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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tim asamalarda etik dis1 hi¢bir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmni ihlal edici

bir davranisimin olmadigini1 beyan ederim.

Narin AHMETOGLU

@«:
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1. OZET

Memeli yumurtasi, ovulasyondan sonra mayoz boliinmenin II. evresinde metafaz
safhasinda duraklama donemine girer. Fertilizasyon esnasinda spermatozoon yumurta
aktivasyonu i¢in gerekli olan intraselliler Ca™® salimmini uyarir. Fosfolipaz C zeta
(PLCC), sperm kokenli oosit aktivator faktor olarak oOniimiize g¢ikar. Ayni zamanda
potansiyel erkek infertilite biyoisaret¢isi 0zelligi tasimaktadir. Memelilerde PLC{ nin,
spermatogenezis gelisimi boyunca anlatimi olmaktadir. PLC{, spermatozoonun basinda
periniikleer teka kisminda yerlesmistir ve ooplazmaya fertilizasyon esnasinda
salinmaktadir. PLCC fonksiyonundaki bozukluklarin erkek infertilitesine sebep olabilecegi
ileri siriilmektedir. PLCC’nin anormal yerlesim gosterdigi spermatozoonlar ile 00siti
aktive edememektedir. Bu ¢alismada, normospermi (n=20) ve astenospermi (n=20)
gruplari arasinda PLC{ nin yerlesimleri immiinohistokimya ve immiinofloresan yontemleri
kullanilarak incenmistir Bunlara ek olarak, normospermi ve astenospermi gruplari
arasinda ultrastriiktiirel farkliliklar gecirimli elektorun mikroskobu (TEM) yontemi
kullanilarak belirlenmistir.

Bu caligmanin sonucunda, ultrastriiktiirel olarak bas ve kuyrukta anomalilerin oldugu
goriilen astenospermi Orneklerinde, PLCC dagiliminin normospermi grubuna gore bas ve
post-akrozomal bolgelerde azaldigi belirlendi.

Sonug olarak, PLCC molekiiliin motilite eksikligine bagl olarak infertilite gésteren

bireylerdeki fertilizasyonda oosit aktivasyonunda roliiniin olabilecegi diisiintilmektedir.



2. SUMMARY

Mammalian eggs are ovulated and arrested at second meiotic division of the
metaphase stage. Upon fertilization, the spermatozoon triggers persistent intracellular
calcium oscillation, that are required for egg activation. Phospholipase C zeta (PLC{), is a
sperm-borne that appears as oocyte activating factor. A potential biomarker of human
male infertility. During spermatogenesis development PLC{ expression occurs. PLCC is
located in spermatozoon’s head in perinuclear theca and its release into the ooplasm during
fertilization. It can be suggested that certain types of male infertility are due to a defect in
PLCC function. Spermatozoa that show abnormal localization pattern of PLCC are not able
to activate oocyte. In this study investigated PLCC localization in normospermia (n=20)
and asthenospermia (n=20) groups using immunohistochemistry and immunoflorescence
methods.  Additionally, we used transmission electron microscopy (TEM) to show
ultrastructural differences in between the normospermia and asthenospermia groups.

As a result of this study, asthenospermic group samples where the head and tail
showed abnormalities compared with normospermic group samples with PLC{ a decrease
in PLC( localization was determined in the head and post-acrosomal region.

In conclusion, It can be suggested that PLCC plays a role in activating oocyte

fertilization in patients with infertility problems who have motility deficiency.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite diinya ¢apinda her 7 ciftten 1’ini etkilemektedir. Bu istatistiksel veriler
infertilitenin Diinya Saglik Teskilatinca (WHO) bir hastalik olarak degerlendirilmesine
neden olmustur. Bu ydnde ilerleyen ¢alismalar ile yardimer {ireme tekniklerinde (ART)
arastirmalar giderek artmaktadir. Bu teknolojilerin ilerlemesi, erkek ve disi lireme sistemi,
gamet korunumu ve gamet kullanimi {izerindeki bilgilerimizi arttirmistir.

Fertilizasyon siirecinin ana sorularindan biri yumurtanin nasil aktive oldugudur.
Son zamanlardaki calismalar, fertilizasyon siirecinde oositi aktive eden spermatozoon
kaynakl1 bir faktoriin varligini ortaya koymustur. Bu faktor, PLCC olarak bilinen, insanda
yaklagik olarak 70 kDa agirliginda olan Ca*?’a duyarli bir proteindir. PLC(, Protein Kinaz
C (PKC) sinyal yolunu kullanarak hiicre i¢i Ca*? depolarindan, Ca*? salimmini uyararak
oosit aktivasyonunu indiikler. Basarisizlikla sonuglanan fertilizasyon, ¢ogunlukla
spermatozoonun oositi aktive etmesindeki yetersizlikten kaynaklanmaktadir. PLCC
molekiiliiniin  spermatozoon iizerindeki anormal yerlesimi ve diisik seviyelerde
ekspresyonunun olmasi oosit aktivayonunda basarisizliga sebep olmaktadir. Bu galismada,
normospermi (ml’deki spermatozoon sayisi 20 milyon/ml veya daha fazla) ve astenospermi
(motilitenin %30'dan az olmas1) gruplar kullanilarak, oosit aktivasyonunda rol oynayan bir
protein olan PLC{’nin hem immiinohistokimya hem de immiinofloresan diizeyde
belirlenmesi ve gruplar arasinda bir karsilagtirma yapilabilmesi ve bunun yanisira,
normospermi ve astenospermi gruplarindan elde edilen spermatozoa Orneklerinin
ultrastriiktiirel diizeyde incelenmesi amaclanmistir. Bu calisma ile normospermi ve
astenospermi gruplarinda, PLC{ proteinin fertilizasyona olan etkilerinin incelenmesi

hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek {ireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci genital bezler ve penisten
olugmaktadir. Testisler hem hormonlar1 hem de spermatozoa iiretmesi agisindan gift
fonksiyona sahip organlardir. Genital kanallar, testiste iiretilen spermatozoonlar1 penise
tastyan duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve iiretradan olugmaktadir.
Yardimer genital bezler ise seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerdir.
Penis, erektil dokudan olusmus kopulasyon organidir (Sekil 1).

Genital kanallar ve yardimci bezler, diiz kas kasilmalarmin da yardimi ile
spermatozoay1 kanallara gonderen salgilar1 {liretir. Bu salgilar ayn1 zamanda erkek iireme
sistemi i¢inde bulunan spermatozoonlar igin gerekli besinleri saglar. Spermatozoonlar ile
birlikte genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis yoluyla disi lireme sistemine
ileten semeni olusturur (1).

Periton Mesane

Prostatik tiretra = / | Seminal vezikiil
' Rektum

Korpus kavernozum Ejakiilator kanal

Korpus spongiyozum Prostat

Uretra Bulboiiretral bez

Duktus deferens

Glans penis

Skrotum Tunika Testis Duktus epididimis

vaainalis

Sekil 1. Erkek Ureme Sistemine Ait Yapilarin Sematik Gosterimi (2) .



4.1.1. Testis Histolojisi

4.1.1.1. Seminifer Tubiiller

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alan bir ¢ift organdir. Bu
yerlesimleri testislerin, viicut 1sindan 2-3°C diisiik bir 1sida olmalarin1 saglar. Normal
spermatogenez igin 34°-35°C sicaklik gereklidir.  Olgun testisin arka yiizii duktus
epididimis ile iligkilidir. Hem testis hem de duktus epididimis skrotal kese igerisinde
duktus deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari iceren spermatik kordon ile
asilhidir. Testis, rete testisin yer aldigi yerde kalinlasarak mediastinumu olusturan tunika
albugina ile ¢evrelenir. Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz septumlar
dokuyu 250-300 lopguga ayirmaktadir. Herbir lopguk bir ile dort seminifer tubiil igerir.
Herbir seminifer tubiil yaklasik 150 um ¢apta ve 80 cm uzunlugunda iki ucu U seklinde
olan ve rete testise agilan tiiplerdir (Sekil 2). Rete testis, seminifer tubiilde olusan
testikiiler spermatozoa, salgisal proteinler ve iyonlar toplayan kanallar agidir.

Seminifer tubiil iki belirgin hiicre populasyonunu igeren 6zellesmis seminifer epitel ile
doseli merkezi bir liimenden olusur. Bu hiicreler;
* Somatik Sertoli hiicreleri
* Spermatogenik hiicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler)
(Sekil 3).

Seminifer tubiil epitel, bir bazal membran ile kollagen lifler, fibroblastlar ve
kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla g¢evrelenmistir.  Miyoid hiicreler
hareketsiz spermatozoonlart rete testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden
sorumludur.  Spermatozoonlar, epididimal kanaldan gectikten sonra ileri hareket
ozelliklerini kazanirlar. Seminifer tubiiller arasinda kan damarlari, lenfatik kanallar veya

sinlizoidler, makrofaj ve androjen iireten Leydig hiicre gruplart bulunmaktadir (1).
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Sekil 2. Testis Kanallar1 ve Epididim Kanal1 (3).

Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminifer tubiil epitelinin dominant hiicre tipidir.
Puberteden sonra, seminifer tubiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur.
Daha ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre populasyonu diistiigli zaman, Sertoli
hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir. Sertoli hiicreleri bazal laminadan
seminifer tubiil limenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin apikal
ve lateral hiicre membranlarinin diizensiz sinirlar1 vardir. Bunun sebebi gelismekte olan
spermatogenik hiicrelere ¢okiintli saglayarak ev sahipligi yapmaktir. Sertoli hiicresinin
nukleusu olukludur ve heterokromatin Kitleleri ile iliskili genis bir ¢ekirdekg¢ik igerir.
Sitoplazma, diiz yiizlii ve graniillii endoplazmik retikulum, mitokondriler, lizozomlar, lipid
damlaciklari, yaygin bir Golgi aygiti ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin ve
mikrotubiiller) igerir. Sertoli hiicreleri bazolateral bolgelerinde, diger Sertoli hiicreleri ile
zonula okludens baglantilart olustururlar. Bazolateral zonula okludens baglantilari,
seminifer tubiil epitelini, bir bazal ve bir adluminal kompartmana béler ve gelismekte olan
spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri
olarak adlandirilan elemanlar1 belirlerler. Sertoli hiicrelerinin birden fazla fonksiyonu
vardir. Bunlar;

* Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

* Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidual (artik) cisimcikler
olarak adlandirilan hiicre kisimlarini fagositoz ile ortadan kaldirmak,

* Olgun spermatidlerin, aktin-aracili kasilmalarla seminifer tubiil liimenine salinimini
kolaylastirmak,

« Seminifer tubiil limenine proteinler ve iyonlardan zengin bir s1vi salgilamak.



Sertoli hiicreleri folikiil-stimiile edici hormon (FSH) uyarimina cevap verirler.
FSH, androjen-baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu diizenler. ABP,
testosteron ve di-hidrotestosteron andojenlerine yiiksek baglanma afinitesi olan bir salgisal
proteindir. Sertoli hiicreleri, inhibin ve aktivin alt {initelerini (o ve P alt tiniteleri) salgilar.
Inhibin, hipotalamustan ve 6n hipofizden salman gonadotropin salgilatic1 faktér ve FSH
lizerine negatif feedback bir etki gosterir. Aktivin ise FSH salinimi {izerine pozitif
feedback bir etkiye sahiptir.

Sertoli hiicreleri puberteden sonra post-mitotiktir ve erigkinde mitotik hiicre

boliinmesi goriilmez (1).

Spermatogonyum

Sekil 3. Seminifer Tubiil Epitelinin Hiicreleri HE (3).

4.1.1.2. Spermatogenez

Spermatogenezis, erkek germ hiicrelerinin olugmasini, sayilarinin artmasini ve
olgun spermatozoonlara doniismesini saglayan bir stirectir. Bu siireg, tek sira Sertoli

hiicreleri ve spermatogenik seriye ait hiicrelerle ¢evrili seminifer tubiillerde gerceklesir (1).



