

tabakaya endositoz, transitoz gibi paraselüler taşınmasını sınırlamak ve immünolojik bir 

koruma sağlamak için çok önemlidir (C. Y. Cheng ve ark., 2011).  
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2.5. Varikosel :  

Varikosel, “pampiniform pleksus içindeki testiküler venlerin anormal dilatasyonu” 

olarak, 1843’de Curling tarafından tanımlanmıştır (Noske ve Weidner, 1999). 

Yüzyıllardır bilinen bu hastalığın etiyolojisinin tam olarak aydınlatılamadığı gibi; 

infertiliteyle de ilişkilisi net bir şekilde ortaya konulamamıştır.  

 

Şekil 2.11. Varikosel kaynaklı pampiniform dilatasyonu (Jensen ve ark., 2017) 

Varikosel, tüm erkeklerin yaklaşık %15 ile %20'sinde görülürken, infertil erkeklerin 

yaklaşık %40'ında bulunduğu ortaya konmuştur (Leslie ve ark., 2022). En sık saptanan 

erkek infertilite sebebi olarak görülen varikosel; tipik olarak asemptomatiktir, ancak 

varikoselli hastaların yalnızca %2 ile %10'u ağrıdan şikayetçidir (Peterson ve ark., 1998; 

Paick ve Choi, 2019). Aynı zamanda klinik olarak, anormal semen analizi, düşük sperm 

sayısı, azalmış sperm hareketliliği ve anormal sperm morfolojisi gibi önemli 

semptomların en yaygın nedeni olarak kabul edilir (Leslie ve ark., 2022).  

Varikoselin patofizyolojik etkisi tam anlamıyla açıklanamasada, genel haliyle beş ayrı 

mekanizma ile özetlenebilir: Bu mekanizmalar; skrotal hipertermi, testiküler hipoksi, 

adrenal veya renal metabolitlerin reflüsü, kadmium birikimi ve hipogonadizm olarak 

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

Reprodüktif fizyolojik süreçler için, skrotumun en uygun ortamsal ısı düzeyi, vücut 

ısısından yaklaşık olarak 2,5°C daha düşüktür. Varikoselde venöz reflü veya staz sonucu 

damar genişlemesiyle ortaya çıkan hipertermi, testiküler serbest oksijen radikallerinin 

(SOR) artışına sebep olur. Hipertermi/hipoksi kaynaklı SOR artışı testiküler oksidatif 

stresi arttırır (Ahmet Karakeçi 2019). 

Venöz duvarlar üzerindeki artan basınç reaktif oksijen türlerinin (Reactive Oxygen 

Species; ROS) salınımına neden olur ve daha yüksek dereceli varikosellerin daha yüksek 

oksidatif stres seviyeleri ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Isı stresinin mitokondriyal 

membranlardan, sitoplazma ve peroksizomlardan ROS üretimi yoluyla oksidatif stresi 

artırdığı gösterilmiştir ve benzer şekilde hipoksi, inflamatuar reaksiyonlar yoluyla 

oksidatif stresi artırabilir. ROS, hücresel metabolizmanın yan ürünleri olarak üretilir. Bu 

yan ürünlerin (hidroksil, superoksid, nitrik oksit (NO) vb ...) belirli seviyede bulunması 

gerekir, fakat herhangi bir durumda artışı, çeşitli disfonksiyonlara sebep olabilir. 

ROS’un fizyolojik seviyesi antioksidanlarla dengede tutulmaktadır (Hassanin ve ark., 

2018). ROS genellikle doğrudan DNA parçalanması veya hücreler arası kalsiyum iyon 

konsantrasyonlarının değiştirilmesi yoluyla spermin apoptozunu indükler (Saleh ve ark., 

2003; Agarwal ve Said, 2005; Ha ve ark., 2011). Hücre içi iyon konsantrasyonlarının 

değiştirilmesi, sıkı bağlantı (Zonula occludens; Tight junction; TJ) veya Ara bağlantı 

(Zonula adherens; Adherens junction; AJ) kompleksi ile ilişkili mekanizmaları 

etkileyebilir. ROS hücre zarında birtakım bozukluklara sebep olduğundan, kaderin ve 

katenin gibi transmembran proteinlerin, ROS'a daha duyarlı olduğu söylenebilir (Ha ve 

ark., 2011). Varikosel ile ilgili yapılan bir çalışmada, ROS’un, Sertoli hücrelerini 

etkileyip; E-kaderin ve α-katenin ekspresyonunu azaltığı belirtilmiştir. Bu bulgu, 

ROS’un kan testis bariyeri (KTB)'nin bozulmasına neden olabileceğini düşündürmüştür. 

Ek olarak, aynı çalışmada, ROS’un spermatositlerin AJ'lerini bozarak, Sertoli hücreleri 

ile preleptoten / leptoten aşamasındaki spermatositler arasında tutunma güçlüğüne neden 

olarak infertiliteye sebep olabileceği vurgulanmıştır (Ha ve ark., 2011). 

NO, hücre içi sinyal yolakları için açıkça önemli olmakla birlikte, kan testis bariyeri 

içindeki sıkı bağlantıların düzenlenmesinde ve birleştirilmesinde de rol oynar. Bu 
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bariyer, lümen sıvısının kimyasal bileşimindeki değişiklikler yoluyla germ hücrelerinin 

geliştiği bir ortam yaratır. Kan testis bariyeri ayrıca toksik maddelerin seminifer 

tübüllere geçişini engeller. NO, spermatogenez, germ hücresi olgunlaşması ve gelişim 

süreçleri için gerekli olduğu bulunan bu bariyerin zamanında açılıp kapanmasını 

özellikle kontrol eder (Lee ve Cheng, 2004; Yan ve Cheng, 2005; Lee ve Cheng, 2008; 

Doshi ve ark., 2012). NO; NO sentaz (NOS) aracılığıyla L- argininden üretilir. NOS'un 

seviyesi ve aktivitesi, büyüme faktörleri, iyonlar, sitokinler ve hormonlar gibi birkaç 

farklı düzenleyici tarafından uyarılabilir. Son çalışmalar, Sertoli hücre TJ 

dinamiklerinin, proteazlar, proteaz inhibitörleri, sitokinler, cAMP, protein fosforilasyonu 

veya defosforilasyon ve hücre içi Ca+2 düzeyini içeren bir dizi molekül tarafından 

düzenlendiğini göstermiştir (Lee ve Cheng, 2004). Son zamanlarda, Nitrik oksid 

(NO)’in, testiste varsayılan bir TJ regülatörü olduğu gösterilmiştir. İndüklenebilir NOS 

(iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) testiste yapısal olarak okludin gibi TJ-integral 

membran proteinlerine ve aktin, vimentin ve α-tübülin gibi sitoskeletal proteinlere bağlı 

olduğu gösterilmiştir. NO, muhtemelen sıkı bağlantı (TJ) dinamiklerinin bilinen 

modülatörleri olan cAMP ve cGMP üzerindeki etkileri yoluyla bağlantı dinamikleri 

dahil olmak üzere çeşitli fizyolojik fonksiyonların düzenlenmesinde çok önemli bir rol 

oynar. Yapılan bir in vitro çalışma göstermiştir ki; testiste, NO, sGC (solubl guanilat 

siklaz) / cGMP / PKG (protein kinaz G) sinyal yolu aracılığıyla, bir TJ-integral 

membran proteini olan okludinin seviyesini düşürür ve böylece TJ bariyeri açılmış olur  

(Lee ve Cheng, 2003). 

Varikoselde, Leydig hücreleri tarafından sentezlenen testosteron seviyesinin düştüğü 

bilinmektedir. Testosteronun önemli bir rolü, spermiyogenezin uzama aşaması nın 

(uzamış spermatide dönüşme aşaması) hemen öncesinde, spermatidin 7. basamaktan 8. 

basamaktaki yuvarlak spermatidlere dönüştürülmesidir (O'Donnell ve ark., 1994; 

O'Donnell ve ark., 1996).  Testesteronun baskılandığı bir çalışmada, 8. basamak 

yuvarlak spermatidlerin yaklaşık %80 'i Sertoli hücresi ile temasını kaybettiği ve direkt 

seminifer tübül lümenine döküldüğü gözlenmiştir (O'Donnell ve ark., 1996). Geriye 

kalan basamak 8 spermatidleri ise, seminifer epitel içinde dejenere olduğu ve uzama 

fazına hemen hemen hiçbir spermatidin ilerleyemediği gözlenmiştir (O'Donnell ve ark., 

1994; O'Donnell ve ark., 2000).  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Denekler ve Deney Grupları ve Cerrahi Modelin Oluşturulması:  

3.1.1. Denekler:  

Çalışma, Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma Merkezi 

(ADAM)’nden alınan 42 adet erişkin (12 Haftalık) ağırlıkları 200-250 gr arasında olan 

Wistar ırkı erkek sıçan ile yürütüldü. Tüm sıçanlar standart laboratuvar yemi ve musluk 

suyu ile beslendi. Deneye başlamadan önce her sıçan tartılarak canlı ağırlığı kaydedildi. 

3.1.2. Deney grupları:  

Deneylerde kullanılacak sıçan sayısını belirlemek için G*Power 3.1.9.4 programı 

kullanılarak güç analizi gerçekleştirilmiştir. Cohen d katsayısı 0,8 (geniş etki büyüklüğü) 

olarak alındı. Her bir deney grubunun sıçan sayıları eşit olduğunda, alfa 0,05 anlamlılık 

ve 0,95 güç düzeyinde her grup için 10 sıçanın gerektiği sonucuna ulaşıldı.  

Fakat deney grubunda, varikosel hayvan modelini oluşturmak adına gerçekleştirilen 

cerrahi operasyon sırasında veya post-operatif bakım sırasında gerçekleşebilecek hayvan 

ölümleri göz önünde bulundurulduğunda, her bir grup için 14 sıçan ile çalışılması uygun 

görüldü. 

