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Normospermi ve astenospermi olgularda phospholipase C zeta’nin
fertilizasyondaki etkisi

The effect of fosfolipaz C zeta in fertilization of normospermia and astenospermia cases
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oz

Amag: Bu calismada normospermi ve astenospermi gruplarinda, imminohistokimyasal ve immiinofloresan yontemleri kullanilarak fosfolipaz C zeta
(PLCQ) proteininin lokalizasyonunun fertilizasyona olan etkileri arastirldi.

Hastalar ve yontemler: Bu calismaya yaslan 22-40 arasinda degisen normospermi (sayl 20 milyon\mL ve U{zeri, motilite %50 ve Uzeri, n=20) ve
astenospermi (say1 20 milyon\mL ve Uzeri, motilite %30 ve alt;, n=20) olmak Uzere iki grup semen 6rnegi dahil edildi. Calismada, normospermi
ve astenospermi gruplar arasinda PLC{'nin lokalizasyonlari imminohistokimya ve immiinofloresan yontemleri kullanilarak incelendi. Ek olarak,
normospermi ve astenospermi gruplari gegirimli elektron mikroskobu (TEM) takibi yapilarak incelendiginde gruplar arasinda ultrastriikttrel farkhliklar
oldugu belirlendi.

Bulgular: Normospermi grubu imminohistokimyasal boyama sonuclarinda spermatozoonlarda, bas kisminin membrani boyunca, akrozom ve
postakrozomal bolgelerde anlamli PLCC reaksiyonu goézlendi. Astenospermi grubu spermatozoada PLCC reaksiyonunun bu bdlgelerde azaldig
gozlendi. Uygulanan imminofloresan ve TEM yontemlerinde de benzer destekleyici sonuglar elde edildi.

Sonug: Calismamizda PLC proteini normospermi ve astenospermi gruplarinda incelendi ve iki grup arasinda belirgin yapisal farklar kaydedildi. Calisma
sonuglarimiz astenospermi grubu oosit aktivasyon yetersizliginin, azalmis PLCC varhdi ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Astenospermi; immunofloresan; immuinohistokimya; infertilite; oosit aktivasyonu; fosfolipaz C zeta; gecirimli elektron mikroskobu.

ABSTRACT

Objectives: This study aims to examine the effects of phospholipase C zeta (PLC{) protein localization in fertilization of normospermia and
asthenospermia groups by using immunohistochemistry and immunofluorescence methods.

Patients and methods: We included two semen samples of normospermia (count: 20 million\mL and up, motility: 50% and higher, n=20) and
asthenospermia (count: 20 million\mL and up, motility: 30% and lower, n=20) whose ages varied between 22-40, in this study. We analyzed the PLC(
localization in the normospermia and asthenospermia groups by using immunohistochemistry and immunofluorescence methods. Additionally, when
we examined the normospermia and asthenospermia groups with the transmission electron microscopy (TEM) follow-up, we found ultrastructural
differences between the groups.

Results: In the immunohistochemical staining results of normospermia group, we observed significant PLC{ reaction along the membrane of the
sperm, and the acrosome and post-acrosome regions. We observed a decrease of PLC{ reaction in asthenospermia group spermatozoa in these regions.
We obtained similar supporting results from immunofluorescence and TEM examinations.

Conclusion: We examined the PLCC protein in normospermia and asthenospermia groups and observed significant structural differences between the
two groups. Our results showed that insufficiency in oocyte activation in asthenospermia is associated with decreased PLC( presence.

Keywords: Asthenospermia; immunofluorence; immunohistochemistry; infertility; oocyte activation; phospholipase C zeta; transmission electron microscopy.

Infertilite diinya capinda her yedi ciftten biri- asilir. Spermatozoon, oosit plazma memb-

ni etkilemektedir.! Fertilizasyon siirecinin ana
sorularindan biri oositin nasil aktive oldugudur.
Basarili bir fertilizasyon sirasinda spermatozo-
on oositin zona pellusidasina baglanir ve sper-
matozoondan salinan proteazlar ile bu bariyer