4.1.1.2.1. Spermatogonyal Evre

Spermatogonyumlar, seminifer tubiil bazal kompartmaninda bazal lamina ile
dogrudan iligkide olan diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki
zonula okludens altinda yer aldigindan kan-testis bariyeri disinda yer alirlar.
Spermatogonyumlar, spermatogonyal kok hiicrelerinden koken alirlar ve pubertede
baslayan bagarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi vardir:

*Tip A spermatogonyum (insan testislerinde koyu ve agik spermatogonyumlar
olarak gozlenir)

* Tip B spermatogonyum ($ekil 4).

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek infertilitesinde onemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen inaktif hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnclidirler. Mitotik olarak boliinen spermatogonyumlar, mayoz boliinme ile meydana
gelen spermatositler ve farklilagmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve
radyasyona duyarlidir. Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan
sonra, spermatogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler. Post-
mitotik Sertoli hiicreleri bu tedavilere yiiksek oranda direnglidir.

Basarili mitotik boliinmeler gecirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S fazini
(DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz boliinmenin profaz asamasina

girerler (2).
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Sekil 4. Insan Seminifer Tubiil Epiteli (1).
4.1.1.2.2. Mayoz Boliinme

Tip B spermatogonyumlarin en son mitotik bdliinmesinin ardindan, ortaya ¢ikan
yavru hiicreler, DNA sentezler (S fazi1), G2 fazina ilerler ve 4C DNA igerikleri ile birinci
mayoz bdliinmeye baglarlar. Birinci mayoz boliinme, yaklagik 10 giin sliren uzun bir
profaz ile karakterizedir. Birinci mayoz bélinmenin profazinin alt evreleri; leptoten
(ipliksi), zigoten (eslesen), pakiten (kalinlasan), diploten (cift goriinen) ve diyakinez
(uzaklasan) evreleridir. Bu alt evreler 4 temel olayla karakterize edilir:

1. Zigoten-pakiten evresinde homolog kromozomlarin (otozomlar ve seks
kromozomlart X ve Y) eslemesini ya da sinapsimi kolaylastiran
sinaptonemal kompleks olusumu,

2. Homolog kromozomlarin eslemesi (sinapsis),



3. Krossing-over (homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri
arasinda genetik bilgi degisimi),
4. Ayrilma (disjunction), eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi.

Bu uzamis profaz evresinden sonra, kardes kromatid ciftleri metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerinden gecer ve yavru hiicrelere-sekonder spermatositlere- dagilir. Ikinci
mayoz boliinme sirasinda, profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri kardes kromatidleri
yavru hiicrelere (spermatidlere) dagilirlar (Sekil 5).

Mayoz boliinmenin ti¢ 6nemli sonucu;

e Spermatozoon ve oosit, her biri homolog kromozom ¢iftinin sadece bir
temsilcisini igerir.
e Maternal ve paternal kromozomlar rastgele dagilir.

e Krossing-over genetik cesitliligi arttirir (1).

| Tip A spermatogonyum
(kok hicreleri)

. _Tip B spermatogonyum
[ (énciil/progenitor hiicreler)

Mitoz bélinme

v

Primer spermatositler (— Birinci mayoz bélinme

) Sekonder spermatositler } ikinci mayoz béliinme

7\\.

— Artik cisimcik

- Spermatidler

L\ \\\. .\\ | { § \, Spermiyogenez
\ N NN N N

% \ \ N\ ,\‘ \

D)) ) 3333333333 |
AV T YTV Atk cisimcik
CCOOEHCLAAARARAARRD |

= e, ~~__—o —————— Spermatozoonlar

== "’ —
<)

Sekil 5. Spermatogenez ve Spermiyogenez Evreleri (3).
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4.1.1.2.3. Spermiyogenez

Haploid spermatidler, seminifer tubiil limenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesmislerdir. Spermatidler, Sertoli hiicrelerinin sitoplazma c¢okiintiileri iginde
gomiiliidiir. Spermatidler, spermiyogenez adi verilen farklilagsma siirecine girerler.
Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir. Ug ana olay spermiyogenezi karakterize
eder.

1. Flagellum (kamgi) gelismesi: Flagellum, distal sentriyolden gelisir. Keratin
iceren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile cevrili bir aksoneme (es merkezli dizilime
sahip 9+2 mikrotubiil ciftleri) sahiptir. Mitokondriyumlar kuyrugun proksimal boliimii
(orta parga) ¢evresinde helikoidal / sarmalimsi bir kilif olusturur.

2. Akrozom gelismesi: Akrozom olusumu, dollenme igin gerekli olan hidrolitik
enzimlerin siirekli sentezinin gergeklestigi ve depolandigi akrozomal keseyi igerir.
Akrozomun gelismesi, Golgi evresi, kep (sapka) evresi, akrozomal evre ve olgunlagma
evresi olmak iizere 4 ardisik evreden olusur.

3. Niiklear yogunlasma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B, H4), arjinin ve lizin
zengin protaminler ile yer degistirdiginde niiklear yogunlasma olusur. Bu somatik
histonlarin protaminlere donilisiimiinden sonra, niikleozomlar kaybolur ve ¢ekirdek
materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilir. Spermiyogenezin
olgunlagma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur.

Sonuncu spermatid olgunlasma evresi sirasinda, mitokondriler, gelismis flagellum
boyunca dizilmelerini tamamlar, ¢ekirdek uzar, yogunlasir ve manset kaudal yonde gog
eder. Olgunlasma islemi, cekirdek uzamis, yogunlagsmis seklini aldiginda, manset

dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir (Sekil

6) (1).
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Sekil 6. Insanda Spermiyogenezisin Sematik Gosterimi (3).

4.1.2. Semen

Hipotalamo-hipofiziyal testikiiler eksen dahilinde testisler, post-testikiiler bosaltim
kanallar1 ve yardimci bezlerin salgilarindan olusan son iiriindiir. Semeni olusturan yapilar
sunlardir;

+ Testis; 200- 500 milyon spermatozoa hiicresi (%3-5)’ini tiretmektedir.

+ Seminal vezikiil; fruktoz, prostaglandinler, sitrat, magnezyum ve seminal vezikiile
0zgii proteinler (%50-70)’1 tiretmektedir.

» Prostat; prostata-6zgiin asit fosfataz, fibrinolizin, prostata 6zgilin antijen, ¢inko,
magnezyum ve amilaz (%15-30) tiretmektedir.

* Bulboiiretral bezler; galaktoz, mukus ve siyalik asit (%3-5) iiretmektedir (1, 4).
4.1.2.1. Semen Analizinde Spermatozoanin Mikroskobik Incelenmesi
Erkek infertilitesinin saptanmasi ve degerlendirmesinde spermatozoonlarin
mikroskobik incelenmesi en onemli testtir. Uygun tedavi yontemini belirlemekle birlikte,

ART’nin basaris1 ile ilgili bilgiler de saglar. Semen 6rnekleri 2-7 giinliik cinsel perhizden

sonra mastlirbasyonla temiz, kuru, plastik, steril bir kaba toplanmalidir.
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Semen degerlendirme kriterleri, likefaksiyon, goriiniim, voliim, pH, viskozite, mikroskobik

incelemedir (Tablo 1) (4).

Parametre

Normal degerler

Likefaksiyon

Oda 1s1sinda 60 dakikaya tamamlama

Gorlinim Homojen, gri ve opak renkte

Kivam Akiskan olmasi

Hacim >2 ml

pH >7.2

Yogunluk Semende 20 milyon spermatozoa/ml veya daha fazla
Toplam Say1 Her semen ejekiilasyonunda 40 milyon spermatozoa

veya fazlasi olmali

Kendiliginden Hareket Giicii

Ejakiilasyondan 60 dakika sonra; %50 veya daha fazla
ileri hareketi olan ya da %25 veya daha fazla hizli

ileri hareketi olmast

Morfoloji %30 veya daha fazla normal sekilli, %15 veya daha
fazla normal sekilli *

Canlilik %75 veya daha fazla ; %50 veya daha fazla

Lokositler 1 milyon/ml veya daha az

Immun boncuk testi

%20’den az yapismis partikiillii; %50°den az yapismis

partikiillii hareketli spermatozoa

KKR testi

%10’dan az yapismis partikiillii; %50’den az yapismis

partikiillii hareketli spermatazoa

Tablo 1. WHO’nun Semen Analizi Igin Verdigi Normal Degerler (5) .

* Kruger’in kurallara bagli morfolojisi degerlendirmesi

KKR, karisik kiimelenme reaksiyonu

Mikroskobik Degerlendirme

a) Konsantrasyon

Spermatozoon sayisi, dogrudan semenin ince bir tabaka halinde lam-lamel arasinda

ya da Makler, hemosimetre, Thoma lam1 ve Hoffman sayaclar kullanilarak incelenmesi ile
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belirlenir. Spermatozoon konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirili. WHO

standartlarina gore 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal kabul edilmektedir (6).

b) Sperm Motilitesi

Spermatozoon sayimi yapilirken, spermatozoon hareketleri 4 sinifa ayrilir;
a) +4 hareketli spermatozoonlar; lineer bir sekilde ileri yonde hizli hareket eder.
b) +3 hareketli spermatozoonlar; ileri yonde daha yavag harekete sahiptir.
c¢) +2 hareketli spermatozoonlar; olduklar1 yerde hareket eder.
d) +1 hareketli spermatozoonlar da hareketsiz sekilde durmaktalar.
Motilite hareketlilik anlamina gelmekte olup +4, +3 ve +2 hareketli
spermatozoonlarin toplam oranidir. Hizli hareketli spermatozoonlarin sayis1 (PHSS) sadece

+4 ve +3 hareketli spermatozoonlarin oranidir (6).

c) Morfoloji Degerlendirmesi

Spermatozoon morfolojisi ¢esitli yollarla degerlendirilebilir. WHO metotlarinin 3.
baskisi, ya 1slak-lam ya da tespiti yapilip boyanmis bir preparatin kullanilmasini gerektirir.
Bir damla (10-20 pl) semen lam iizerine damlatilir. Ornegin {istii lamel ile 6rtiildiikten
sonra morfoloji tayini yapilir. Baska bir segenek olarak, ornek lam {izerine tespit
edilmeden Once esit hacimde tespit erigi ve metilen mavisi ile karistirilabilir. Aydinlik
saha ve faz kontrast mikroskobunda X400 ya da X1000 biiylitmede en azindan 100
spermatozoa sayilmalidir.  WHO’nun 3. baskisindaki kistaslara gore, normal bir semen

analizinde mutlaka %30 normal spermatozoa igermesi gerekir (Tablo 2) (7,8).

Bas Orta parca Kuyruk

Oval, diizgiin Diiz, kuyruktan hafifce | Tek, kirilmamis, diiz,
yuvarlak, armut seklinde, | kalin biikiilmemis veya halka
igne, cift ve sekilsiz baglar seklinde kivrilmamaisg

daima anormal

Tablo 2. WHO’nun Normal Spermatozoon Yapisinin Degerlendirmesi (7, 8).
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Spermatozoon  morfolojisi  degerlendirmesinde ~ Kruger’in  kriterlerinin
kullanabilmesi i¢in, Sul sivilagmig meni lam iizerine damlatilir ve ince yayma yapilarak
oda 1sisinda kurutulur. Hazirlanan lam tespit edilir ve Diff-Quik boya seti ile boyanir (9).
Lamlar X1000 biiyiitme kullanilarak 1s1k mikroskobunda incelenir. Saglikli bir
degerlendirme yapilabilmesi i¢in en az 100 spermatozoa sayilmalidir.  Kruger ve
arkadaglarinin tarif ettigi gibi, normal spermatozoon sekline sahip olmayan anormal olarak
kabul edilmelidir. %215 veya daha fazla normal spermatozoa morfolojisinin goriilmesi
normal bir sonug olarak kabul edilmeli ve % 4’ten kiiglik normal spermatozoa morfoloji ise
anormal olarak kabul edilmelidir (Tablo 3) (9, 10).