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

yapılmadı.  

2. Sham grubu (n=14): Bu grupta yer alan sıçanlara, varikosel grubu sıçanlarda 

varikosel modelinin oluşturulduğu gün, cerrahi işlemin etkilerini görmek amacı 

ile sadece batın açma kapaması yapıldı.  

3. Varikosel grubu (n=14): Bu grupta yer alan sıçanlara literatürde belirtildiği 

şekilde deneysel olarak unilateral (sol) varikosel modeli oluşturuldu.  
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3.1.3. Varikosel Modelinin Oluşturulması:  

Varikosel modeli, Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma 

Merkezi (ADAM)’nde oluşturuldu. Varikosel, intramüsküler olarak %5’ lik ketamin 

hidroklorid (44 mg/kg) aneztezisi altında kısmi olarak sol renal venin ligasyonu ile 

oluşturuldu. Anesteziyi (ksilasin 15 mg/kg, i.m - ketamin 75 mg/kg, i.m.) takiben üst sol 

abdominal bölgeye median hattan insizyon ile ulaşıldı. İç organlar dikkatlice paketlenip 

sağa çekilerek sol böbrek, adrenal ve renal venler ile sol spermatik venin sol renal vene 

girişi görünür hale getirildi. Dikkatli bir diseksiyon ile spermatik ve adrenal venlerin sol 

renal vene girdiği medial yüz yağ ve bağ dokularından temizlendi. Sol renal venin arka 

yüzünün körleme dönülmesi sırasında olası kanamalar bir süre yapılan basınçlı 

tamponlama ile durduruldu. Renal ven ligasyonunun yapılacağı bölüme 0,85 mm çaplı 

metal tel yerleştirildikten sonra 4,0 ipek sütur ile daraltma işlemi yapıldı (Şekil 3.1). Ven 

daraltıldıktan sonra tel dikkatlice çekildi. Böylece damarın dış çapının 1 mm’ye 

düşürülmesi sağlanmış oldu. Olası enfeksiyon riski ortadan kaldırmak adına abdominal 

boşluk içerisine Gentamisin sülfat (10 mg/ml) uygulandı. Bu işlem sonrasında da, 

abdominal duvar ve ön abdominal kaslar 4,0 kromik katküt ile ayrı ayrı dikilerek 

insizyon alanı kapatıldı. Bu daraltma işlemi ile damarın lateralinde artmış damar içi 

basınca neden olurken, bu basıncın spermatik vene aktarılması ile deneysel varikosel 

modelin oluşması amaçlanmıştır.  Tüm cerrahi işlemler 3,5x objektif büyütmesi altında 

yapılmıştır (Sahin ve ark., 2005). 
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Şekil 3.1. A. Sıçana ait anatomik çizim (Albano Nogueira ve ark., 2022) Ligasyonun yapıldığı alan mavi 
ok ile gösterilmiştir. B.12 haftalık sıçanlar, tek taraflı (sol) varikosel oluşturulan cerrahi model a.Penset 
ucu; 0,85mm çaplı metal tel yerleştirilip 4,0 ipek süturla ile daraltma yapılmıştır. b. Ligasyon sonucu sol 
renal ven üzerinde gelişen dilatasyon 

Varikosel modelinin oluşturulmasından 13 hafta sonra, oluşturulan varikosel modelinin 

başarı durumu spermatik ven çapının ölçümü, epididimal sperm motilite hesaplanması, 

sağ ve sol testis ağırlıklarına bakılarak ortaya konmuştur. 

3.2.1. Spermatik Ven Çapının Ölçümü  

İliolumber venin çaprazladığı bölgede loop ile yapılacaktır. Normal erişkin Wistar ırkı 

sıçanlarda, spermatik venler tipik 0,6-0,8mm çapındayken, cerrahi model uygulanmış 

şıcanlarda spermatik venlerin çaplarının gözle görülür bir şekilde artması beklenir. Bu 

yüzden, dijital bir kumpas yardımıyla her gruba ait hayvanların sağ ve sol ven çapları 

ölçüldü ve not edildi.  

3.2.2. Epididimal Sperm ve Motilite Hesaplanması  

Sol epididimis total olarak testisten ayrılıp, vaz deferens başlangıç kısmını da alarak 

diseke edildi ve ayrılan doku bir petri kabına aldı. Spermin çıkacağı vaz deferensin 

başlangıç kısmına 100 μm PBS (Phosphate Buffer Saline, İnvitrogen, 003002) eklenerek 
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bir bistüri yardımıyla küçük baskılar uygulanarak sperm çıkışı sağlandı, ardından 

mikropipet yardımıyla alınan sperm hücreleri, lama alınıp üzeri lamelle kapatıldı ve ışık 

mikroskobu altında bir counter/sayaç yardımıyla hareketli ve hareketsiz spermler 

sayılarak % motilite hesaplanmıştır. Bu işlem, aynı lamın 3 farklı bölgesinde 

tekrarlanarak, elde edilen değerlerin ortalaması alınmıştır (Celik-Ozenci ve ark., 2011). 

3.2.3. Testis Ağırlıkları: 

Çevre dokularından tamamen temizlenen sağ ve sol testisler, hassas terazi ile ağırlık 

ölçümleri yapılarak not edildi.  

3.2.4. Doku Temini ve Deney Parametreleri İçin Hazırlanması:  

Deneysel varikosel modeli oluşturulması amacıyla gerçekleştirilen operasyondan 

13.hafta sonra kontrol, sham ve varikosel gruplarına ait sıçanlardan anestezi altında sol 

testis dokuları alındı ve ardından ötanazi uygulandı. Her gruba ait sıçanlardan elde 

edilen testis dokuları ikiye ayırıp immunfloresan ve western blot yöntemleri için 

kullanılmak üzere rutin işlemlere tabii tutularak uygun koşullarda depolandı.  

3.2.5. Rutin Histolojik Değerlendirme:  

Her gruba ait testis doku örnekleri, Bouin’s fiksatifi ile fikse edildi, doku örneklerine 

rutin parafin teknikleri uygulanarak ve 5 µm kalınlığında kesitler alındı. Kesitlere 

Hematoksilen-Eozin boyaması yapılarak ışık mikroskopu ile değerlendirildi.  

Bouin’s Fiksatifinin Hazırlanışı: 

• Pikrik Asit (Sigma Aldrıch, 197378-100G); 75ml 

• Formaldehit %37 (MERCK, 1.04002.2500); 25ml 

• Asetik Asit; 5 ml 
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3.3. Western Blot Analizleri Kullanılan Solüsyonlar ve Cihazlar  

Total Testis Lizatı Hazırlama: 

Kullanılan solüsyonlar 

Lizis Buffer: 

• 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (BIO-RAD, #1610719) 

• 90ml distile su, 1ml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508) 

• 1gr SDS (BIO-RAD, #1610302) 

Proteaz İnhibitör Kokteyli (1X):  

• 40 µl PİK 25X (2 ml dH2O + 1 tablet PİK (Roche, #11697498001)) 

• 600 µl dH2O 

PBS: 

• 100 ml Distile su 

• 1 adet Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen, #003002) 

 

Sonikatör (Bendelin UW2070) 

Soğutmalı Santrifüj (Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4°C)) 

Sıvı azot tankından çıkarılan testisten alınan taze doku örnekleri, cam bir zeminde bisturi 

yardımıyla mekanik olarak ezildi. Ezilen dokular ependorf tüplerine alınıp darası 

alınarak tartıldı. Tartım sonrasında her 0,2 g doku için 600μl lysis buffer ve 10μl proteaz 

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

dk santrifüj edildikten sonra süpernatantları alınıp pelet kısımları atıldı.  

Protein miktarının belirlenmasesi 

• BCA kit: Pierce BCA Protein Assay Kit, THERMO, Kat.No 23225 

• Spektrofotometre: μQuant BioTek Spectrophotometer 

• İnkübatör: Nüve EN 500 
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İçerdiği protein miktarları BCA kit kullanılarak tespit edildi. Bu yöntemde kitin 

protokolüne uygun olarak 2mg/ml olan BSA’lar S0 için dilüe ederek standart kabul 

edilen 1mg/ml BSA olarak kullanıldı. 

BSA’nın S0 (1000µg/ml), S1 (500µg/ml protein), S2 (250µg/ml), S3 (125µg/ml), S4 

(62,5µg/ml), S5 (31,3µg/ml), S6 (15,6µg/ml), S7 (7,8µg/ml) şeklinde dilüsyonlar 

hazırlanarak standart protein aralığı hazırlandı. Hazırlanan doku lizatları, 1:50 oranında 

lizis buffer ile dilüe edilerek iyice vortekslendi. BCA kit içeriğindeki Regent A ve 

Regent B karışımı (50:1) 8ml/160µl miktarlarında çalışma solüsyonu hazırlandı.  

Standartlar, blank ve örnekler her kuyucuğa 25’er µl olacak şekilde 96 kuyucuklu plate 

içerisine yüklendi. Üzerlerine her kuyucuğa 200 µl olacak şekilde çalışma solüsyonu 

eklendi. Daha sonra 60°C’lik inkübatörde 15 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda okunması için ayarlandı. Spektrofotometre 

sonuçlarında standartlar ile karşılaştırılarak her bir numunenin protein miktarı tespit 

edildi. Protein miktarları hesaplanarak laemli (2X, Laemmli electrophoresis Reagent, 

Sigma, #S-3401) ve distile su ile örnekler hazırlandı. Böylece tüm örneklerin protein 

miktarlarını eşitlenmiş oldu.  

Western Blot protokolü: 

Kullanılan Solüsyonlar 

v %30’luk Akrilamid Solüsyonu Hazırlanışı: 37:5:1’lik akr-bis 15,4g 40ml 

dH2O’da çözdürülür. 

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

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

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

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

v 5X Elektroforez Yürütme Tamponu: 

• Tris (Bio-Rad, #161-0719) ; 9 g 

• Glisin (Bio-Rad, #161-0718) ; 43.2 g 

• SDS (Sigma, #L4390) ; 3g 
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• 600 ml Distile Su 

• Distile su ile 1X şeklinde dilüe edilerek kullanıldı. (180ml 5X stok 

+720ml dH2O) 

v Transfer - Blot Tamponu: 

• Glisin (Bio-Rad, #161-0718) ; 14.3 g 

• Tris (Bio-Rad, #161-0719) ; 3 g 

• 700 ml dH2O içerisinde çözüldü 

• 200 ml Metanol (Merck, #1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile 

su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 

 

v 10X TBS (Tris Buffered Saline) Tamponu: 

• Tris (Bio-Rad, #161-0719) ; 60.55 g 

• NaCl (Supelco, 1.06404.1000) ; 87.66 g 

• 800 ml dH2O 

•  pH HCl ile 7.4’e ayarlanır. pH ayarlandıktan sonra toplam hacim distile 

su ile 1000 ml’ye tamamlanır. 1X için; (9+1) şeklinde dilüe edildi. 

 

v TBS-T Solüsyonu: 

• 1 litre 1X TBS içerisine 1000μl Tween-20 (SIGMA, P1379) eklendi.  

 

v Bloklama Solüsyonu (%5’lik süt tozu): 

• 100 ml TBS-T içerisinde 5g süt tozu (Bio-Rad, #170-6404) çözülerek 

%5’lik blok solüsyonu hazırlandı. 

Örnekler, elektroforezden önce, 100°C’deki suda 5 dakika kaynatılıp; jel elektroforezi 

için %10’luk poliakrilamid jel hazırldı. İlk kuyucuğa 5 μl marker (MERCK, SIGMA, 

Amersham ECL Rainbow Marker, GERPN800E) yüklenip diğer kuyucuklara 20’şer μl 

örnek yüklendi ve Mini Protean Sistem III tankının içine yerleştirildi. Mini Protean 

Sistem III tankına elektroforez solusyonu eklenerek, tank güç kaynağına bağlandı. 

Proteinler güç kaynağı aracılığı ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika elektroforez 

edildi. Proteinler jelde yürüdükten sonra, jel üzerine PVDF membran (BIO-RAD, #162-
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0177) ardından üstte ve altta 3’er adet filtre kağıdı olacak şekilde sandviç biçiminde 

hazırlandı. PVDF membran üzerine proteinleri içeren jel konularak hazırlanan sandviç 

Mini protean III sistemindeki tank blot içerisine alındı. Ardından tanka transfer 

solüsyonu eklenerek ve +4°C ve 32 Volt’da, gece boyu proteinlerin jelden membrana 

transfer olması sağlandı. Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra elde edilen 

membran, TBS-t ile hazırlanan %5’lik süt tozu ile oda ısısında 1 saat çalkalayıcı 

üzerinde bloklandı. Membran, üreticinin tavsiyesine göre hazırlanmış ve bloklama 

solüsyonu içinde sulandırılmış olan primer antikor (PAR-6, Scribble, Vangl2, N-

kadherin, ZO-1, F aktin, Aktif Kaspaz 3, iNOS) (Tablo 3.2.) ve pozitif kontrol olarak da 

ß-aktin ve GAPDH kullanılarak +4°C’de gece boyu karıştırıcı üzerinde inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında TBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T solüsyonu 

yenilenerek yıkama yapıldı. Membran, primer antikor için uygun olan ve bloklama 

solüsyonu ile sulandırılmış peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla oda 

sıcaklığında karıştırıcı üzerinde 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında TBS-t ile 30 

dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T solüsyonu yenilenerek yıkama yapıldı. Membran 

Supersignal West Pico chemiluminescent Substrate (Thermo, #34080) sistemi ile 1 

dakika inkübe edildi ve görüntüleme cihazında memebran görüntülemesi yapıldı.  

Not: Tez projemizde bulunmamasına rağmen; deneysel varikosel modelinin oluştuğuna 

dair daha sağlam ek kanıtlar sunması adına, literatürde varikosel ile birlikte artış 

gösterdiği bilinen aktif (cleaved) kaspaz 3 (Yoon, 2013; Zhao ve ark., 2019) ve iNOS 

(Santoro ve ark., 2001; Mazhari ve ark., 2018) proteinlerin değişimleri de Western Blot 

yöntemi ile incelendi.   

3.4. Çift İşaretli İmmunofloresan (İF) Boyanmalar için Kullanılan malzemeler, 

solüsyonlar ve cihazlar  

Solüsyonlar ve Cihaz; 

v Antikor dilüent solüsyonu (İnvitrogen, 003118) 

v Phosphate buffered saline çözeltisi (PBS) Tablet (Invitrogen, 003002)  

v Tris-EDTA (pH:9) – Tween20 ; 

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

§ 1000ml distile su içerisinde çözüldü. 

§ HCl ile pH:9’a ayarlanır. 

§ Tween 20 (SIGMA Aldrıch, P1379) ; 500 µl 

v Ultra V Blok (Thermo Scientific, TA-125-UB) 

v DAPI’li Kapatma Solüsyonu (VECTOR, VECTASHIELD, H-1200) 

v Olympus BX61 floresan mikroskop  

Boyanma Protokolü; 

Ksilol ve alkol serilerinden geçirildikten sonra slaytlar 5 dakika distile suda bekletildi, 

Antijen Retrival olarak hazırlanan Tris EDTA (pH:9) 7 dakika kaynatıldı (800 Watt’da).  

Ardından 20 dk soğutmaya bırakılarak ve (3 x 5 dk) PBS ile yıkandıktan sonra kesitlerin 

çevresi hidrofobik kalem (pap pen) ile çizildi. Nemli bir ortam sağlamak için ıslatılan 

chambera yerleştirilen slaytlara UV Blok solüsyonu damlatılarak 7 dk beklendi. 

Bloklamadan ardından, yıkama işlemi yapılmadan, miks şeklinde hazırlanmış olan 

primer antikorlar (Tablo 3.1) damlatılıp gece boyu +40C’de inkübe edildi. Ertesi gün 3 x 

5 dk PBS ile yıkanarak primer antikorlar uzaklaştırıldı. Sekonder antikorlar da miks 

şeklinde hazırlandıktan sonra kesitler üzerine damlatılıp 1 saat oda sıcaklığında inkübe 

edildi. Karanlıkta (3 x 5 dk) PBS ile yıkandıktan sonra DAPI’li kapatma solusyonu ile 

kapatma işlemi gerçekleştirildi.  

Çift işaretli immunoflüoresan boyama için, F-aktin, ZO-1, N-kaderin boyamaları FITC 

(yeşil) ile işaretlenirken, dokuda ikinci hedef proteinler; Vangl2, PAR-6, Scribble ise PE 

(kırmızı) ile işaretlendi (Tablo 3.1). Hücre nükkleusları DAPI ile işaretlenerek mavi 

renkte gösterildi. Floresan görüntüler, Olympus BX61 floresan mikroskop ile 

fotoğrafları çekilerek birlikte-lokalizasyonları gösterildi. Antikor dilüsyonları Tablo 

3.2.’de gösterilmiştir.  
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Tablo 3.1. Çiftli İmmunfloresan için hazırlanan primer antikor miksleri 

  1.Grup; 2.Grup; 3.Grup; 
1.miks Vangl2 F-aktin PAR6 F-aktin Scribble F-aktin 
2.miks Vangl2 N-kaderin PAR6 N-kaderin Scribble N-kaderin 
3.miks Vangl2 ZO-1 PAR6 ZO-1 Scribble ZO-1 

Tablo 3.2. Primer ve Sekonder Antikorlar 

ANTİKOR MARKA KAT. NO 
DİLÜSYON 

kDa 
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 AKTİN GENETEX GTX20205  1/100 1/250 43 
ZO-1 (1A12) INVITROGEN # 33-9100  1/50 1/500 225 
N KADERİN  INVITROGEN # 33-3900 1/700 1/1000 140 
(cleaved) AKTİF 
KASPAZ 3 

CELL 
SIGNALING # 9661  - 1/1000 17-19 

İNOS 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-Tavşan 
Peroksidaz VECTOR PI-1000  - 1/2000  - 

3.5. İstatı̇ksel Analı̇z:  

Tüm deneyler en az üç kez tekrarlandı. Western Blot sonuçları ImageJ programı ile 

analiz edildi. Western blot analizlerinde one way anova ve ardından Tukey post hoc testi 

ile veriler karşılaştırıldı. Antikorlar arasından sadece Scribble için Dunnett’s Testi 

kullanıldı. Histopatolojik değerlendirmelerden spermatik ven çapının ölçümü ve sağ - 

sol testis ağırlıkları, two way anova ile analiz edilirken epididimal sperm motilitesi 

hesaplanması için one way anova kullanıldı. Tüm analizler Prism9 (GraphPAd) 

programında gerçekleştirildi. Gruplar arasında yapılan karşılaştırmalarda, p<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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4.BULGULAR 

4.1.Oluşturulan Varikosel Modelinin Başarı Durumunun Belirlenmesi: 

4.1.1.Spermatik Ven Çapının Ölçümü: 

İlk olarak, varikoselin en önemli sebeplerinden kabul edilen spermatik venlerde 

meydana gelen dilatasyon değerlendirildi. Yaptığımız ölçümlere göre; Sol spermatik 

vende sağ taraftakine oranla belirgin bir dilatasyon saptandı (Şekil 4.1). Sağ spermatik 

venlerin çaplarında, gruplar arası anlamlı bir fark bulunmazken, varikosel oluşturulan 

grupta sol spermatik ven çaplarının kontrol ve sham grubuna oranla anlamlı bir şekilde 

arttığı gözlendi (p < 0,0001) ) (şekil 4.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 Model oluşturulduktan 13 hafta sonra, aynı hayvana ait sağ ve sol v. testicularis ok ile gösterildi.  
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37 
 

 

 

Şekil 4.2. Sol ve sağ spermatik ven çaplarının (mm) değerlenlendirilmesi  (**** ; p < 0,0001) 

 

4.1.2.Testis Ağırlıkları: 

Sağ ve sol testis ağırlıkları, gruplar arasında karşılaştırıldığında herhangi bir fark 

gözlenmedi. Sol testis ağırlıklarında bir miktar azalma görülmesine rağmen istatiksel 

olarak anlamlı değildi (p>0,05) (şekil 4.3).  