Bas Orta par¢a Kuyruk

Diizgilin, oval bi¢imli Ince ve giizel hatl, | Tek, kirilmanus, diizgiin,
Uzunluk: 5-6 pm eksensel olarak bagl 45 pum uzunlugunda
Cap: 2.5-3.5 um 1 um genisliginde ve | biikkiilmemis veya halka
Akrozom:  Spermatozoon | yaklasik olarak bas | gibi degil

basinin %40-70’ini | uzunlugunun 1.5 kat1

olusturmal1 Spermatozoon basinin

yarisindan  biiyilk  higbir
sitoplazmik dalmacigin

olmamasi

Tablo 3. Kruger Kriterlerine Gore Normal Spermatozoon Yapisinin Degerlendirmesi (9,
10).

d) Spermatozoon Dis1 Hiicreler

Semende spermatozoa hiicresi disinda tirogenital sisteme ait epitel hiicreleri,
prostata ait hiicreler, spermatogenetik seriye ait hiicreler ve 16kositler olmak iizere degisik
hiicrelerde goriilebilir.  WHO tiim bu hiicreler i¢in {ist limiti 5 milyon/ml olarak
belirlemistir.  Cogunlukla noétrofil olmak {izere l6kositler, semende sik rastlanmakla
birlikte 1 milyon/ml’nin iizerinde oldugunda (I6kositospermi) enfeksiyon ve spermatozoon

kalitesinde bozukluklara neden olmaktadir (11, 12).
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e) Spermatozoon Parametreleri

Normospermi: ml’deki spermatozoon sayist 20 milyon/ml veya daha fazladir.
Oligospermi: ml’deki spermatozoon sayist 20 milyon/ml’den daha azdir.
Polispermi: ml’deki spermatozoon sayis1 20 milyon/ml’den ¢ok fazladir.
Azospermi: Tiim semende hi¢ spermatozoon bulunmamasidir.

Aspermi: Seminal plazma liretiminin olmamasidir.

Nekrospermi: Spermatozoonlarin 6lii olmasidir.

Astenospermi: Motilitenin diisiik (%30’dan daha az) olmasidir.
Teratospermi:Morfolojik olarak anormal spermatozoonlarin ¢gogunlukta olmasidir.
Lokospermi: Semende 16kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasidir.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmasidir.

Hipospermi: Semenin 1 ml veya daha az olmasidir.

Globozoospermi: Spermatozoonda akrozom yoklugudur (6).

4.1.3. Spermatozoon Yapisi

Olgun spermatozoon bas ve kuyruk olmak tizere iki kisimdan olusur. Bir baglanti
parcasi ile bas kuyruga baglanmaistir.

Kuyruk 3 pargada incelenebilir: Orta parca, esas parca ve son parca (Sekil 7).
Spermatozoonun bas ve kuyruk kisimlarini bir plazma membran: sarar.

Bas, akrozomla sarilmis c¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilagmis yogun bir
yapidir.  Cekirdegin anteriyor yarisini akrozom Orter ve lizozomlarda sik¢a bulunan
hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfotazlar, hiyalurinidaz ve noéraminidaz) igerir.
Genellikle akrozom, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir. Akrozomal enzimler,
spermatozoonun oositi saran korona radiata ve zona pellusiday1 gegisini kolaylastirmak
i¢cin dollenme aninda salinir.

Baglant1 parcasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir par¢adir. Distal sentriyol,
spermatozoon kuyrugunun merkezi pargast olan aksonemi olusturur. Kuyrugun orta
parcasi, sarmal olarak dizilmis mitokondriyumlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotubiiler

aksonem ve dis yogun lifler adi1 verilen spermatozoon boynundaki baglanti parcasindan
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kuyruk boyunca uzanan 9 uzamina seyreden kolonlardan olusur. Orta parcanin alt sinir1
mitokondriyel sarmalin annulusta sonlanmasiyla belirgindir.

Esas parca, kuyrugun en uzun pargasidir. Yedi yogun lifce sarili merkezi aksonem
ve bir fibréz kiliftan olusur. Fibroz kilif, es uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel
iskelet tarafindan olusturulur. Hem dis yogun lifler, hem de fibréz kilif, spermatozoanin
One hareketi sirasinda mikrotubiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet yapisi
olusturan keratin proteini icerir (Sekil 8). Son parga, dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken

sonlanmasindan dolayi, sadece aksonem bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir pargasidir (1).

[ Akrozom
Bag
1 Post-akrozomal
Boyun < i
+  Orta parga
-
Kuyruk Esas parca
J
| i
t Son par¢a

Sekil 7. Olgun Spermatozoonun Yapisi (13).

Mitokondriyal ortii

Mitokondri
Dis yogun fibriller

Aksonemal kompleks
mikrotiibiilleri

Fibroz ortii

Dis yogun fibriller 4, 5, 6
Aksonemal kompleksin dig miktotiibiil ¢iftleri

Aksonemal kompeksin merkezi mikrotiibiil cifti

Sekil 8. Olgun Spermatozoon Kuyruk Yapisi (13).
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4.1.3.1. Spermatozoon Kapasitasyonu ve Motilite Kazanmasi

Spermatozoon ancak kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu tamamlayarak
hiperaktivasyon hareket yetenegini kazandiklarinda oositi dolleyebilme kapasitesine sahip
olurlar (14, 15).

Spermatozoon, kapasitasyon silirecini disi genital kanallarinda, bu kanallarin
salgilarinin etkisiyle tamamlarlar. Kapasitasyon, spermatozoada yapisal bir degisiklige
neden olmayan ve genellikle akrozom reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in gerekli bir
olgunlagma siireci olarak kabul edilir. Spermatozoanin vajinadan tuba uterinaya ulagsmasi
sirasinda meydana gelen kapasitasyon sirasinda spermatozoanin plazma membranlarinda
baz1 degisiklikler gozlenir.

e Akrozomal kep bolgesindeki plazma membranindan seminal plazma proteinleri ve
glikoprotein ortii uzaklastirilir.

e Spermatozoon plazma membranindaki intramembrandz partikiillerin yer degistidigi
gbzlenir.

e Hiicre i¢i kalsiyum ve sodyum seviyesi yiikselir.

Kapasitasyon, spermatozoonlarin oositle karsilasmasindan 6nce tamamlamis olmasi
veya bu sirada tamamlamalar1 gereken bir siiregtir. Her ne kadar yapisal bir degisiklik
gozlenmese de kapasitasyonu tamamlamis olan spermatozoonlarda hiicre igi iyonlarin
yeniden diizenlenmesi gerceklesir ve metabolik degisiklikler olmaktadir. Molekiiler
diizeyde ise adenilat siklaz/protein siklaz aktivitesi yeniden diizenlenir ve nukleus
proteinlerinde degisiklikler meydana gelir (15, 16, 17, 18, 19).

Kapasitasyon siirecini tamamlayan spermatozoonun motilite kinetigi degisir ve
hiperaktive olur. Hiperaktivasyon, spermatozoon kuyruk hareketlerindeki agilanmanin ve

ileriye dogru olan hizinin artmasi olarak tanimlanir (20).
4.1.3.2. Fertilizasyon

Fertilizasyon sirasinda 3 ana olay meydana gelir.
Bunlar sirasiyla;

e  Akrozom reaksiyonu,

e Zona pellusida (ZP)’nin bir proteini olan ZP3’e spermatozoonin baglanmasi,
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e Spermatozoon-oosit fiizyonudur.
Akrozomal kese 3 6geden olusur:
1) dis akrozomal membran,
2) i¢ akrozomal membran,
3) hidrolitik enzimler (hiyaliironidaz, akrozin, esteraz, N-asetil glukozaminidaz, asit
fosfotaz gibi enzimler).

Spermatozoon oosite yaklastiginda ve Ca™ varliginda spermatozoon plazma
membrant dig akrozomal membranla kaynasir. Bu olay “akrozom reaksiyonu” olarak
adlandirilir. Membran filizyonu ile olusan kiiciik acikliklar hidrolitik enzimlerin salinimini
kolaylastirir.

Tiim memeli oositlerinin plazma membranlari, oosit tarafindan iiretilen ve 6-7 pm
kalinliginda olan zona pellusida tarafindan sarilmistir. Zona pellusida 3 glikoproteinden
olusmustur; ZP1, ZP2, ZP3. ZP2 ve ZP3 diizenli araliklarla ZP1 dimerleri tarafindan
birbirine baglanarak uzun filament kompleksini olustururlar (1).

Spermatozoon-oosit fiizyonunda iki membran proteini gereklidir. Bu proteinler,
spermatozoonda Izumo ve oositte ise CD9’dur. Izumo, spermatozoon-spesifik
immunoglobulin siiper ailesine ait membran proteinidir. Akrozom reaksiyonu sonrasi
spermatozoon plazma membraninda yerlesim gosterir. CD9, tetraspanin siiper ailesine ait
transmembran proteindir.  lzumo ve CD9 proteinleri, spermatozoon-oosit flizyon
reaksiyonu i¢in gerekli plazma membran protein kompleksinin organizasyonu veya
stabilizasyonu icin gerekli oldugu distintilmektedir (Sekil 9). Diger proteinlerden,
ADAM’lar gibi proteinlerinin de (disintegrin ve metalloproteaz) flizyon reaksiyonuna
katildig1 diistiniilmektedir. Spermatozoon-oosit flizyonu, oosit plazma membraninda hafif
siddette depolarizasyona yol agmaktadir. Bunun sonucunda da oosit sitoplazmasi i¢inde 5-
20 saniye Ca'® dalgas1 olugmaktadir. Ca*? konsantrasyonundaki artig, depolarizasyon
sinyallerini arttirir.  Oositin hiicre boliinmesine devam etmesi ile mayoz II boliinmeyi
tamamlayarak ikinci kutup cisimciginin perivitellin aralifa atilmasim1 ve erken

embriyogenezin baglamasini tetikler (21).
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Sekil 9. Spermatozoon-Oosit Fertilizasyonun Sematik Gosterimi (21).

4.1.3.3. Oosit Olgunlasmasi ve AKtivasyonu

Ovaryumda gelisimini tamamlayarak olgun hale gecen follikiilden oositin disar1
atilmast ovulasyon olarak tanimlanir.

Geligebilmek i¢in gonadotropin bagimli hale gelen follikiil, FSH etkisiyle pre-antral
safhadan ovulasyon Oncesi evreye gecer. Menstiiral siklusun ortasina denk gelen gec
folikiiler evrede yine hipofiz 6n lobundan salgilanan bir diger hormon olan luteinlestirirci
hormonun (LH) ovulasyondan hemen oOnce pik yapmasiyla oosite germinal vezikiiliin
yikilmast (GVBD) gergeklesir ve kromozomlar metafaz I (Ml)’den telofaz | evresine
gecerler. Oosit I. mayoz béliinmeyi ovulasyondan hemen 6nce tamamlar.

Birinci mayoz boliinme sonrasinda kromatin iki kardes hiicre arasinda esit olarak
dagilirken, sekonder oositten biri hemen hemen tiim sitoplazmaya sahip iri bir hiicre olarak
kalir, digeri zona pellusida ile oosit arasindaki alanda (perivitellin alan, PVS) kalan kii¢iik
bir hiicredir ve 1. kutup cisimcigi (PB) olarak adlandirilir. Haploid kromozom igeren
sekonder oosit meydana gelir ve nukleus 2. mayoz boliinme evresine girer. Fertilizasyon
sirasinda spermatozoonun oosite girmesiyle oosit 2.mayoz boliinmeyi tamamlar ve 2.
kutup cisimcigi atilir. Ovulasyonla atilan oosit matiir, sekonder oosit ya da metafaz 1l
(MII) oosit olarak adlandirilir.
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Oositleri mayoz boliinmede duraksatan mekanizmalarin molekiiler temeli tam
olarak anlagilamamakla birlikte, mitoz boliinmede islev géren proteinlerin bu boliinmede
de rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, oosit mayozu baskilayic1 (OMI) olarak
adlandirilan mayoz-duraksatict molekiil heniiz detayli aydinlatilamamuistir.

Transforme eden biiyiime faktorii beta (TGF-B), anti-Miilleryan hormon (AMH),
aktivin, inhibin veya folistatin gibi peptidler, aday molekiillerin birka¢1 olarak mayoz-
duraksatic1 olarak gosterilmektedir. Daha dogrusu bu mayoz duraksatici faaliyet, teka
interna, graniiloza ve folikiiler sividan kaynaklanan ¢ogu etkenin katkisinin sonucudur.
Folikiiler sivida bulunan hipoksantin ve adenozin gibi piirin bazlart fosfodiesteraz
islevlerini baskilar ve boylece oosit i¢inde, oosit mayozunun duraklamasini siirdiiren
yeterince yiiksek bir siklik adenozin monofosfat (CAMP) derisimi korunur.

Mayozu siirdiirme yeterliligi oosit biiylimesinin son sathasinda kazanilir. Oosit ilk
olarak GVBD’yi yapabilecek hale gelir; ancak MI’de duraksar. Daha fazla gelisimle
beraber MII’ye ulasma yetenegini elde eder ve mayoz bolinmeyi gergeklestirecek hale
gelir.

Mayozu yeterliligi M-faz1 destekleyici faktoriin (MPF) etkinlesmesinin sonucudur.
in Vivo ortamda, mayozun yeniden baslatilmasi i¢in ilk uyari, graniiloza hiicrelerindeki LH
reseptoriine baglanan yliksek LH diizeyleridir. Mayoz baskilayicisinin siirekli varligina
ragmen germinal vezikiil yikimi somatik bdliinme kaynakli heniiz bilinmeyen bir mayoz
uyarict madde tarafindan tetiklendigi diistiniilmektedir. Somatik hiicrelerden gelen mayoz
tetikleyici, ya graniiloza ve oosit arasindaki baglantilar aracigiyla taginir veya oosite hiicre
disindan parakrin yolla gecer. Graniiloza hiicreleri icerisinde LH baslangigta cAMP’yi
artirir, ardindan PKC uyaram alarak hiicre i¢i Ca* depolarini [fosfolipaz C ve inositol
trifosfat (Ca*? serbestlestirici bir madde) aracihigi ile] agiga ¢ikar. Protein kinaz A (PKA)
ve PKC oosit olgunlagsmasina etkileri paraleldir ve mayoz ile ilgili sonucun belirlenmesi
tamamen uyarim alanina baghdir.

Oositte bulunan PKA tip 1 baskilayici ve kumulustaki PKA tip 2 mayozun tekrar
baslamasini saglar. Bu nedenle cAMP’nin oosit olgunlagmasi lizerinde celiskili etkileri
olabilir; mayozun durumunu belirleyecek olan ulagilan cAMP seviyesi ve cAMP akisinin

siiresidir (5).
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Mayotik duraksama doneminden ¢ikan oositte fertilizasyonu takiben oosit
aktivasyonu dedigimiz pek c¢ok seri olay meydana gelir. Oositi totipotent zigota
dontistiiren bu morfolojik ve biyokimyasal olaylar;

»  Kortikal graniillerin ekzositozu (polispermi olmasini 6nler),
* 2. kutup cisimcigi olusumu,

*  Maternal RNA toplanmasi,

* Disi ve erkek pronukleuslarinin olusumu,

«  Embriyonik gen ekspresyonun baslamasini igerir.

Memeli oositi fertilizasyonu takiben, pek gok seri Ca*™ salimmu ortaya koyar. Bu
sitosolik Ca"®’daki degisimin oosit aktivasyonunu ve gelisimini tetikleyici oldugu
diistiniilmektedir.

Farede tek bagma Ca'® iyonlarinin mikroenjeksiyonunun embriyo gelisimini
blastosist sathasina ilerlemesine yardimer oldugu goriilmiistir.  Memeli oositinde, Ca*?
salimiminda kabul edilmis genel gorlis, inositol trifosfat (IP3) aracili Ca*? salimmu ile
intraselliiler Ca*? depolarindan salmimin gerceklestigi yonilindedir. [Pz reseptorlerinin
(IP3Rs) hamster ve fare oositlerinde blokaji, iregulasyonun azaltilmasi ya da ekspresyonun
azaltilmasi, Ca* salimmi ve bundan dolay1 Ca*? aktivasyonunu engelledigini gdstermistir.
Sitosolik IP; konsantrasyonunda artis, memeli oositlerinin fertilizasyonu sirasinda, IP3
aracili Ca*? salimminda artisa neden olmustur.

Oositlerin Ca*? salimimu siklig1 ve derecesi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve protein
ekspresyonu profilinde etkili bir unsur olarak bildirilmektedir.

Ca*? salimmi, sadece fertilizasyon agamasi igin gerekli olmayip aym zamanda
sonraki embriyonik gelisim i¢inde dnemlidir.

Bircok teori fertilizasyonda spermatozoonun, gamet flizyonunu takiben Ca'?
salinimini nasil temin ettigini agiklamaya caligmaktadir. Bu teorilerden biri, spermatozoon
ile oosit plazma membran1 {zerindeki pek c¢ok reseptdr arasindaki etkilesimden
kaynaklandig1 savunmaktadir. Ca*? salimminy, G-protein iligkili zincir veya tirozin Kinaz
aktivitesi ile sagladigi oOne siiriilmektedir. Uzun yillar bu membran/reseptdr modeli
dominant teori olarak ortaya koyulmustur. Mikroenjeksiyon ydnteminin bagar1 ile
uygulandigr ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) metodu, membran/reseptor teorisi
lizerinde tartismaya yol agmustir. Bu teknik spermatozoon/oosit membran etkilesimini

etkisiz kilmistir.
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Uzerinde durulan 2. teori ise gamet fiizyonun ardindan ¢oziilebilir oosit aktivasyon
faktorlerinin oosite salindigi ve Ca™® salimmini baslattigi yoniindedir. IP3; bagimli oosit
aktivasyonun, fosfolipaz C (PLC) baglhi mekanizmaya ihtiyag¢ duydugu One
stiriilmektedir (22).

4.2. FOSFOLIPAZ C ¢

PLC aktivitesine dair ilk kanit Hokin ve ark. tarafindan 1953°de, giivercin pankreas
dilimlerinde, kolinerjik uyarilmadan sonra fosfolipitlerin spesifik hidrolizi ile rapor
etmislerdir (23).

Takenawa ve ark. 1981°de ilk PLC’yi saflastirmis ve molekiil agirhigi 68 kDA
oldugu 6nermistir (24).

1983’de Streb ve ark. IP3’iin, fosfotidilinositol 4, 5 bifosfat (PIP;) hidrolizi ile
iiretildigini, pankreatik asinus hiicrelerinde intraselliiler Ca*® hareketinden sorumlu
oldugunu belirtmislerdir (25).

Fosfoinositidil-spesifik PLC, PIP,’yi hidrolize ederek ikincil mesajcilar olan,
diagilgliserol (DAG) ve IP3’ii tiretir. DAG ve IP3, protein kinaz ve intraselliiler Ca*?
salinimini aktive ederekileri sinyal transdiiksiyon yolunu baglatir (26, 27, 28).

PLC izomerleri yiiksek korunmus katalitik X, Y bolgelerinin yanisira ¢esitli
regiilator bolgelerde igerir; bunlar C2 bolgesi, EF bolgesi ve plekstrin homoloji (PH)
bolgeleridir (Sekil 10). Her PLC alt tipi 6zgiin bolgeye sahip ve PLC izomerleri farkli
dokularda farkli eksprese olurlar. Bu faktorler, spesifik diizenleyici mekanizmaya katki
saglar ve PLC izomerlerine fonksiyonel gesitlilik katar (28).

Yiize yakin ekstraselliiler sinyal molekiilii PLC mekanizmasinin aktivasyonunu
destekler; bunlar Ras siiperailesine ait G proteinler, tirozin kinazlar, Ca*? ve/veya diger
uyaranlari igermektedir. PLC izomeri, ilk Ca** ve PKC aracili hiicre sinyali ile
olusturulmustur. PKC aracili membran inositidil seviyelerinde degisiklikler pek cok
membran hiicre iskeleti ve sitosolik proteinlerin aktivitesini degistirir. PLC izomerlerinin
asil fonksiyonu ana sinyal proteini olmalaridir (29).

Memelilerde 13 PLC izomeri tanimlanmis ve 6 alt tipe ayrilmistir; PLC beta (B1, 2,
3, 4), PLC gamma (y1, 2), PLC delta (81, 3, 4), PLC epsilon (g), PLC zeta ({) ve PLC eta

(m1, 2) (29).
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PLC B alt tipi, G protein reseptor ¢ifti (GPCR) ile aktive edilir. Buna karsin, PLCy
alt tipi reseptor tirozin kinaz (RTK) ile aktive edilir. Biiylime faktor uyarimi tizerinden,
PLCy, biiylime faktor reseptorleri ile de aktive olmaktadir. Src homoloji 2 (SH2) bolgesi-
fosfotirozin etkilesimi araciligr ile ve RTK tarafindan fosforilasyona maruz kalir (28).
Diger taraftan, PLCe hem GPCR hemde RTK ile farkli aktivasyon mekanizmalari ile
aktive olur (30). Tim PLC aktivitesinin biiylimesi ve siirdiiriilmesi muhtemelen hem
intraselliiler Ca*? hareketi ve ekstraselliiler Ca*? girisi ile olmaktadir (31, 32, 33).

PLC 61 ve PLC nl, GPCR aracil Ca*? hareketi ile aktive olmaktadir ve PLCde
pozitif feedback sinyal amplifikasyonu igermektedir (34, 35).

Hormonlar ve noérotransmitterlerle PLC izomerleri GPCR araciligi ile aktive
olmakta ve PLC izomerleri ¢esitli beyin fonksiyonlarini diizenlemektedir.

PLC, c¢esitli ekstraselliiler ligantlar, biiyiime faktorleri, hormonlar, sitokinler ve
lipidler tarafindan aktive edilirler.

PLC aktivasyonu, tiimorogenez ve/veya metastaz baglantili migrasyon,
proliferasyon, biiyiime, inflamasyon, angiyogenez ve aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonununda gerekmektedir. Bu yiizden, PLC izomerlerinin anormal ekspresyou
ve aktivitesi, ¢esitli insan kanserlerinde saptanmis ve timor ilerlemesiyle baglantili oldugu
gorilmistir (36).

Oosit aktivasyonu, fertilizasyondan sonra memeli embriyonik gelisiminde erken
basamaktir. Karakteristik, gegici biiyiik sitoplazmik Ca'? tetiklenmesi “Ca*? salimmi”
olarak bilinmektedir. Bu c¢arpict Ca*™ sinyal olgusu oosit aktivasyonu ile ilgili tim
olaylarin (kortikal graniil ekzositozisi, mayozun siirdiiriilmesi ve tamamlanmasi ve
pronukleus olusumu) sonu¢lanmasi i¢in gereklidir. Uzun zamandir yapilan ¢aligsmalar Ca*?
salimimi ve oosit aktivasyonu igin testis spesifik izoform olan fizyolojik bir ajanin var
oldugunu gostermektedir. Bu izoform PLCE’dir (37). Sounder ve arkadaglari (2002) yeni
bir alt birim olarak PLC{ tanimlamislardir. Bu proteinin anahtar islevinin oosit
aktivasyonu oldugunu belirtmislerdir. PLCC, tipik PLC yapist gosterir (38). Karakteristik
X ve Y katalitik bolgesi vardir; PIP; hidrolizinde islevsel oldugu belirtilmektedir (39, 40,
41). Tek C2 bolgesi ve 4 ardarda dizili EF bolgesi vardir.
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X-Y baglayici kisim

Sekil 10. PLCZ Molekiiniin Sematik Gosterimi (22).

C2 bolgesi, C terminal ucunda ve 4 ard arda dizili uzama faktorii (EF) bolgeleri N-
terminal ucunda yer alir (29).