 

Şekil 4.3. Sol ve sağ testis ağırlıklarının (g)  değerlenlendirilmesi 

 

SOL DAMAR ÇAPI SAĞ DAMAR ÇAPI
0.0

0.5

1.0

1.5

m
m

SHAM

VARİKOSEL

ns

✱✱✱✱

KONTROLns

SOL TESTİS AĞIRLIĞI SAĞ TESTİS AĞIRLIĞI
1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

g

SHAM

VARİKOSEL

KONTROL

ns ns



38 
 

 

4.1.3.Epididimal Sperm ve Motilite Hesaplanması: 

Sperm motilitesinin karşılaştırılması için epididimisin kauda kısmından alınan sperm 

örnekleri mikroskop altında sayılarak yüzdeleri alındı. Kontrol ve sham grupları arasında 

bir anlamlı bir fark görülmezken varikosel grubunda dramatik bir düşüş gözlendi            

(p<0,0001) (şekil 4.4).   

 

Şekil 4.4. Sperm motilitelerinin (%) değerlendirilmesi (****; p <0,0001) 
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4.2. Varikosel Sonucu Seminifer Tübülde Meydana Gelen Bozulmaların 

Histokimyasal İncelemesi 

Hematoksilen ve Eozin ile boyanan preparatlar ışık mikroskobu altında incelendi.  

Kontrol, sham ve deney gruplarına ait kesitler evreleme yapılarak spermatogenik 

dizideki hücrelerin yapıları incelendi. Kontrol ve sham grubuna ait seminifer tübül  

epitel görünümleri normal yapıda olduğu gözlendi (Şekil 4.5).Varikosel gruplarına ait 

testis kesitleri incelendiğinde; kontrol grubundan farklı olarak, hücre bağlı hücreler arası 

ayrılmalar, evre bağımsız şekilde polaritelerini kaybetmiş elongoid spermatidler (Sertoli 

hücresine dağınık tutulum), bazal laminaya ulaşamamış fagozomlar ve oldukça fazla 

sayıda tübülde görülen lümene dökülmüş germ hücreleri göze çarptı. Diğer yandan 

morfolojik bozuklukların yanında apoptoza yönelmiş pignotik çekirdekli spermatidler ve 

çok çekirdekli polimorfik dev hücreler de dikkat çekti (Şekil 4.6 ve Şekil 4.7). 
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Şekil 4.5. Kontrol ve Sham Grubu Seminifer Tübül Hematoksilen & Eozin Boyanması a. Kontrol grubu, 

200X görütüntüsü a1. Kontrol grubuna ait evre V seminifer tübülü (400X) a2. Kontrol grubuna ait evre 

VIII seminifer tübülü (400X) b. Sham grubu, 200X görüntüsü (Skala bar: 50 µm)
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Şekil.4.6. Varikosel grubundan farklı sıçanlara ait testis kesitlerinin Hematoksilen & Eozin Boyanması, 
100X Görütünüleri (Skala bar: 50 µm) 
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Şekil 4.7. Varikosel grubuna ait Seminifer Tübül, Hematoksilen & Eozin Boyanması, 400X Görüntüleri a. 
Evre IX seminifer tübülü a1. Bir önceki evrede lümene dökülmesi gerekirken dökülememiş spermatidler 
(köşeli parantez), pignotik çekirdekli (basamak 9) spermatidler (ok başı), çok çekirdekli polimorfik dev 
hücre (ok) a2. Bazal laminaya konumlanması gerekirken farklı lokalizasyonlarda bulunan fagozomlar (ok) 
b. Evre V seminifer tübülü b1. Bazal laminaya 90 derecelik dik açıyla tutunamayan polaritelerini 
kaybetmiş elongoid spermatidler (köşeli parantezler) b2. Lokalizasyonları bozulmuş spermatik hücreler, 
lümene dökülen germ hücreleri (oklar), epitel içerisinde ayrılmalar (ok başı) c. Evre VIII seminifer tübülü 
c1. pignotik çekirdekli (basamak 8) spermatid (ok), epitel içerisinde ayrılmalar (ok başı) c2. 
Lokalizasyonları bozulmuş seminifer epitel, lümene dökülen germ hücreleri (köşeli parantez), bazal 
laminaya 90 derecelik dik açıyla tutunamayarak yatay pozisyonda konumlanan, polaritelerini kaybetmiş 
elongoid spermatidler (oklar) (Skala bar: 50 µm) 
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4.3. Western Blot Bulguları 

Tez projemizde bulunmamasına rağmen; deneysel varikosel modelinin oluştuğuna dair 

daha sağlam, ek kanıtlar sunması adına, literatürde varikosel ile birlikte artış gösterdiği 

bilinen Aktif (Cleaved) kaspaz 3 ve İNOS proteinlerin değişimleri Western Blot yöntemi 

ile incelendi. Aktif kaspaz-3’ün protein miktarı, kontrol ve sham grupları arasında 

anlamlı bir fark gözlenmezken varikosel gruplarında hem kontrol grubuna (**; 

p=0,0016) hem de sham grubuna (***; p=0,0003) göre anlamlı dercede artış görüldü 

(Şekil. 4.8.A). iNOS’ta ise kontrol ve sham gruplarında anlamlı bir fark bulunmazken, 

varikosel gruplarında kontrol grubuna (*; p=0,0135) ve sham grubuna (***; p=0,0006) 

göre protein miktarlarının anlamlı dercede arttığı görüldü (Şekil 4.8.B). 
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Şekil 4.8 A. Aktif Kaspaz-3 proteini seviyesinin Western Blot analizi sonuçları (**; p=0,0016, ***; 
p=0,0003).  B. İNOS protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları (*; p=0,0135, ***; p=0,0006). b-
Aktin pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Vangl 2’nin protein seviyeleri değerlendirildiğinde, kontrol ve sham grupları arasında 

anlamlı bir fark bulunmazken varikosel ile birlikte bu seviyenin düşüş gösterdiği görüldü 

(****; p<0,0001). 

Şekil 4.9. Vangl 2 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları (****; p<0,0001). b-Aktin pozitif 
kontrol olarak kullanılmıştır. 
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Bir diğer polarite proteini olan PAR 6’nın protein seviyesinin kontrol ve sham 

gruplarına göre varikosel grubunda bir azalış sergilemesine rağmen bu azalma oranı 

istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,05). 

Şekil 4.10. PAR 6 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları. b-Aktin pozitif kontrol olarak 
kullanılmıştır. 
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Scribble’ın protein miktarları incelendiğinde, kontrol ve sham grupları arasında anlamlı 

bir fark görülmedi. Bu seviye varikosel gruplarında ise ciddi bir düşüş sergiledi (***; 

p=0,0008). 

Şekil 4.11. Scribble protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları (***; p=0,0008). b-Aktin pozitif 
kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Total testis dokusundan hazırlanan lizatların ayrılan süpernatant kısımları ile yapılan 

Western Blot sonuçlarında, F aktin seviyesinin gruplar arasında bir fark sergilemediği 

gözlendi (p>0.05).  

 

Şekil 4.12. F aktin protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları. Gliseraldehit-3 fosfatdehidrogenaz 
(GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Kan testis bariyerinde görev alan adezyon moleküllerinden ZO-1’in varikosel ile 

değişimi incelendiğinde kontrol ve sham grupları arasında anlamlı bir fark gözlenmedi. 

Varikosel grubunda ise hem kontrol (**; p=0,0017) hem de sham grubuna (**; 

p=0,0021) kıyasla protein seviyesinde, belirgin düşüş görüldü.  

 

Şekil 4.13. ZO-1 protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları. Gliseraldehit-3 fosfatdehidrogenaz 
(GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Bir diğer adezyon molekülü, N kaderin’in protein seviyeleri karşılaştırıldığında kontrol 

ve sham arasında anlamlı bir fark gözlenmedi. Buna karşın varikosel gruplarında protein 

miktarlarının, kontrol (**; p=0,0020) ve sham (***; p= 0,0006) gruplarına göre anlamlı 

bir seviyede azaldığı gözlendi. 

 

Şekil 4.14. N Kaderin protein seviyesinin Western Blot analizi sonuçları. Gliseraldehit-3 
fosfatdehidrogenaz (GAPDH) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  
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4.4. Çiftli İmmunflouresan Bulguları 

Her bir polarite proteini ilişkili olduğu bilinen F-aktin, Zonula Okludens ve N-kaderin 

ile ko-lokalizayonlarını göstermek için çifli immunflouresan boyanmalar 

gerçekleştirildi. Buna ek olarak, germ hücrelerinin dizilişindeki farklılıkları daha net 

göstermek amacıyla, yalnız hücre nükleuslarının gösterildiği DAPI (beyaz) boyanması 

ile bir panel de hazırlandı (Şekil 4.15).  

 

Şekil 4.15. a-a1; Kontrol (100X ve 200X), b-b1; Varikosel (100X ve 200X). c-d-e; Evre VIII tübüllere ve 
c1-d1-e1; Evre V tübüllere ait 400X görüntüler (Skala bar: 200 µm) 
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4.4.1.Vangl 2 ve F Aktin Çiftli İmmunfloresan Boyanması: 

Vangl2 proteininin yerleşimi, özellikle geç evre VII ve evre VIII’de spermatidlerin 

Sertoli hücresine tutunduğu apikal ektoplazma özelleşmelerde ve kan-testis bariyerini 

oluşturan bazal ektoplazma özelleşmelerde F-aktinle birlikte lokalizasyonları 

immunofloresan yöntemi ile gösterildi (Şekil 4.16). Her iki proteinin sham grubundaki 

lokalizyonlarında bir değişiklik gözlenmedi (Şekil 4.16.b-b2). Buna karşın varikosel 

grubunda apikalde spermatidlerin başlarında ve bazal ektoplazmik özelleşmelerde, 

lokalizyonların yer yer kaybolduğu ve dağınık bir yerleşim sergilediği gözlendi (Şekil 

4.16.A.c-c2 ve Şekil 4.16.B.b-b2). Ayrıca geç evre VII / evre VIII’de spermatidlerin 

Sertoli hücresine doğru bir şekilde tutunamadığı, polaritelerini kaybettikleri ve lümene 

dökülmeleri dikkat çekti (Şekil 4.16.B.b2). 

A 
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B. 

 

Şekil 4.16. Vangl 2- F aktin çiftli immunfloresan, evre VIII tübüllerine ait 400X görüntüler. (Vangl2; 
kırmızı-PE, F aktin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) A. a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir.  B. Kontrol ve varikosele ait aynı fotoğrafların 
yakınlaştırılmasıyla oluşturulmuştur. Kontrol grubunda (a-a1-a2) apikal ektoplazmik özelleşmeler; köşeli 
parantez ile bazal ektoplazmik özelleşme – KTB; oklar ile gösterildi. Varikosel grubunda (b-b1-b2) ise 
polaritelerini kaybetmiş spermatidler okla gösterildi. (Skala bar: 50 µm) 

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

İmmunfloresan Bulguları: 

Bazal ektoplazmik özelleşmeler için özellikle evre V’de kan-testis bariyerine ait 

adezyon molekülleriyle birlikte Vangl2 ifadeleri incelendi. İlk olarak Vangl2 ile ZO-1’in 

birlikte lokalizasyonları şekil 4.17’de gösterildi. Evre V’de Vangl2’nin bazal 

ektoplazmik özelleşmelerde yer almasının yanında bazal laminaya yakınında bulunan 

basamak 17 spermatidlerde de ekpresyonunun güçlü olduğu dikkat çekti (şekil 4.17.a-

a2). Vangl2’nin konrol ve sham gruplarında benzer ifadeler sergilerken varikosel 

grubunda hem bazal ektoplazmik özelleşmelerde hem de spermatid başlarında 

ekspresyonların oldukça azaldığı, neredeyse kaybolduğu dikkat çekti. Bununla birlikte 

elongoid spermatidlerin lümene gelişigüzel dağıldığı gözlendi (şekil 4.17.c-c2). 
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ZO-1 ‘in lokalizayonları kontrol ve sham gruplarında tek sıra halinde, tüm tübülde 

pakiten spermatidlerin altında, bazal laminaya paralel seyretti (şekil 4.17. a1, b1). 

Varikosel grubunda bu ifadenin epitelin içlerine doğru dağılmalar şeklinde, 

spermatidlerin üzerinde lokalizasyonlar gösterdi (şekil 4.17.c1). Bu durum varikosel 

grubunda kan-testis bariyerinin işlevini yitirdiğini açıkça ortaya koydu. Buna bağlı 

olarak aynı grupta germ hücrelerinin lümene döküldüğü ve seminifer epitelde ciddi 

bozulmalar olduğu gözlendi (şekil 4.17.c-c1) 

 

Şekil 4.17. Vangl2 – ZO-1 çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (Vangl2; kırmızı-
PE, ZO-1; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI).  a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-
c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. a ve b’de Vangl2’nin spermatid başlarındaki ekspresyonları sarı 
ok ile gösterilmiştir. c1’de ZO-1’in lokalizasyonlarındaki dağılmalar parantez ile belirtilirken lümene 
dökülen germ hücreleri etrafında ki ZO-1 ifadesi ok başı ile gösterildi. c2’de ise lümene dağılan, 
polariteleri bozulmuş spermatidler ok ile gösterildi. (Skala bar: 50 µm) 
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Kan-testis bariyerinde görev alan bir diğer protein olan N kaderinin, Vangl2 ile birlikte 

lokalizasyonları evre V tübüllerde incelendi (Şekil 4.18.). Kontrol ve sham gruplarında 

lokalizasyonlar, kan-testis bariyeri boyunca görülürken varikosel grubunda epitelin 

içlerine doğru dağılmalar şeklinde gözlendi (şekil 4.18 a1, b1, c1; parantez). Vangl2 

lokalizasyonlarında da ciddi şekilde bozulmalar görüldü (Şekil 4.18.c). 

Şekil 4.18. Vangl2 – N Kaderin çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (Vangl2; 
kırmızı-PE, N kaderin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI). a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. a1-b1-c1; Tübül içerisinde N kaderin 
lokalizasyonlarında ki dağılım parantez ile gösterildi. (Skala bar: 50 µm) 
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4.4.3. Par 6 ve F aktin Çiftli İmmunfluoresan Boyanması: 

Bir diğer polarite kompleklesini temsil etmesi açısından Par 6’nın evre VIII ve evre V 

tübüllerde ifadeleri incelendi (Şekil 4.19,20). Kontrol gruplarında, Par 6, evre VII-

VIII’de yok denilecek kadar düşük bir seviyede gözlendi (Şekil 4.19.a). F-aktinle 

birlikte her iki proteinin sham grubundaki lokalizasyonlarında bir değişiklik gözlenmedi 

(Şekil 4.19.b-b2). Varikosel grubunda da Par 6’nın ekspresyon seviyesinde değişim 

görülmedi (Şekil 4.19.c). Bununla birlikte F aktin’in lokalizayonlarında değişimler ve 

bozulmalar gözlendi. Vangl2 görüntülerinde olduğu gibi tübül lümenlerine dökülmeler 

ve epitel dizisinde bozulmalar dikkat çekti (Şekil 4.19.c-c2). 

  
Şekil 4.19. PAR 6 - F aktin çiftli immunfloresan, evre VIII tübüllerine ait 400X görüntüler. (PAR 6; 
kırmızı-PE, F aktin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. (Skala bar: 50 µm) 
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Par 6’nın evre VIII tübüllerindeki düşük ekpresyonun ardından evre V tübüllerindeki 

ifadesi değerlendirildi (Şekil 4.20). Oldukça belirgin düzeyde eksprese olan Par 6’nın, F 

aktinle birlikte lokalizasyon göstererek hem spermatid başlarında hem de bazal 

ektoplazmik özelleşmelerde konumlandığı görüldü (Şekil 4.20.a-a2). Kontrol ve sham 

gruplarında spermatidlerde ve epitel düzeninde herhangi bir değişiklik görülmemesine 

rağmen varikosel gruplarında, iki proteinin de ekspresyonlarının lokalizasyonlarında ve 

seviyelerinde farklılıklar gözlendi (Şekil 4.20. a-c2).  

Şekil 4.20. PAR 6- F aktin çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (PAR 6; kırmızı-
PE, F aktin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-
c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. a1 ve a2 ‘de uzayan spermatidler ile birlikte konumlanan Par 6 ve 
F aktin (ok). c2’de lümene dökülen uzayan spermatidler ve germ hücreleri (daire). (Skala bar: 50 µm) 
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4.4.4. Kan-Testis bariyerinde PAR 6’nın ZO-1 ve N Kaderin ile Çiftli 

İmmunfloresan Bulguları: 

Testis dokusunda, bazal ektoplazmik alanlarda lokalize olduğu bilinen Par 6‘nın evre 

V’te kan-testis bariyerini oluşturan adezyon molekülleriyle birlikte lokalizasyonları 

değerlendirildi (Şekil 4.21,22). Par 6 ve ZO-1’in lokalizasyonları incelendiğinde; 

basamak 17 spermatidlerdeki ekpresyonların varikosel gruplarında kaybolduğu görüldü 

aynı zamanda epitel içerisindeki dökülmeler ve germ hücre kayıpları sebebiyle ZO-1’in 

lümen içerinde de ekspresyonlarına rastlanıldı (Şekil 4.21). 

 
Şekil 4.21. PAR 6 – ZO-1 çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (PAR 6; kırmızı-
PE, ZO-1; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-c2; 
Varikosel grubuna ait görüntülerdir. a1, b1 ve c1’de ZO-1’in epitel içerisindeki dağılımları (parantez). c’ 
de lümen içerisine dökülen germ hücreler (daire). c1’de lümen içerisinde görülen ZO-1 ekspresyonları 
(ok). (Skala bar: 50 µm) 
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N kaderin ifadesinin kontrol ve sham gruplarından farklı olarak bazal kompartmanda 

dramatik bir şekilde azalarak, dökülen germ hücrelerle birlikte lümen içerisinde gözlendi 

(Şekil 4.22.c1; ok). Par 6’nın bozulan lokalizasyonların yanında bazal ektoplazmik 

özelleşme proteini olan N kaderin’in de bozulması, epitel içerisindeki düzenin ortadan 

kalktığını ortaya koymuştur (şekil 22.c-c2). 

 
Şekil 4.22 PAR 6 - N Kaderin çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (PAR 6; 
kırmızı-PE, N Kaderin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir.c1’ de bazal kompartmanda görülmezken lümen 
içerisinde görülen N kaderin ekspresyonları (ok). (Skala bar: 50 µm) 
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4.4.5. Scribble ve F aktin Çiftli İmmunfluoresan Boyanması: 

Kontrol ve sham gruplarına ait evre VIII tübüller incelendiğinde özellikle apikal ve 

bazal ektoplazmik özelleşmelerde birlikte lokalize oldukları görüldü (şekil 4.23.a-b2). 