PLCC, PLC) ile yakin homoji gosterirler. Aralarinda %33 benzerlik vardir. En
diisiik homolojiyide (%9) PLCe ile gosterir. PLC formlar1 arasindaki en biyiik farklilik
PH ve SH bolgesinin bulunmamasidir. Bu PLCC’y1 en kiigiik agirlikli bilinen memeli PLC
yapar. Insan da yaklasik 70 kDa, farede yaklasik 74 kDa agirliktadir (38). PLC{’nin diger
bir farkl 6zelligi de yiiksek Ca*? hassasiyetidir (42). PLCS1 proteinine gore 100 kat daha
+2

fazla hassasiyet tagidigi gosterilmistir (43,44). Ca
sonucu dogmaktadir (45, 46). Katalitik XY bolgesi olduk¢a korunmus, PLCS ile yakin

a kars1 olan bu hassasiyet EF bolgeleri

homoloji gosterirler.  Aktif kisimdaki mutagenez, total Ca*? salimm yeteneginin
kaybedilmesine yol acar (47, 48, 49). X ve Y bolgeleri arasinda XY-baglayici kisim vardir
(Sekil 10). Pek ¢ok PLC proteininde anahtar regiilatdr fonksiyonu vardir. XY-baglayici
kisim, negatif yiikiinden dolay1 enzim ve oto inhibasyon fonksiyonlarinda potansiyal rolii
olabilir (29,41). C2 bolgesinin, PLC( aktivitesinin regiilasyonunda 6énemli bir rolii oldugu
diistiniilmektedir (45). C2 boélgesinin diger bir fonksiyonunun ise, PLCC proteinin, PIP;
substratina  hedef almasmi kolaylastirdigi ve oosit aktivasyonunu baglattig
yoniindedir (47).

PLCCnin her bolgesi farkli karakteristik biyokimyasal 6zellikleri gdstermede
onemli role sahiptir. PLCC, PIP; molekiiliinii, IP3 ve DAG’e hidroliz eder.
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Sekil 11. PLC{’ nin Hareket Mekanizmasi (74).
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PKC sinyal yolunun aktive edilmesini saglar (38, 43, 50). IP; endoplazmik
retikulum {izerindeki IP3Rs’ye baglanir. Intraselliiler Ca*? depolarindan Ca*? salmimint

tetikler ve oosit aktivasyonunu indiikler (Sekil 11, 12) (51).
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Ooplazma

Sekil 12. PLC{ Molekiilii Isleyis Mekanizmasinin Sematik Gosterimi (22).
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PLCC, insan spermatozoon basinda 3 farkli bolgede rastlanmistir. Bunlar;

*  Akrozomal bolge,

»  Ekvatoriyal bolge,

»  Postakrozom boélgeleri’dir (52, 53, 54).

Grace ve arkadaslar1 (2008), PLC(’y1 baskin olarak ekvatoriyal alanda, daha diisiik
oranda ise akrozomal ve post-akrozomal alanda saptamislardir (53). Ekvatoriyal ve post-
akrozomal yerlesim spermatozoon-oosit fiizyonunu takiben ooplazmaya hizli gegisi
sagladigini diisiindiirmektedir (55, 56).

PLC{ proteini, kapasitasyona ugramamis ve akrozomu bozulmamig
spermatozoonda post-akrozomal ve akrozomal bolgelerde goriilmiistiir; kapasitasyondan
sonra post-akrozomal ve ekvatoriyal bolgelerde bu proteinin dagilimi gézlenmistir. Bu
durum, akrozom reaksiyonun indiiklenmesinde PLCC, proteinin potansiyel rolii oldugunu
gostermektedir (53).

Yapilan c¢alismalar, PLC{ proteinin farkli cinslerde spermatogenezis siirecinde
mayotik spermatositlerin erken agsamasinda sentez edildigini ortaya ¢ikarmis ve spermatid
asamasinda spermatozoonda olgiilebilir diizeye geldigini gostermistir (57, 58, 59).

PLC({, enzimatik aktivitesini oosit i¢ine salindiginda gerceklestirir ve
spermatozoonda inaktif halde kaldig1 diisiiniilmektedir. Inaktif halde kalmasini saglayan
mekanizma halen bilinmemektedir. Oositte bulunan bazi faktorlerin, PLC(’y1 aktif hale

getirmede gerekli oldugu disiintilmektedir (47, 60).

4.3. SPERM FENOTIPi PATOLOJILERI

Astenozoospermi ve teratozoospermi c¢ogunlukla erkek infertilitesinden sorumlu
olmasina ragmen tam anlami ile anlasilamamistir. Erkek infertilitesinin sebebi halen pek
cok bireyde belirsizligini korumaktadir. Sayisiz hasta idiyopatik erkek infertilitesinden
muzdariptir. Son zamanlardaki gelismeler, spermatozoonlarda goriilen genetik
anormallerin erkek infertilitesinde 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir. Iskandinav
ilkelerin 1970 yillarinin ortasindaki klasik tanimlamasina gore siddetli astenozoosperminin
sebebi, spermatozoada molekiiler mekanizmalarda rol oynayan dinein (ATPaz aktivitesi ile
ilgili yapisal bir protein) protein eksikligidir. Ayrica kistik fibrozis, Y kromozomu uzun

kolu tizerindeki mikrodelesyonlar erkek infertilitesinden sorumlu olabilmektedir.
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Spermatozoa patolojileri, rutin semen analizleri veya fonksiyonel testler ile
belirlenememektedir. Bu testler, patolojilerin altinda yatan sorunu aciga ¢ikaramamaktadir.
Elektron mikroskobu, 1sik mikroskobunun kisitli inceleme imkanina kiyasla daha iyi
¢Oziim sunabilmektedir ve spermatozoa patolojileri ile ilgili ¢ok i1yi goézlem imkani
saglamaktadir. Elektron mikroskobu incelemeleri, spermatozoon bilesenlerinin i¢ yapisal
ve konumsal organizasyonun detaylarini goriinebilir kilmaktadir.

Siddetli astenozoospermi ¢cogu kez flagellanin yapisal degisimine sebep olmaktadir
ve %70 infertil erkekte motilite kaybinin sebebini olusturmaktadir.

Siddetli astenozoospermi hastalar1 iizerinde yapilan calismalar 2 tip kuyruk
anomalisinin oldugunu gostermektedir. Birincisi, nonspesifik flagellar anomali (NSFA)
olarak adlandirilan gruptur. Bu anomali spermatozoa 6rneklerinde rastgele goriilmektedir.
Ikinci tip kuyruk anomalisi fibroz ortiide displazi (DFS) olarak tanmimlanmaktadir ve pek
cok spermatozoayi etkilemektedir. Bu anomali, solunum patolojisi ve ailesel ge¢misle
iligkilidir. Ttm bu bulgular kuyruktaki yapisal anomaliler sonucu siddetli astenozoospermi
olustugunu gostermektedir.

Siddetli astenozoospermi hastalarda, NSFA tipi anomalinin daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bu anomalide aksonemal mikrotubiildeki normal 9+2 diizeninde bozulma ve
degisim goriilmektedir. Patolojik NSFA, fenotipte geri doniisiimliidiir ve ¢ogunlukla
ikincil kosullar fertiliteyi olumsuz etkilemektedir. Varikosel, seminal yolda enfeksiyon,
immiinolojik faktorler buna 6rnek verilebilir. NSFA, siddetli astenozoospermide gok sik
goriilen bir patolojidir. Bu yapisal fenotip, heterojen olarak rastgele mikrotubiiler degisim
ile karakterizedir. NSFA, ailesel bir ge¢mis igermez. Spermatozoonda bu anomaliler
semen yaymalarinda mikrotubiiler degisimin flagellar ¢capa yansimamasindan dolay1 1s1k
mikroskobu diizeyinde goriilememektedir; bu nedenle sadece ultrastriiktiirel (ince yapisal)
inceleme ile spermatozoondaki anomaliler tespit edilebilmektedir.

DFS tipi anomali tastyan spermatozoon drneklerinde motilitenin daha diisiik oldugu
saptanmistir. Cogu vakada spermatozoa tamamen immotil, kisa, kalin, diizensiz kuyruga
sahiptirr.  Baz1 kaynaklarda “stump tail” veya “short tail” (kisa kuyruk) olarak
isimlendirilmistir. Ultrastriiktiirel ¢aligmalarda DFS diger spermatozoadan kisa ve kalin
kuyrugu ile aywrt edilmektedir. DFS tanisi, fibréz ortii modifikasyonlar1 olarak ortaya
cikmakta ve tlim spermatozoa Orneklerini etkilemektedir. Bu modifikasyonlar, fibroz

ortiide hipertrofi ve hiperplazi, mikrotubiil etrafinda kalin yiiziik ve fibroz ortii seklinde
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gbzlenen normal veya bozuk aksonem seklinde goriiliir. Orta parca boliimii bigimli bir
yapt gostermemekte ve mitokondri yetersiz veya hi¢ bulunmamaktadir.  Testikiiler
biyopsiler veya immatiir spermatid igeren semen iizerinde yapilan ¢alismalar sonucu, bu
defektlerin spermiyogenezis siirecinde fibroz ortli organizasyon basarisizligl ile ortaya
ciktig1 gosterilmistir. DFS’11 50 hasta tizerindeki ¢alisma ile 10 hastanin erken g¢ocukluk
doneminden itibaren kronik solunum hastalig1 gegirdigi gosterilmistir. Iki hasta iizerindeki
ultrastriiktiirel ¢alisma bronsiyal silyalarmin dinenin kollarinda eksik oldugunu
gostermistir ve immotil silya sendromu (ICS) karakteristik bulgular1 gérilmiistiir.

DFS siddetli astenozoospermi veya total spermatozoon immotilitesi ile birlikte
sistematik spermatozoon abnormalitesidir. Fibroz ortii ve diger aksonemal, periaksonemal
yapida homojen ve 6zgiin bozulmus fenotiple karakterizedir. Diger androlojik bozukluklar
gibi ikincil bir kosuldan etkilenmez. Cogunlukla medikal tedavilere cevap vermez. Tiim
yayinlarda yaygin ailesel gegmis oldugu goriilmiistiir; fakat genetik anomali goriilmemistir.
DFS, tanis1 fertilite a¢isindan olduk¢a olumsuzdur. Bu hastalarda klasik in Vitro
fertilizasyon (IVF) metodlar fertilizasyonu ve hamileligi aktive etmede basarisizdir. ICSI

tedavi secenegi olabilir; ancak genetik bir aragtirma gerektirir (61).

4.4. ERKEK INFERTILITESI

Erkek infertilitesinin altinda yatan nedenlerin sayis1 ¢cok olsa da geleneksel olarak
pre-testikiiler, testikiiler ve post-testikiiler etkenler seklinde gruplandirilir.

Pretestikiiler nedenler daha ¢ok hormonal kaynaklhidir.  Hipotalamusa bagl
nedenler ve hipofize bagli nedenler olmak {izere 2’ye ayrilabilir. Hipotalamusa bagl
nedenler; gonadotropin eksikligi, LH eksikligi, FSH eksikligi, konjenital hipogonadotropik
sendromlardir. Hipofize bagli nedenler; hipofiz yetmezligi, hiperprolaktinemi, ekzojen
hormonlar ve biiyiime hormonu eksikligidir.

Testikiiler nedenler, testis diizeyinde etki gostererek infertiliteye neden olan
durumlar1 kapsar. Hormon manipiilasyonu ile tedavi edilebilen pre-testikiiler durumlarin
cogunun aksine testikiiler etkiler bilyiik oranda geri doniisiimsiizdiir. Infertiliteye sebep
olan testikiiler nedenler kisaca sunlardir;

* Kromozomla iligkili (Klinefelter sendromu [XXY], XX cinsiyet donilisiimii, XXY

sendromul]
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+ Turner sendromu

» Miyotonik distrofi

» Kaybolan testis sendromu (iki tarafli anorsi)

» Izole Sertoli hiicresi sendromu (germ hiicre aplazisi)

* Y kromozumu mikrodelesyonlari1 (DAZ)

* Gonadotoksinler (radyasyon, ilaglar)

» Sistemik hastaliklar (bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi, orak hiicre anemisi)
 Defektif androjen aktivitesi

 Testis zedelenmesi (orsit, torsiyon, travma) kriptorsidizm
+ Varikosel

+ lIdiyopatik

Infertiliteye sebep olan post-testikiiler nedenler ise 3 gruba ayrilabilir. Bunlardan
ilki reprodiiktif yol obstriiksiyonudur. Bunlar dogumsal blokajlar, edinsel blokajlar,
fonksiyonel blokajlardir. Diger post-testikiiler infertilite nedeni ise spermatozoon
fonksiyon veya hareketliligini ilgilendiren anormalliklerdir. Bunlar ICS, olgunlagsma
kusurlari, immiinolojik infertilitedir.