Varikosel gruplarında ise her iki proteine ait ekspresyonların dağınık bir şekilde başka 

bölgelere yayıldığı ve bununla birlikte seminifer epitel düzeninin bozulduğu gözlendi 

(şekil 4.23.c-c2).   

A. 
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B. 

 

Şekil 4.23. Scribble - F aktin çiftli immunfloresan, evre VIII tübüllerine ait 400X görüntüler. (Scribble; 
kırmızı-PE, F aktin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) A. Üst panelde gösterilen a-a1-a2; Kontrol 
grubu, b-b1-b2; Sham grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. c1’de lümene dökülen 
hücreler kesikli parantez ile gösterildi. B. Alt panel ise kontrol ve varikosele ait aynı fotoğrafların 
yakınlaştırılmasıyla oluşturulmuştur. Kontrol grubunda (a-a1-a2) Bazal ektoplazmik özelleşme – KTB, 
parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) ise lümene dökülen hücreler ve polaritelerini kaybetmiş 
spermatidler okla gösterildi. (Skala bar: 50 µm) 
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Evre V tübülleri incelendiğinde kontrol gruplarında Scribble’ın kan-testis bariyerinde 

belirgin ekspresyonu dikkat çekerken varikosel grubunda bu lokalizasyonun neredeyse 

kaybolduğu görüldü (Şekil 4.24. a,b,c). Ayrıca varikosel gruplarının epitellerinin yer 

yer, tamamen döküldüğü bölgelere rastanıldı (Şekil 4.24. c2,c3,c4). 

 

Şekil.4.24. Scribble- F aktin çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (Scribble; 
kırmızı-PE, F aktin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. a-a1-a2’de kan-testis bariyerin boyunca devam eden 
ekspresyonlar, parantez ile ; b-b1-b2’de uzayan spermatidlerde görülen ekspresyonlar ok ile ; c’de lümene 
dökülen hücreler ise kesikli daire ile gösterildi. c2’de bazal membranın üzerindeki epitelin tamamen 
döküldüğü bölgeler (kesikli dikdörtgen) , c3 ve c4’de yakınlaştırılmış şekilde gösterildi. (Skala bar: 50 
µm) 
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4.4.6. Kan-Testis bariyerinde Scribble’ın ZO-1 ve N Kaderin ile Çiftli 

İmmunfluoresan Bulguları: 

Scribble, kontrol ve sham gruplarında bazal ektoplazmik özelleşmeler boyunca ZO-1 ile 

ko-lokalize oldukları görüldü (Şekil 4.25.A.a-b2). Varikosel gruplarında bu birlikteliğin 

neredeyse kaybolduğu dikkat çekti. Aynı grupta seminifer epitelin yüksekliğinin yer yer 

değiştiği ve bazal membrandan ayrıldığı görüldü (Şekil 4.25.A.c-c2 ve Şekil 4.25.B.b-

b2). 

A. 
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B. 

Şekil.4.25. Scribble – ZO-1 çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (Scribble; 
kırmızı-PE, ZO-1; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) A. a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. c-c2’de tübül içerisinde farklı seviyelerde lümene 
ulaşan  epitel grupları (turuncu ve yeşil ok)  B. Kontrol ve varikosele ait aynı görüntülerin 
yakınlaştırılmasıyla oluşturulmuştur. Kontrol grubunda (a-a1-a2) Bazal ektoplazmik özelleşme – KTB, 
parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) ZO-1 ifadelerinin epitelin içerisine doğru dağıldığı ve epitelin 
düzensiz hale geldiği gözlendi. (Skala bar: 50 µm) 
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N kaderin ve Scribble lokalizasyonları kontrol ve sham gruplarında bazal ektoplazmik 

özelleşmeler boyunca seyretti. (Şekil 4.26.a-b2). Varikosel gruplarında bu ekpresyonlar 

gözle gürünür bir azalma sergilerken epitel düzeninde dikkat çekici bozulmalar gözlendi. 

Seminifer epitelin yüksekliğinin yer yer değişmesinin yanında bazal membrandan 

tamamen kopmuş hücre grupları ve polariteleri bozulmuş spermatidler, tübül içerisinde 

gelişi güzel bir dağılım gösterdi. (Şekil 4.26.A.c-c2 ve Şekil 4.26.B.b-b2). 

A. 
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B. 

 

Şekil.4.26. Scribble – N Kaderin çiftli immunfloresan, evre V tübüllerine ait 400X görüntüler. (Scribble; 
kırmızı-PE, N Kaderin; yeşil-FITC ve nükleuslar; mavi-DAPI) A. a-a1-a2; Kontrol grubu, b-b1-b2; Sham 
grubu, c-c1-c2; Varikosel grubuna ait görüntülerdir. c-c1’de Bazal memran ile bağlantısı tamamen 
ayrılmış epitel grupları kesikli dikdörtgenlerle; c2’de, epitelin tamamen döküldüğü bölgelerde bazal 
membranın yakınlarında gelişi güzel dağılan elongoid spermatidler (ok)  B. kontrol ve varikosele ait aynı 
fotoğrafların yakınlaştırılmasıyla oluşturulmuştur. Kontrol grubunda (a-a1-a2) Bazal ektoplazmik 
özelleşme – KTB, parantez ile; Varikosel grubunda (b-b1-b2) dökülen epitelde polariteleri bozulmuş 
spermatidler beyaz ok (b1); Epitelin içerisine doğru dağılan N Kaderin ekspresyonları turuncu ok (b2) ile 
gösterildi. (Skala bar: 50 µm) 
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5. TARTIŞMA 

Varikosel, erkek infertilitesinin en yaygın sebebi olarak tanımlanabilir (Damsgaard ve 

ark., 2016; Clavijo ve ark., 2017). Son yıllarda varikosel ile erkek infertilitesi arasındaki 

bağlantı hakkında, özellikle germ hücrelerinde oksidatif stres, apoptotoz gibi 

patomekanizmalara ilişkin birçok moleküler çalışmalar ortaya çıkarken, mekanizması 

hala tam olarak aydınlatılamamıştır (He ve ark., 2019). Çoğu çalışma genel hatlarıyla 

varikosele, “Vücuttaki antioksidanlar ve serbest oksijen radikalleri (SOR) arasındaki 

dengenin bozulmasıyla ortaya çıkan oksidatif stres, spermatozoalarda hasara yol açar, 

devamında infertiliteye sebep olabilir” şeklinde bir düşünceyle yaklaşmaktadır (K. 

Zhang ve ark., 2016; Foroozan-Broojeni ve ark., 2019). Diğer yandan germ hücreleri 

üzerindeki etkisine bakıldığında, varikoselle artan oksidatif stresin ve apoptozun 

spermatogenezde bozulmalara yol açtığı da bilinmektedir. Biz de bu çalışmamızda 

varikosel ile artan oksidatif stresin, Sertoli hücresinin ultrastrüktürü üzerinde sebep 

olduğu bozukluklara odaklanarak spermatogenez sürecindeki etkilerini inceledik.   

Programlanmış hücre ölümü olan apoptoz, memelilerde, fizyolojik spermatogenez için 

gereklidir. Apoptozun, homeostazı koruyarak Sertoli ile germ hücreleri arasındaki 

dengeyi düzenlediği düşünülür (Said ve ark., 2004). Varikoselde apoptozun arttığını 

vurgulayan birçok çalışma bulunmaktadır (Simsek ve ark., 1998; Barqawi ve ark., 

2004). ROS gibi birçok stres faktörünün apoptozu tetiklendiği bilinmektedir (Thompson, 

1995).   

Çalışmamızda öncelikle, uygulanılan deneysel varikosel modeli sonucunda artan reaktif 

oksijen türleri ve apoptotik ortam hakkında bilgi vermesi açısından Aktif kaspaz-3 ve 

İNOS miktarları incelendi. Her iki belirtecin protein miktarlarında varikosel grubunda, 

kontrol ve sham gruplarına göre anlamlı bir artış görüldü. Varikosel grubunda artan aktif 

(cleaved) kaspaz-3 (Yoon, 2013; Zhao ve ark., 2019) ve İNOS (Santoro ve ark., 2001; 

Mazhari ve ark., 2018) daha önceki yapılan çalışmaların bulguları ile de uyumludur. 

Aynı zamanda varikosel modelinin oluşturulmasından 13 hafta sonra, oluşturulan 

varikosel modelinin başarı durumu spermatik ven çapının ölçümü, epididimal sperm 
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motilite hesaplanması, sağ ve sol testis ağırlıklarına bakılarak analiz edildi. Varikosel 

grubunda, sol spermatik ven çapında anlamlı bir artış gözlenirken, testis ağırlıklarında 

bir fark gözlenmedi. Varikoselin önemli sonuçlarından olan epididimal sperm motilitesi 

gruplar arası karşılaştırıldığında varikoselli hayvanların motilitelerinde anlamlı bir düşüş 

gözlendi.  

Memeli testisinde gelişen germ hücreleri, özellikle uzayan/uzamış spermatidler ve 

Sertoli hücreleri, kemirgenlerde ve insanlarda spermatogenezin seminifer epitelyal 

döngüsü boyunca dikkate değer hücre polaritesi sergiler (De Kretser ve Kerr, 1994; C. 

Cheng ve ark., 2015). Örneğin tüm uzayan spermatidlerin başları bazal membrana, 

kuyrukları ise tübül lümenine bakması ya da Sertoli hücresine ait çekirdeğin, Golgi 

aparatının, bazal ektoplazmik özelleşmelerin bazal membrana neredeyse bitişik olması 

(Clermont ve ark., 1987; De Kretser ve Kerr, 1994; Hermo ve ark., 2010; Gao ve Cheng, 

2016) tesadüfi olmayıp tamamen spermatogenez sürecinin alt yapısını oluşturan 

mimarisel düzenlenimlerdir. Bu katı yerleşim, çok sayıda gelişmekte olan spermatik 

hücrelerin, fonksiyonel olarak sabit sayıda bulunan Sertoli hücre popülasyonu tarafından 

desteklenebilmesi açısından bir düzen sağlar (Sharpe ve ark., 2003; Hermo ve ark., 

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

Testis dokusunun rutin Hematoksilen ve Eozin boyanması ile gerçekleştirilen morfolojik 

değerlendirmelerimize göre; kontrol grubuna ait seminifer tübül görüntüleri normal 

yapıda gözlenirken, varikosel grubuna ait testis dokusunda, Evre IX tübüllerde; bir 

önceki evrede lümene dökülmesi gerekirken dökülememiş uzamış spermatidler ve 

pignotik çekirdekli basamak 9 spermatidler gözlendi. Ayrıca bazal kompartmanlarda çok 

çekirdekli polimorfik dev hücreler de bulunmaktaydı.  Evre VIII tübüllerde ise; 

fagozomların bazal kompartmana iletilmesi gerekirken epitelin farklı lokalizasyonlarda 

bulunduklarına rastlanıdı.  Evre V seminifer tübülü ; Bazal laminaya 90 derecelik dik 

açıyla tutunamayan polaritelerini kaybetmiş elongoid spermatidler ve lokalizasyonları  

bozulmuş seminifer epitel hücreleri, lümene pul pul  dökülen germ hücreleri, epitel 

içerisinde ayrılmalar gözlendi.  Bunlar dışında tamamen epitel düzeninin bozulduğu ve 

bazal membrandan ayrılmaların olduğu birçok tübül dikkat çekti. Varikoselli tübüllerde 

görülen tüm bu bozukluklar (fagozomların taşınamaması, spermatidlerin bas/eksen 
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polaritelerinin kaybetmesi, germ hücrelerinin Sertoli hücrelerine tutunamayıp 

dökülmeleri vb.)  polarizasyon eksikliğini işaret etmektedir. Bulgularımız, seminifer 

epiteldeki yapısal elemanların disfonksiyonu sonucuyla ortaya çıkan polarite 

bozukluklarını ifade eden daha önceki çalışmalarla uyumlu gözükmektedir (N. Li ve 

ark., 2015). 

Seminifer tübül içerisinde birden çok hücrenin tüm bu sistematik ve dinamik 

organizasyondan sorumlu olan üç polarite kompleksinin ve iletişimde olduğu yapısal 

proteinlerin birlikte kusursuz bir şekilde çalışması spermatogenez açısından hayati önem 

taşımaktadır. Bu komplekslerin yanında ilk olarak 2016’da düzlemsel hücre proteinleri 

olarak adlandırılan Vangl2/Pk kompleksinin de, Sertoli ve spermatik hücrelerin 

polarizasyonundan sorumlu olduğu tanımlanmıştır (Chen ve ark., 2016).  

Vangl2'nin in vivo olarak susturulması (Knockdown-KD) sonucunda, spermatidlerin 

düzlemsel hücre polaritelerinin bozulmasının yanı sıra mayoz süreçlerinde görülen 

bozulmalar da büyük ölçüde dikkat çekmiştir. Evre XIV tübüllerinde mayoz bölünmesi 

neredeyse %50 azaldığı gözlenmiştir. Özellikle germ hücrelerinin, lümene pul pul 

dökülmesi, spermatid-Sertoli tutulumunda önemli bozulmalar olduğunu ortaya 

koymuştur (Chen ve ark., 2016).  

Çalışmamıza ait bulgularda, varikosel ile birlikte Vangl2’nin protein miktarında anlamlı 

bir azalış olduğu gözlendi. Bu azalma, varikoselde meydana gelen uzamış spermatidlerin 

baş-kuyruk eksenlerinin bozularak gelişigüzel hizalanmasını ve lümene zamansız 

dökülmelerini açıklar niteliktedir. Yapılan bir diğer çalışmada, Vangl2'nin susturulması 

(knock-down, KD) sonucunda düzlemsel hücre polaritesinin bozulmasıyla birlikte 

mikrotübül ve F aktin bazlı organizasyonunu bozarak spermatogenezde kusurlara yol 

açtığı gösterilmiştir (Chen ve ark., 2018). 

Vangl2 ve F aktin ile yapmış olduğumuz çiftli immunfloresan boyanmada, kontrol ve 

sham dokularında hem apikal hem de bazal ektoplazmik özelleşmelerde birlikte lokalize 

olduklarını fakat varikosel gruplarında bu yapıların bozulduğu gözlemledik. Evre 

VIII’de spermatidlerin aktin tabanlı-apikal ektoplazmik özelleşmelerinin varikosel 

sonrası dağıldığı ve spermlerin polarizasyonlarını kaybettiği görüldü. Total testis 
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dokularından hazırlanan lizatların supernatantlarında yapılan western blot sonuçlarında 

F aktin miktarında değişiklik gözlenmedi. F aktinin, bir kit “Actin Spin-Down Assay “ 

yardımıyla kademeli çökeltme ile G aktinden ayrılarak ölçüldüğünde gruplar arası protein 

değişimi hakkında daha sağlıklı bilgi alınabilir. 

Spermatogenez sırasında gelişen germ hücreleri, özellikle kendi başlarına hareketsiz 

hücreler olan post-mayotik spermatitler, spermiyogenez sırasında tüm seminifer epitel 

boyunca taşınmalıdır, böylece tamamen gelişmiş spermatidler (yani, spermatozoa) 

lümen kenarında sıralanır ve apikalde epitel döngüsünün VIII evresinde spermiasyonda 

salınmaları için hazırlanır (R. A. Hess ve Renato de Franca, 2008; C. Y. Cheng ve Mruk, 

2010b; O'Donnell ve ark., 2011). Germ hücreleri, epitel döngüsü sırasında seminifer 

epitel boyunca taşınabilmeleri için destek sağlamak üzere Sertoli hücrelerine, özellikle 

de Sertoli hücrelerindeki aktin ve mikrotübül (MT) bazlı hücre iskeletlerine 

güvenir (O'Donnell ve O'Bryan, 2014; Tang, Lee, ve ark., 2016; Tang, Mruk, ve ark., 

2016; Wen ve ark., 2016). Varikosel de karşımız çıkan tabloda, F aktin’ın 

lokalizasyonlarının düzensizleştiği hatta yer yer kaybolduğu gözükmektedir. Sertoli 

hücresinin yapısını oluşturan temel proteinlerin başında gelen F aktinin gerek apikal 

EÖ’leri gerekse kan-testis bariyerini oluşturan bazal EÖ’leri destekleyememesi 

seminifer epitelde ciddi hasarlara neden olduğu açıktır (Wen, Li, ve ark., 2018) .  

Spermatogenez açısından en büyük tehlikelerden biri de kan-testis bariyerinin 

bozulmasıdır. Bazal EÖ, spermatogenez için özel bir mikroçevresel ve bağışıklık 

bariyeri oluşturan ve evre VIII'de preleptoten ve leptoten spermatositlerin zamanında 

geçişine izin veren sıkı bağlantılarla (TJ'ler) ve boşluk bağlantılarıyla birleştirilmiş kan 

testis bariyerini (KTB) oluşturur (Chen ve ark., 2016). Vangl2’nin, KTB/bazal EÖ'de 

lokalize olduğu bilinmektedir.  Özellikle epitel döngüsünün V-VI evrelerinde KTB'de 

bulunduğu ve hücre-hüre ara yüzünde TJ proteini olan ZO-1 ve bazal EÖ proteini N 

kaderinle ko-lokalize oldukları, 2016 yılında C.Yan Cheng ve arkadaşları tarafından 

bildirilmiştir. Varikoselli dokularda lokalizayonlarını karşılaştırdığımızda, kontrol ve 

sham kesitlerinde tek sıra halinde, tüm tübülde pakiten spermatidlerin altında, seyreden 

ZO-1 ve N kaderin ifadelerinin, yer yer azaldığı ve epitelin içlerine doğru dağılmalar 

şeklinde, spermatidlerin üzerinde lokalizasyonlar gösterdikleri dikkat çekti. Bunun 
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yanında protein miktarları değerlendirildiğinde, varikosel ile birlikte hem N kaderin hem 

de ZO-1’in seviyelerinde azalma gözlendi. Elde edilen bu veriler, kan-testis bariyerinin 

işlevini yitirdiğini açıkça ortaya koydu. Buna bağlı olarak germ hücrelerinin lümene 

döküldüğü ve seminifer epitelde ciddi bozulmalar olduğu gözlendi.  

TJ'ler ve aktin bağımlı ektoplozmik özelleşmeler arasında sıkı bir fonksiyonel ve yapısal 

bağlantı bulunmaktadır, TJ dinamiklerinin efektörleri aynı zamanda doğrudan veya 

dolaylı bir şekilde hareket ederek ektoplazmik özelleşme dinamiklerinin (örneğin 

hormonlar ve sitokinler) modülatörleri olarak kabul edilir (L. Zhang ve ark., 2021). 

Hormonlara ve sitokinlere ek olarak nitrik oksidin (NO) son zamanlarda testiste bir TJ 

düzenleyicisi olduğu gösterilmiştir. Testisteki NO/soluble Guanilat Siklaz/ cGMP/ 

Protein kinaz G sinyal yolu aracılığıyla TJ-integral membran proteini olan okludinin 

seviyesini azaltarak TJ bariyerinin açılmasını düzenlendiği bildirilmiştir. (16) Bununla 

birlikte, nitrik oksit/nitrik oksit sentazın (NO/NOS) testis de dahil olmak üzere birçok 

organda ve spermatogenezde epitel bariyer fonksiyonundaki önemli rolünü açıkça 

vurgulanmıştır (Lee ve Cheng, 2004). NO seviyesinin, ektoplazmik özelleşmelerin ve TJ 

proteinlerinin üzerindeki etkileri düşünüldüğünde yüksek seviyede NO artışı gözlenilen 

varikoselli dokularda N kaderinin ve ZO-1’in seviyesinin azalmasını açıklamaktadır.   