ICS; bu hastalarda spermatozoon hareketliligi azalmis veya kaybolmustur.
1:20.000 erkekte spermatozoa defektlerinin nedeni spermatozoon ve diger siliyali
hiicrelerin  aksonemlerindeki (hareketliligi saglayan organeller) anormalliklerdir.
Normalde bir merkezi ¢ift etrafinda 9 ¢ift mikrotubiil dizilmekte ve mikrotubiilii ve
dolayisiyla spermatozoon kuyrugunun hareketini diizenleyen dinein kollariyla (ATPaz)
birbirine baglanmaktadir. Dinein kollarindaki c¢esitli kusurlar silyer ve spermatozoon
aktivitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Kartagener sendromu (1:40.000 erkek)
kronik siniizit, bronsiyektazi ve situs inversus ile karakterize bu sendromun bir alt
grubudur. ICS olgularinin ¢ogu ¢ocuklukta solunum sistemi veya sinus sorunlariyla ortaya
¢ikmaktadir. Retina ve kulaktaki silyalarda etkilenerek retinitis pigmentosa ve sagirliga
yol acgabilir. ICS olan erkeklerin semenlerinde normal sayilarda ancak canli spermatozoa
bulunur. Spermatozoon  ¢ekirdeginin  etkilenmedigi  diisiinilmektedir.  Tani
spermatozoonun elektron mikroskopik incelenmesi ile konumaktadir. Diger bir post-
testikiiler infertilite nedeni ise cinsel birlesmeyle ilgili sorunlardir. ~ Empotans,

hipospadiyas bunlardan birkagidir (62).
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4.4.1. Fosfolipaz C { ile Erkek Infertilitesi Arasindaki Iliski

Basaril1 bir fertilizasyon sirasinda spermatozoon oositin zona pellusidasina baglanir
ve spermatozoondan salinan proteazlar ile bu bariyer asilir (63). Spermatozoon, 0o0sit
plazma membrani ile kaynagir ve spermatozoondan salinan oosit aktivasyon faktorleri ile
oosit aktivasyonu baslatilir (64, 65).

Basarisizlikla sonuglanan fertilizasyon ¢ogunlukla spermatozoonun oositi aktive
etmesindeki basarisizliktan kaynaklanir (60, 66, 67). Spermatozoon PLC( oosit aktivasyon
faktoriidiir (47, 60, 68).

PLCC, baskin olarak spermatozonun ekvatoriyal bolgesinde bulunur ve IP3 yolu ile
Ca*? salinimimni saglayarak oosit aktivasyonunu saglar (47, 60). Diisik miktarda PLCC
proteinine sahip hastalar veya PLCC’nin mutant formunun eksprese edildigi hastalarda
spermatozoonun  0osit aktivasyonu igin gerekli Ca*’ salimum yapamadigi ve
fertilizasyonun basarisizliga ugradigi gorilmistiir (49, 69). Fare ve insan yumurtasina
yabani tip insan PLCC proteini enjeksiyonu, Ca*?salimimuni indiikler; farede erken embriyo
gelisimi ile blastosist asamasina kadar basarili bir sekilde gelisimin stirmesini saglar (70).

Yapilan c¢alismalarda globozoospermik, diisiikk fertilizasyon veya tamamen
fertilizasyon basarisizlig1 gosteren hasta gruplarinda PLCC proteini ekspresyonunun fertil
veya yiikksek oranda fertilizasyon goOsteren gruplara gore oldukca diisiik oldugu
gosterilmistir (71).

Yine yapilan caligmalar yliksek oranda anormal morfolojiye sahip semen
orneklerinde oosit aktivasyonu gergeklestirme potansiyelinin diistigii gosterilmistir (72).
ICSI yontemi, siddetli erkek infertilitesi, IVF tedavisini takiben fertilizasyon basarisizlig
ile sonuglanan vakarin tedavisinde devrim yaratan bir tekniktir. Aktivasyon basar1 orani
%70’i asmaktadir; ancak buna ragmen %1-5 ICSI siklusu halen basarisizlikla
sonu¢lanmaktadir. Oosite bagli faktorler (oosit maturasyonunu tamamlamamasi ve
fosfoinositol sinyal yolu bozuklugu) ihmal edildiginde ICSI basarisizliginin ana sebebi
oosit aktivasyon basarisizligidir. PLCC, oosit aktivasyonu kabiliyeti ve erkek
infertilitesinde tanisal bir belirte¢ olmasi miimkiindiir (48, 54, 60).

Rutin semen analizleri erkek infertilitesine tan1 koymada kritiktir ve oldukca
basarili ve makul bilgi vermektedir. Buna ragmen pek c¢ok hasta klinik bir sebebi olmadan

fertilizasyonda  basarisizlik  yasamaktadir. Sperm  fonksiyonuna dair anahtar
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biyoisaretgilerin semen analizine eklenmesiyle bu test daha agiklayict hale gelebilir (73).
PLCC nin spermatozoada nicel analizi, semen analizi i¢in yeni bir yol gosterici olabilir. Bu
sebeple, oosit aktivasyon kabiliyeti i¢in ek bir biyoisaretleyici islevi gorebilir. Yine PLC(
mRNA’smin nicel 6lglimii oosit aktivasyonu kabiliyeti i¢in i1yi bir klinik isaretleyici
olabilir (74).

Aghajanpour ve arkadaslarinin  yaptigt calismada, fertil kontroller ile
kiyaslandiginda ICSI sonras1 azalmis veya basarisiz olmus fertilizasyon gosteren hastalara
ait spermatozoa Orneklerinde PLC{ mRNA seviyesinde kayda deger diisiis oldugu
gozlenmistir (71).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu calismaya infertilite merkezine bagvurmus olan yaslar1 24-40 arasinda degisen
normospermi (say1 20 milyon/ml ve iizeri, motilite %50 ve tlizeri, n=20) ve astenospermi

(say1 20 milyon/ml ve {izeri motilite %30 ve alti, n=20) olmak iizere 2 grup semen Ornegi
dahil edildi.

5.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Semen ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Semenin
alindig1 saat not edildi. Oda 1s1sinda yarim saat likefiye olmasi i¢in bekletildi. Turnusol
kagidi ile pH (7.2-8.0) degerlendirmesi yapildi. Cinsel perhiz siiresi, vizkosite (normal),
hacim (2-6 ml), renk (opak) ve hastaya ozel likefaksiyon zamani (30 dk) kaydedildi.
Mililitredeki sperm sayisini belirlemek {izere, Makler sayma kamarasina (Counting
Chamber Makler, Sefi Medikal Instruments, Israil) kiiciik bir damla semen 6rnegi konuldu.
Toplam sperm sayist ve progresif hareketli ve immotil sperm sayis1 ile motilite
degerlendirmesi yapildi.

Spermatozoa konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi igin standart manuel teknikler
uygulandi. Motilite ve konsantrasyon 1sitk mikroskobunda X20 biylitmede WHO
kriterlerine gore en az 100 sperm sayilarak yapildi. Makler sayma kamarasina (Makler
chamber, Sefi Medikal Instruments Israil) 10 pl semen koyularak ve X20 biiyiitme altinda
10 kare sayilarak konsantrasyon ve motilite belirlendi.

Morfolojik skorlama i¢in lam {izerine yayilarak hazirlanan semen preparatlar
Spermac boyama yontemi ile boyandi. Morfoloji, faz kontrast mikroskopta, X100

biiylitmede Kruger kriterlerine gore degerlendirildi.
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5.3. SPERM BOYAMA VE MORFOLOJIi iNCELEME

Morfolojik inceleme i¢in bir lama bir damla semen Orneginden damlatildi.
Damlatilan semenin miktarini, sperm sayisina bagli olarak ayarlandi. ikinci bir lam
araciligl ile bu damlay:r slayt lizerine yayilip hava ile kurutuldu. Lamlar daha sonra
Spermac boyama (Ferti Pro NV, Industriepark Noord, Belgika) yontemi ile boyandi.

Ik olarak lam iizerine yayilip kurutulan preparatlar, fiksatif soliisyonunda 10 dk
bekletildi. Fiksatif su ile aritildiktan sonra suyu siiziilerek A, B, C (Ferti Pro NV,
Industriepark Noord, Belgika) soliisyonlarinda sirayla 1,5 dk olacak sekilde sirayla boyama
islemi yapildi. Kurutulan kesitler igin daha sonra immersiyon yagi kullanilarak X100
biiylitmede incelendi. Morfoloji degerlendirmesi yaparken 100 sperm dikkate alindi. Her

anomali ayr1 ayr1 not edildi.
5.4. ISIK MIKROSKOBU ILE GORUNTULENMESI

5.4.1. Immiinohistokimyasal Boyama

Visk6z bir yapida olan semen orneklerini, parafin takibi alinabilmesi i¢in ile
“collection fluid” maddesi ile homojen bir sekilde muamele edildi. Santrifiij islemi
sonrasi, dip kismindaki (semen+collection fluid) pellet, kasetlere (Cytoblock Kit, Thermo
Scientific, Amerika) hapsedildi (sandvi¢ modeli). % 4’liikk paraformaldehit fiksatifinde 1
saat fikse edildikten sonra, dehidratasyon amagli yiikselen alkol serilerinden gegirildi ve
parafine gobmme islemi yapildi. Parafin bloklardan 4 um kalinliginda alinan kesitler, ksilol
ve alkol serilerinden gecirilerek suya indirildi. Kesitler maskelenmis antijenlerin ortaya
¢ikarilmasi ig¢in Decloaking chamber (Model DC2008INTL, USA)’da (20 dk 110 °C) sitrat
tamponu (pH 6,0) (Lab Vision AP-9003-500) igerisinde isleme alindi. Ardindan kesitler
20 dk oda sicakliginda sogumaya birakildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi igin oda sicakliginda %0,3’liikk hidrojen peroksit (H20,)’de 10 dk tutulduktan
sonra, distile suyla calkalandi ve fosfat tamponuna (PBS) (pH 7,2) alindi. PBS de 5 dk
bekletildikten sonra bloklama soliisyonunda 5 dk siire ile bekletildi. Ardindan kesitler
PLCC antikorunda (Anti-PLCZ1 rabbit Sigma, R37067, 1: 50). +4 °C’de 1 gece inkiibe
edildi. Ertesi giin kesitler PBS’de 2 kez yikandiktan sonra, sekonder antikorda 15 dk oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 2 kez PBS ile yikandi ve streptavidin’de oda
sicakliginda 15 dk. inkiibasyonun ardindan tekrar 2 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB
(substrat 1 ml+1 damla kromojen) ile renklendirme islemi 10 dk siire ile yapildi. Cesme
suyu ile yikandiktan sonra nukleus boyamasi i¢in hematoksilen boyasinda 1-2 dk tutuldu
ve ardindan PBS’de mordanlama iglemi yapildi. Cesme suyu ile durulandi ve yiikselen
alkol serilerinden (%70, %96, %100) gegirilip ksilolde 5 dk bekletildi ve sonra entellan ile
preparatlar kapatildi. Spermatozoon hiicreleri iizerindeki PLC{ dagilimi, 151k mikroskobu

(Olympus Bx53, Japonya) ile incelenip, X100 biiylitmede fotograflari ¢ekildi.
5.4.2. immiinofloresan Boyama

Lam iizerinde spermatozoon ornekleri, immunofloresan boyama igin tespit edildi.
Kesitler 5 dk PBS de bekletildi ve yikama soliisyonu damlatilip 10 dk oda sicakliginda
bekletildi. Bloklama soliisyonu damlatilarak 30 dk. inkiibe edildi. PLC( antikoru (PLZ1
(Alexa Flour 488) rabbit, ABIN911374, 1: 50) ile +4°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin karanlik bir ortamda 10 dk siire ile ve 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAPI
solisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi. Ardindan 6rnekler floresan mikroskobunda

(Olympus Bx51, Japonya) incelendi ve goriintiilendi.
5.5. GECIRIMLI ELEKTRON MIKROSKOBU (TEM) TAKIBI

Hastadan alinan spermatozoonlar, 1.tespit islemi igin santrifiij edilerek iistteki sivi
alindi.  Santrifiij tliplindeki ¢okelti lizerine fosfat tamponlu %2.5’1ik glutaraldehit ilave
edildi ve 2 saat bekletildi. Uzerine yikama islemi i¢in PBS (0,1M, pH: 7.4) ilave edilerek
2000 rpm’de 5 dk sire ile 2 kez santrifiij islemi edildi. Post-fiksasyon igin
spermatozoonlar santrifiij edildi ve tizerine %]1°lik osmium tetraoksit ilave edildi ve 1 saat
bekletildi. Ardindan yikama islemi tekrar edildi. Bloklar, boyama amaci ile uranil asetatta
30 dk bekletildi. Dehidratasyon islemine gegildi. %70 alkolde 2X5 dk, %96 alkolde 2X5
dk, %100 alkolde 2X10 dk, propilen oksitte 2X10 dk bekletildi. Gomme islemi igin
propilen oksit:epon (1:1) karisiminda 20dk, propilen oksit: epon (1:2) karisiminda 1 gece
bekletildi. Ertesi giin saf epon karisiminda 3 saat bekletildi. Daha sonra pargalar epona

gomiilerek 60°C’lik etiivde 18-20 saat siire ile polimerize edildi. Ultramikrotomda
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(Reichert, Supernova ultramicrotome) alinan yar1 ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile
boyandi. Yar ince kesitlerde yer tayini yapildiktan sonra 600-700 A° kalinliginda bakir
grid iizerine alindi. Kontrastlama islemi i¢in uranil asetatta 30-40 dk, kursun sitratta 10-20

dk boyanarak parcalar elektron mikroskobunda (JEOL- JEM 1011) incelendi.
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6. BULGULAR

Calismamizda 40 goniilliiden alinmis olan normospermi (n=20) ve astenospermi
(n=20) semen Orneklerin immiinohistokimyasal ve immiinofloresan olarak PLC{ molekiilii
degerlendirmeye alindi. Bununla birlikte bu gruplara ait spermatozoonlar ince yapisal

Ozelliklerini incelemek amaciyla gegirimli elektron mikroskobunda degerlendirildi.
6.1. ISIK MiKROSKOBU BULGULARI

Calismamiz sonucunda normospermi ve astenospermi gruplarina ait Semen
orneklerinde; immiinohistokimya ve immiinofloresan yontemleri kullanilarak spermatozoa
tizerinde PLCC molekiilii goriinlir hale getirildi ve 151k mikroskobunda incelendi.
Astenospermi grubunda, normospermi grubuna gore azalmig immiinohistokimya ve

immiinofloresan reaksiyonlari seklinde farkliliklar gozlemlendi.

6.1.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

6.1.1.1. Normospermi Deney Grubunun immiinohistokimyasal Bulgulari
Normospermi grubu bireylerden elde edilen kesitlerde, spermatozoonlarda PLCC

reaksiyonu, bas kisminin membrani boyunca, akrozom ve post-akrozomal boélgelerde

belirgin olarak gbzlendi (Resim 1, 2).
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Resim 1. Normospermi grubunda; spermatozoanin post-akrozomal bdlgesi ile bas kisminin

membrani boyunca PLC{ immiin reaksiyonu reaksiyonu (==3»). Bar: 50um.
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Resim 2. Normospermi grubunda; spermatozoanin bas kism1 membrani boyunca PLC{

immiin reaksiyonu (==3). Bar: 50um, inset Bar: 50um.
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Resim 3. Normospermi grubunda PLC{ immiinohistokimyasi negatif kontrolii. Bar: 50pum.
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6.1.1.2. Astenospermi Deney Grubunun immiinohistokimyasal Bulgulari

Astenospermi grubu bireylerinden elde edilen kesitlerde; spermatozoonlarda PLCC
reaksiyonu bas kisminda membran boyunca, akrozom ve post-akrozomal bolgelerde

azaldig1 gozlendi (Resim 4, 5).

Resim 4. Astenospermi grubunda; spermatozoanin bas kismi membrani boyunca azalmis

PLCC( reaksiyonu (==2). Bar: 50um.
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Resim 5. Astenospermi grubunda; spermatozoanin bas kismi membrani boyunca azalmisg
PLC{ reaksiyonu (==2). Bar: 50um.
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Resim 6. Astenospermi grubunda; PLC( immiinohistokimyas1 negatif kontroliinde immiin

reaksiyon gostermemis spermatozoa (==). Bar: 50um.
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6.1.2. immiinofloresan Bulgulari

6.1.2.1. Normospermi Deney Grubunun iImmiinofloresan Bulgulari

Normospermi grubu bireylerinden elde edilen goriintiilerde; PLCC{ immiinofloresan
reaksiyonu incelendiginde, spermatozoa bas kismi membrani boyunca (Resim 7, 10, 11),
ekvatoriyal bolgesinde (Resim 9), post-akrozom boélgesinde (Resim 7, 8, 10) yogun bir

reaksiyon gézlendi.

Resim 7. Normospermi grubunda; spermatozoanin bas kism1 membrani boyunca (beyaz

ok) ve post-akrozom bolgesinde (beyaz ok ucu) PLC{ immiinofloresan reaksiyonu.
Biiytitme: X100.
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Resim 8. Normospermi grubunda; spermatozoanin post-akrozom bolgelerinde PLCC

immiinofloresan reaksiyonu (beyaz ok ucu). Biiyiitme: X100.
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Resim 9. Normospermi grubunda; spermatozoonun ekvatoriyal bélgesinde PLC(

immiinofloresan reaksiyonu (beyaz yildiz). Biiyiitme: X100.
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Resim 10. Normospermi grubunda; spermatozoanin bas kismi membraninda (beyaz ok) ve

post-akrozom bolgesinde (beyaz ok ucu) PLC{ immiinofloresan reaksiyonu.
Biiyiitme: X100.
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Resim 11. Normospermi grubunda; spermatozoonlarin bag kismi membraninda PLC(

immiinofloresan reaksiyonu (beyaz ok). Biiyiitme: X100, Inset biiyiitme: X100.

48



Resim 12. Normospermi grubunda PLC{ immiinofloresan negatif kontrolii.
Biiyiitme: X 100.
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6.1.2.2. Astenospermi Deney Grubunun immiinofloresan Bulgulari

Astenospermi grubu bireylerinden elde edilen goriintiilerde; PLC{ immiinofloresan
reaksiyonu incelendiginde, normospermi grubu ile kiyaslandiginda spermatozoanin bas
kismi membrant boyunca, ekvatoriyal ve post-akrozom bolgesinde belirgin olarak

reaksiyonun azalmis oldugu gozlendi (Resim 13, 14, 15).

Resim 13. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin bag kismi membrant boyunca

(beyaz ok), ekvatoriyal bolgesinde (beyaz yildiz) ve post-akrozom bolgesinde (beyaz ok

ucu) azalmig PLCC immiinofloresan reaksiyonu. Biiyiitme: X100.
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Resim 14. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin bas kismi membrani boyunca

(beyaz ok) ve post-akrozom bolgesinde (beyaz ok ucu) azalmis PLC{ immiinofloresan

reaksiyonu. Biiyiitme: X100.
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Resim 15. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin bag kismi membrani boyunca

(beyaz ok) ve post-akrozom bélgesinde (beyaz oku ucu) azalmig PLCC immiinofloresan

reaksiyonu. Biiyiitme: X100.
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6.2. GECIRIMLI ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM) BULGULARI

6.2.1. Normospermi Deney Grubunun Elektron Mikroskobu Bulgulari

Gegirimli elektron mikroskobu ¢alismasinda normospermi ve astenospermi gruplari
incelendi. Normospermi ve astenospermi ornekleri spermatozoonda bas ve kuyruk olmak
tizere 2 kisimda degerlendirildi.  Normospermi grubunda, spermatozoonlarin bas
kismindaki nukleusun ve plazma membranin korunmus oldugu (Sekil 16, 17) goriildi.
Normospermi grubundaki 6rneklerimizin kuyruk bolgesindeki mitokondriyon diziliminin
diizgiin oldugu, 9+2 aksonem ve fibréz ortii yapisinin biitlinliigiiniin korundugu gézlendi

(Sekil 18, 19).

X -
1°0m
Sekil 16. Normospermi grubunda; plazma membrani ve nukleus biitlinliigli korunmus

normal spermatozoon bas goriintiisii. Biiyiitme: X30000.
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0.5 um
Sekil 17. Normospermi grubunda; plazma membrani ve nukleus biitiinliigli korunmus

normal spermatozoon bas goriintiisii. Biiyiitme: X60000.
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Sekil 18. Normospermi grubunda; mitokodriyon dizilimi diizgiin spermatozoon.
Biiyiitme: X15000.
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0.5 um
Sekil 19. Normospermi grubunda; flagella’nin esas pargasinda normal fibroz ortii ve

diizgiin aksonem yapisi, (===2), flagellada diizglin aksonem yapis1 (»).
Biiyiitme: X60000, inset Biiyiitme: X75000.
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6.2.2. Astenospermi Deney Grubunun Elektron Mikroskobu Bulgulari

Astenospermi grubundaki spermatozoonlarin bas kisminin plazma membran
yapisinin bozuldugu (Sekil 21) vakuollii ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu
(Sekil 20, 21, 23) goriildii. Bunun yani1 sira bazi 6rneklerde atilamamis sitoplazmik artigin
yer aldigr (Sekil 22, 23), ve elonge (uzamis) basli spermatoozonlarin oldugu goézlendi
(Sekil 22). Bu grup spermatozoonlarin kuyruk kisminin orta parcasinda mitokondriyon
dagilimimin diizensizligi, dagilmis bir fibroz ortiistiniin bulundugu (Sekil 24, 25), motilite
de 6nemli rol oynayan 9+2 aksonem yapisindaki merkezi ¢iftin yer almadigi ve dagilmis

mikrotubiillerin oldugu goriildii (Sekil 26).

‘?’

o

&
¥

———— 0.5 um

Sekil 20. Astenospermi grubunda; spermatozoon basi kromatinde grantiler yapi (===p»)
Biiytitme: X60000.
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1 um
Sekil 21. Astenospermi grubunda; spermatozoon basi kromatinde siddetli vakuoler
bozukluk (*), grantiler kromatin, normalden farkli plazma membrani goriintiisti ( =2»).

Biyuitme: X30000.

58



1 um
Sekil 22. Astenospermi grubunda; spermatozoonda elonge bas ve atilamamis sitoplazmik

artik (===2). Biiylitme: X30000.
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Sekil 23. Astenospermi grubunda; spermatozoon basi kromatinde siddetli vakuoler
bozukluk (*) ve atilamamus sitoplazmik artik (=== ). Biiylitme: X30000
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Sekil 24. Astenospermi grubunda; biitiin bir spermatozoonda dagilmis fibroz ortii ( ==3»)
ve orta par¢ada mitokondriyon eksikligi(»). Biiyilitme: X10000.
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Sekil 25. Astenospermi grubunda; biitiin bir spermatozoonda dagilmis fibroz ortii (=)
ve orta parcada mitokondriyon eksikligi(P»). Biiylitme: X30000.
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0.5 um

Sekil 26. Astenospermi grubunda; spermatozoon flagellasinda bozulmus 9+2 aksonem
yapisi (==2) ve dagilmis mikrotubiiller (»). Biiyiitme: X60000, Inset Biiyiitme:
X100000.
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7. TARTISMA

Infertilite diinya ¢apinda her yedi ciftten birini etkilemektedir (60, 75, 76). Bu
endise verici istatistiksel veriler, infertilitenin WHO tarafindan artik bir hastalik sinifina
alinmasina neden olmustur (77). Ingiltere’deki tiim dogumlarin %1,5’i ART kullanilarak
gerceklesmektedir (78). Bazi iilkelerde bu oran %7’lere kadar ulagmaktadir (60, 79).
Klasik IVF’de pek cok infertil ¢ift i¢cin etkili bir tedavi yontemidir. Cesitli kosullarda,
siddetli erkek infertilisinde oldugu gibi (vakalarin %19-57) normal IVF yontemi ile tedavi
etkili degildir (80). Bu gibi durumlarda, bireyin spermatozoonunun direkt oosite enjekte
edildigi ICSI olarak adlandirilan daha ileri teknik kullanilmaktadir (81). Birgok vakada,
teknigin uygulanmasi oldukca etkilidir. Bu teknik, erkek faktoriine bagl infertilite ve
IVF’e ragmen total fertilizasyon basarisizligi olan vakalarin tedavisinde doniim noktasi
olmustur. Ingiltere’de yaklasik olarak tiim IVF vakalarinin %52 isini ICSI olusturmaktadir
(78). Bu teknigin basarisina karsin, ICSI’yi takiben fertilizasyonda basarisizlik erkek
infertilitesinde 6zellikle de ICSI’nin temel tedavi haline doniismesiyle birlikte daha dikkat
cekici hale gelmistir (82). Bu yeni yaklasima ragmen, %1-5 ICSI siklusu halen
basarisizlikla sonuglanmaktadir (79, 83). ART’nin diinya ¢apinda bu kadar gelismesine
ragmen hamilelik ve dogum orani, IVF ve ICSI protokollerinde nadiren %32 ve %33’
gecmektedir (84). Sonug olarak, ICSI basarisizligi ve diger idiyopatik kosullar gibi
infertilitenin altinda yatan molekiiler ve fizyolojik mekanizmay:1 iyi anlamaya ihtiyag
bulunmaktadir. Boylece ART protokolleri gelisebilir, diizeltilebilir veya yeni teknikler ile
yer degistirilebilir.