2021’de yapılan bir araştırmada, çalışmamızla uyumlu olarak, Ca+2 bağımlı N kaderinin 

protein seviyesinin varikosel ile azaldığı gösterilmişti (L. Zhang ve ark., 2021).  

Diğer yandan başka bir çalışmada ise varikosel gruplarında N kaderin’in mRNA 

seviyesinde azalış gözlenirken, ZO-1 seviyesinin artığı gösterilmiştir (Oh ve ark., 2016). 

Bizim çalışmamızda ise ZO-1’in protein miktarının varikosel gruplarında azaldığı 

yöndedir. 

Bu çalışmada PAR, CRB ve Scribble bazlı protein modüllerini içeren polarite protein 

kompleksleri arasından kan-testis bariyeri üzerinde zıt etkileri olan PAR ve Scribble 

kompleksleri üzerine odaklandık. PAR kompleksini temsil etmesi adına PAR6 

proteinini incelediğimizde tüm gruplarda evre VIII tubüllerde ekspresyonun neredeyse 

yok denilecek kadar azaldığını gördük. Buna karşın evre V tubüllerde ise ekspresyonun 

oldukça arttı. Özellikle kan-testis bariyeri ve basamak 17 spermatidin baş bölgelerinde 

belirgin bir lokalizasyon gösterdi. Bu bulgularımız literatürle de uyuşmaktaydı (Wong, 



72 
 

Mruk, Lee, ve ark., 2008; Wong ve Cheng, 2009). Evre V’ten VIII’e kadar olan süreçte 

apikal EÖ'de güçlü bir şekilde eksprese edilmesi epitel döngüsünün bu aşamalarında 

spermatid polaritesini sağlamak adına olabilir. Daha da önemlisi, PAR6'nın 

ekspresyonunun, evre VIII tübüllerinde hem apikal hem de bazal EÖ/KTB'de yok 

denecek kadar azalmasının, spermin salınması ve kan testis bariyerinin açılması anına 

denk gelmesi (Wong, Mruk, Lee, ve ark., 2008) PAR6’nın bu hücresel translokasyon 

olaylarının kolaylaştırabileceğini düşündürmektedir (L. Li ve ark., 2020).  

Kontrol ve sham gruplarında evre V’te her iki özelleşmede de görülen lokalizasyonların 

varikosel gruplarında belirgin bir şekilde kaybolduğu gözlendi. Varikosel ile birlikte 

azalan PAR6 ifadesine rağmen protein miktarlarına bakıldığında gruplar arası anlamlı 

bir değişiklik görülmedi.     

PAR6’nın özellikle bazal EÖ ‘de TJ ‘ların yakınında yer aldığı bilinmektedir. ZO-1 ile 

birlikte boyanmalarına baktığımızda PAR6’nın varikosel grubunda azalan 

ekspresyonlarının yanında epitel içerisindeki dökülmeler ve germ hücre kayıpları 

sebebiyle ZO-1’in lümen içerinde de ifadelerine rastlanıldı. Aynı zamanda N kaderin 

boyanmalarında, neredeyse bazal kompartmanda ekspresyon gözlenmezken lümen 

içerisinde N kaderin ifadeleri gözlendi. Bu durum varikoselin, kan-testis elemanlarının 

ekspresyonlarının devam etmesine rağmen lokalizasyonlarındaki ciddi değişimler 

sebebiyle bariyerin, fonksiyonel görevini ortadan kaldırdığını açıkça ortaya koydu. 

Diğer polarite kompleksi Scribble; Scribble, Lgl2 ve Dlg1 proteinlerinden 

oluşmaktadır.  Scribble aynı zamanda düzlemsel hücre polaritesi (PCP) proteinidir 

(Milgrom-Hoffman ve Humbert, 2018; Bonello ve Peifer, 2019) ve testiste Vangl2'ye 

bağlanır (L. Li ve ark., 2020) (Chen ve ark., 2016).  

Çalışmamızda, Vangl2’de görüldüğü gibi; varikoselli dokularda Scribble’ın protein 

miktarında, anlamlı derecede azalma gözlendi. F aktinle  birlikte evre VIII tübüllerde 

hem uzamış spermatidlerde lokalize olurken hem de kan-testis bariyerinde loklizasyon 

gösterdiği gözlendi. Varikoselde lokalizasyonların bozulmasıyla beraber lümene 

dökülen hücreler ve polaritelerini kaybetmiş spermatidler görüldü.  
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Evre V tübüllerde kontrol ve sham gruplarında özellikle kan-testis bariyerinde daha 

belirgin Scribble - Faktin ifadesi gözlenirken varikosel gruplarında ekspresyonun 

azalmasına ile birlikte bazal membrandan kopmuş epitel grupları oldukça fazla 

sayıdaydı. Vezikül trafiğinde görev aldığı bilinen Scribble’ın ifadesi kontrolde, uzayan 

spermatid başlarında gözlenirken varikoselde yerini lümen içerisinde noktalar şeklinde 

ekspresyonlara bıraktığı gözlendi.  

Scribble’ın ZO-1 ve N kaderin ile birlikte lokalizayonları incelendiğinde, kontrol ve 

sham dokularında bazal kompartmanda birlikte lokalize olurken; varikoselde kan testis 

elemanlarına ait ekspresyonların epitel içlerine dağıldığını veya lümene doğru 

uzandığını görülmektedir. Epitel yüksekliklerinde eşitsizlik olan ve belirli bölgelerde 

epitelin bazal membrandan tamamen koptuğu tubüllerin varlığı dikkat çekti. 

Tüm bu bulguların yanında literatür, testiste bulunan polarite komplekslerinden PAR ve 

CRB polarite kompleksleri birlikte kan-testis bariyerini destekleyici yönde çalışırken, 

Vangl2’nin ve Scribble protein kompleksi tam tersi yönde çalışmakta olduğunu 

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 çalışmalar biri; Sertoli hücrelerinde 

Vangl2'nin RNAi tarafından susturulması ile, bazal EÖ/KTB proteini N-cadherin ve TJ 

proteinleri claudin 11 ve ZO-1'in Sertoli hücre-hücre arayüzüne TJ fonksiyonunu 

arttırdığı in vivo ve in vitro koşullarda gösterdi (Chen ve ark., 2016). Diğer bir in vitro 

çalışmada; Scribble/ Lgl2/ Dlg1 gen üçlüsünün birlikte susturulması (triple knock-down) 

işleminin oluşturulduğu bir modelde, Sertoli hücresinin, TJ temelli bariyer fonksiyonunu 

daha da sıkı hale getirerek kan testis bariyerini desteklediği gözlenmiştir (W. Su, Wong, 

ve ark., 2012).  

Bizim çalışmamızda, Vangl2 ve Scribble’ın azalmasına rağmen N kaderin ve ZO-1 

ifadelerinde artış gözlenmedi.  Aksine ciddi bir azalma ve lokalizasyonlarda dağılmalar 

gözlendi. Buradaki farklılığın hipoksik ve apoptotoik bir mikroçevreye sebebiyet veren 

varikosel modelimizden kaynaklandığını düşünüyoruz. Her ne kadar fizyolojik 

koşullarda azalan Vangl2 ve Scribble ‘ın BEÖ/KTB elemanlarını güçlendirmesini 

beklense de NO‘in,  TJ’nın önemli bir regülatörü olarak, kan-testis bariyerini yıkımı 

yönünde çalışacaktır. Varikoselde total antioksidanlar (TAC) tarafından dengede 
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tutulamayan NO‘nun toksik artışı kan-tetsis bariyeri elemanlarının yıkımı konusunda 

daha baskın gelmiş olabilir. Diğer yandan varikosel sonucu ektoplozmik özelleşmelerde 

meydana gelen bu tahribata karşı koyabilmek adına Sertoli hücresi, TJ proteinlerindeki 

bağlantıyı arttırmak için polarite proteinlerini devreye sokmuş olabilir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Sonuç olarak, varikosel, testislerde ektoplazmik özelleşmelerin yapı ve fonksiyonunun 

bozulmasına neden olduğu belirlendi. Bulgularımız, fizyolojik olarak kontrol 

edilemeyek kadar artan NO seviyelerinin, polarite proteinleri; Vangl2, Par 6 ve Scribble 

ile ilişkili adezyon moleküllerinin iletişiminde hakimiyet kurduğunu düşündürmektedir. 

Bu durum hem apikal ektoplazmik özelleşmelerde F Aktin ile birlikte spermiyasyon 

mekanizmasında aksamalar olarak, hem de bazal ektoplazmik özelleşmelerde ZO-1 ve N 

Kaderin ile birlikte kan-testis bariyerinde fonksiyonel ve yapısal bozulmalar şeklinde 

kendini göstermektedir. Bu açıdan tez çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgular, 

varikoselin erkek infertilitesi üzerindeki patolojik mekanizmalarını anlamak ve yeni 

terapötik hedefler belirlemek için önemli kanıtlar sunmaktadır.  

Bununla birlikte, Sertoli hücrelerinin karmaşık yapısı ve işlevi, varikoselin birden çok 

etiyolojiye sahip olması ve ayrıca tüm sonuçların in vivo çalışmadan elde edilmiş olması 

gibi çalışmaya ait sınırlamaların olması sebebiyle, yapısal ve miktar olarak değişim 

gösteren polarite proteinlerinin varikosel infertilitesi ile doğrudan ilişkili olup olmadığı 

konusu hala tam olarak aydınlatılamamıştır. Kesin mekanizmayı doğrulamak, patolojiye 

ait diğer indükleyicileri değerlendirmek ve bu hipotezleri araştırmak için ileri moleküler 

teknikler kullanılarak, hem in vitro hem de in vivo deneyler içeren gelecek çalışmalara 

gereksinim bulunmaktadır.  
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