Son yillarda yapilan calismalarda, spermde spesifik bir protein olan ve
fertilizasyonu takiben oosit aktivasyonundan sorumlu oosit aktivator faktor olan PLC(
fonksiyonundaki bozukluklarin erkek infertilitesinde etkin olduguna dair bilgiler ileri
stirtilmiisttr (54).

Biz de ¢alismamizda bu bilgiler 1s181nda, potansiyel erkek infertilite biyoisareti
oldugu iddia edilen ve spermatogenezis boyunca ekspersyonu olan PLC{ nin histokimyasal
olarak hem normospermik hem de astenospermik bireylerde yerlesimini inceledik.
Normospermik bireylerin spermatozoonlarinda PLC{ proteinin bas kisminda membran
boyunca, akrozom ve post-akrozomal bélgelerde belirgin oldugu goriilmiistir. Ayni

zamanda immiinofloresan goriintiillemelerde de, bu proteinin spermatozoonlarin benzer
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bolgelerinde dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan calismalarda PLCC proteinin
akrozomal bolgede yerlesim gosterdigi ortaya konmustur (53). Diger ¢alismalarda ise fare
spermatozoonunda akrozomal ve post-akrozomal bélgelerde iki PLC{ yerlesimi
gosterilmistir (58, 85). Biyokimyasal ve klinik kanitlar basta PLC{ olmak tizere sitrat
sentaz ve post-akrozomal orti WW domain baglayici protein (PAWP) gibi proteinlerin
memelilerde oosit aktivasyonundan sorumlu baskin spermatozoon faktor adaylari oldugunu
desteklemektedir (22, 60, 86, 87, 88).

Aarabi ve arkadaslari, PLC{’nin sitosolik protein olmadigimi bunun yerine
fare/boga spermatozoonlarinda post-akrozomal bolge lizerinde yerlesim gosterdigini ve
insan spermatozoonlarinda tiim bas boyunca yerlesim gosterdigini iddia etmistir (89). Bu
bilgi, PLC{‘nin sitosolik spermatozoa proteini oldugu, kemirgen ve insan
spermatozoasinda akrozomal, ekvatoriyal ve post-akrozomal bdlgelerde yerlesim
gosterdigini savunan pek ¢ok diger calisma ile ¢elismektedir (22, 60, 88). Celiskili olarak
Aarabi ve arkadaslari, epididimal hiicrelerden salgilandigi yoniinde ve fertilizasyonu
takiben ooplazma i¢inde birlesme olmadigini géstermistir. Bu verilere bu ¢alismada 6rnek
sayisinin az olmast ve antikorun spesifikligi gibi nedenlerden dolay siipheli bakilmaktadir
(89).

PLCC ile erkek infertilitesi arasindaki ilk klinik iligki, Yoon ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmis, PLC{ proteinin azalmis seviyesi, total eksikligi veya anormal
yerlesimi ile iliskili oldugu goriilmiistiir (54).

Tekrarlayan ICSI basarisizligi olan vakalardan elde edilen spermatozoonlar, fare
oositlerin igine enjekte edildiginde Ca™® salimmini uyaramadig, fakat rastlantisal olarak
PLCC mRNA enjekte edildiginde salinimi uyandirdigi gézlenmistir (54).

Normospermi grubundan elde ettigimiz PLCC verileri yukarida bahsettigimiz
caligmalarla paralellik gostermektedir. Bu proteinin infertilite ile olan iliskinin anlamak
amaciyla astenospermi grubu spermatozoonlarinda PLCC nin dagilimi
degerlendirildiginde, spematozoonlarin bas kisminda ve post-akrozom bdlgesinde belirgin
olarak reaksiyonun azalmis oldugu goriilmiistir. PLCCnin infertilite ile baglantist
arastirildiginda PLCC nin 6nemi anlasilmistir. Daha ileri diizeyde ¢aligmalar yapildiginda,
PLCC nin infertilitede oosit aktivasyonunda onemli rolii olabilecegi ile ilgiler bilgiler
edinilmistir. Deneysel ve klinik veriler globozoospermi ve oosit aktivasyon eksikligi

(OAD) ile PLCC’nin anormal ekspresyonu, yerlesimi ve protein yapisi arasinda baglanti
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oldugunu gostermistir (74). Anormal PLC( yerlesime sahip spermatozoonlarin oositi
aktive etmedigi gosterilmistir. Bununla birlikte, immunoblot analiz sonuglari,
globozoospermik orneklerde azalmis miktarda PLCC proteini oldugunu kanitlamistir.
Anormal yapiya sahip PLC({ non-globozoospermik bir hastada tespit edilmis ve benzer
sekilde PLCC proteinin azalmis oldugu goriilmiistiir (48).

Heytens ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada insan globozoospermik
spermatozoonun fare oositlerine enjekte edildiginde uzun devre Ca* salimminin
olusmadigi gorilmiistir. Immiinositokimyasal kanitlar, globozoospermik
spermatozoonlarda anormal PLCC yerlesimi ile birlikte immiin reaksiyonun diisiik seviyede
bulundugu ortaya konmustur (48).

Infertil erkeklerde, yetersiz spermatozoomin yaminda, PLC{nin defektif
ekspresyonu ve 3 boyutlu yapisindaki bozukluklara ve buna bagli olarak PLCC gen
mutasyonuna sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu c¢alismadan alinan veriler, fertil
erkekteki spermatozoonlarda PLC{’nin dominant olarak ekvatoriyal ve post-akrozomal
bolgelerde bulundugu tespit edilmistir (50).

PLCC nin sperm kapasitasyonuyla ilgili olarak yapilan ¢alismalarda, kapasitasyonu
tamamlamamis insan spermatozoonunda PLC(, dominant olarak ekvatoriyal bolgede
yerlesim gostermistir. Bu bolgedeki yerlesim, kapasitasyonu izleyen siire¢te korundugu
goriilmiis ve iyonofor tedavisi olmus kisaca akrozom reaksiyonu gecirmis spermatozoa
orneklerinde baskin PLCC yerlesimi ekvatoriyal bolgede bulunmustur. Bazi vakalarda
PLCC spermatozoon basinda ve ozellikle akrozomal ve post-akrozomal bolgelerde
rastlanmistir.  Kapasitasyonu ger¢eklesmemis spermatozoonlarin  %88’inde PLC{
immiinofloresan reaksiyonu ekvatoriyal bolgede, %35,3 akrozom bélgesinde, %21,9 post-
akrozom Dboélgesinde ve %]11,6 yalnizca post-akrozom bdlgesinde reaksiyon oldugu
gosterilmistir.  Kapasitasyondan sonra, spermatozoonun ekvatoriyal bolgesinde PLCC
yerlesimi ayn1 kalmigtir. Post-akrozomal bolgesinde PLCC dagilimi, hasarin artmis oldugu,
akrozomal PLC{ gosteren hiicre ylizdesinde de Onemli bir azalma oldugu
gozlenmistir (53).

ICS gosteren hastalarda c¢ocukluk c¢agindan itibaren kronik solunum hastalig
gecmisi vardir ve infertilite sebebi sperm immotilitesidir. Solunum sistemi bronsiyal
silyalar ve spermatozoon flagellas1 aksoneminde dinein kollarda eksiklik baslica

immotiliteden sorumludur. Daha sonraki yayinlarda immotil silya sendromuna sebep olan
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pek cok aksonemal anomali tanimlanmistir. Siddetli astenozoospermi veya spermatozoon
immotilitesi i¢eren 5 hasta incelendiginde, bu hastalardan 3’1 siddetli solunum hastalig1,
bir digerinde de albinizim goriilmistiir. Diger bir hastada da Kartagener sendromu
gorilmistiir.  Ultrastriiktiirel caligmalar 4 hastada dinein kollarda eksiklik agiga
cikarmistir. 5. hastada merkezi mikrotubiil ¢iftinde eksiklik saptanmistir (61).

Spermatozoada ultrastriiktiirel c¢alismalar astenozoospermide pek c¢ok cesitli
flagellar degisim ile fertilizasyon potansiyellerini tanisal ve belirte¢ (prognostik) olarak
degerlendirme imkani saglar (61). Bu dogrultuda bizde ultrastriiktiirel diizeyde PLC(
reaksiyonu azalmig astenospermik bireylerin spermatozoonlarini inceledigimizde,
infertilitede motilitenin en belirgin 6zelligi olan kuyruk yapisinda 9+2 aksonem yapisinin
bozuldugunu goézlemledik; buna ek olarak bas kisminda vakuolizasyon, elonge bash
spermatozoonlar, membran yapisinin biitiinliiglinde bozulma seklinde bulgulara rastladik.
Ayrica boyun kisminda sitoplazmik artiklar ve yine motilitede etkili olan mitokondri
dagilimmin diizensizligini gozlemledik. Elde ettigimiz bu bulgular PLCC bulgular ile
Karsilastirdigimizda astenospermik Orneklerde PLC{ reaksiyonlar1 yapisal olarak
farkliliklarin goriildiigii bas ve boyun bolgelerinde azalmis olmasi, sperm fonksiyonunda
ozellikle oosit aktivasyonunda bu proteinin dnemli rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu c¢alismanin, oosit aktivasyon siirecini arastirmada, ART protokollerinin
basarisini arttirmada onemli potansiyele sahip olabilecegini ve erkek infertilitesi i¢in yeni
tanisal testlerin gelistirebilmesine 151k tutacagini diislinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, PLCC molekiiliiniin motilite eksikligine bagli olarak infertilite
gosteren bireylerde, fertilizasyon sirasinda oosit aktivasyonunda roliiniin olabilecegini

ortaya koymaktadir.
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8. SONUC

2002 yilinda PLC( kesfinden sonra, hem bilimsel hem de klinik diizeyde temel
spermatozoon proteinini anlamamizda pek cok ilerleme kaydedildi. PLC sinifinin EF
kisimlari, X-Y bolgeleri ve C2 bdlgesi basarili oosit aktivasyonu ve embriyogenezin
baslatilmasinda ¢ok 6nemli bir roliiniin oldugu gamet fiizyonu takiben karakteristik Ca™
salinimlarinin olusmasinda da etkin oldugu anlasilmistir. Ozellikle X-Y baglayic1 bolgesi
substratin baglanmasinda ve belki de diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica, klinik kanit baglantisin1 desteklemek icin PLCC eksikligi ve erkek faktorii
infertilite arasinda gii¢lii kanitlar sunmaya devam etmektedir. Spermatozoon ve 00sit
icerisinde PLC{’nin ekspresyonu ve fonksiyonel aktivitesinin nasil diizenlendigi hakkinda
cok az bilgi bulunmaktadir. Klinik agidan, genetik, yapisal ve fonksiyonel olarak PLC(
testleri gelistirmek olduk¢a 6nemlidir. PLCC, erken embriyogenez ve oosit akivasyonunda
olusan Ca*? salimiminin molekiiler yol ile baslatilmas1 ve diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda PLC( eksikliginin, idiopatik (agiklanamayan) infertilite,
diisiik ya da kromozomal/genetik anormallik gibi {ireme tibbinin diger sorunlari {izerinde

etkisinin olup olmadigini dikkate almak yerinde bir karar olabilir.
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