rani ile kaynasir ve spermatozoondan salinan
oosit aktivasyon faktérleri ile oosit aktivasyonu
baslatilir.® Basarisizlikla sonuclanan fertilizasyon
cogunlukla spermatozoonun oositi aktive etmesin-
deki basarisizliktan kaynaklanir.
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Spermatozoon fosfolipaz C zeta (PLCC), oosit
aktivasyon faktoriidiir. Fosfolipaz C zeta, bas-
kin olarak spermatozonun ekvatoriyal bélgesinde
bulunur ve inositol trifosfat (IP3) yolu ile kalsiyum
(Ca*?) salimmini saglayarak oosit aktivasyonu-
nu saglar.! Diisiik miktarda PLC{ proteinine
sahip hastalar veya PLC{nin mutant formu-
nun eksprese edildigi hastalarda spermatozoo-
nun oosit aktivasyonu icin gerekli Ca*? salni-
mini1 yapamadigi ve fertilizasyonun basarisizhga
ugradigi goriilmiistiir.”) Fare ve insan oositine
“wild” tip insan PLCC proteini enjeksiyonu, Ca*?
salinimini indiikler; farede erken embriyo gelisimi
ile blastosist asamasina kadar basarili bir sekilde
gelisimin siirmesini saglar.®

Yapilan calismalarda globozoospermik,
distik fertilizasyon veya tamamen fertilizasyon
basarisizligi gésteren hasta gruplarinda PLCC pro-
teini ekspresyonunun fertil veya yiiksek oranda
fertilizasyon gosteren gruplara gére oldukca diisiik
oldugu gosterilmistir.®!

Yine vapilan calismalar, yiiksek oranda anor-
mal morfolojive sahip semen &rneklerinde oosit
aktivasyonu gerceklestirme potansiyelinin diistiigii
gosterilmistir.”!

Mikroenjeksiyon (ICSI) yontemi, siddetli erkek
infertilitesi, in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisini
takiben fertilizasyon basarisizhid: ile sonuclanan
olgularin tedavisinde devrim yaratan bir teknik-
tir. Aktivasyon basari oram %70’i asmaktadir;
ancak buna ragmen %1-5 ICSI siklusu halen
basarisizlikla sonuclanmaktadir. Oosite bagh
faktorler (oosit maturasyonunu tamamlamama-
st ve fosfoinositol sinyal yolu bozuklugu) ihmal
edildiginde ICSI basarisizliginin ana nedeni oosit
aktivasyon basarisizh@idir. Fosfolipaz C zeta,
oosit aktivasyonu kabiliyeti ve erkek infertilite-
sinde tanisal bir belirte¢ olmasi miimkiindiir.”
Yaptigimiz calismada normospermi ve astenos-
permi gruplari arasinda, PLC’nin hem immiino-
histokimya hem de immiinofloresan diizeyinde
belirlenmesi ve gruplar arasinda bir karsilastirma
yapilabilmesi, bunun yani sira normospermi ve
astenospermi gruplarindan elde edilen sperma-
tozoa orneklerinin ultrastriiktiirel diizeyde ince-
lenmesi amaclandi.

Fosfolipaz C zeta tizerinde yapilacak ileri diizey
calismalarla, PLC erkek infertilitesini aciklamada
bir belirtec olarak kullanilabilir.
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HASTALAR VE YONTEMLER

Bu calisma Istanbul Hamidiye Sisli Etfal ve
Arastirma Hastanesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 08/01/2013 tarih ve 2013/132
numarah karar ile onaylanmistir. Hastalar
yapilacak islemler hakkinda bilgilendirilmis
ve bilgilendirilmis vyazih onamlari ahinmistir.
Calisma Helsinki Deklarasyonu ilkeleri uyarinca
gerceklestirilmistir. Bu calismada infertilite merke-
zine basvuran ve vaslar1 24-40 arasinda degisen
hastalardan alinan semen &rnekleri normospermi
(say1 20 milyon/mL {izeri, motilite %50 ve tizeri,
n=20) ve astenospermi (say1 20 milyon/mL ve
izeri, motilite %30 ve alt1, n=20) olmak {izere iki
grupta incelendi.

Spermatozoa konsantrasyonu, motilite ve mor-
folojisi icin standart manuel teknikler uygulandi.
Motilite ve konsantrasyon 1sik mikroskobunda x20
biyiitmede Diinya saghk Orgiitii (DSO) kriterleri-
ne gore en az 100 sperm sayilarak yapildi. Makler
sayma kamarasina (Makler chamber, Sefi Medikal
Instruments Israel) 10 pL semen koyularak ve x20
buytitme altinda 10 kare sayilarak konsantrasyon
ve motilite belirlendi. Morfolojik skorlama icin lam
lizerine vayilarak hazirlanan semen preparatlar
Spermac boyama ydntemi ile boyandi. Morfoloji,
faz kontrast mikroskopta, x100 biiyiitmede Kruger
kriterlerine gére degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal boyama

Viskoz bir yapida olan semen &rnekleri, parafin
takibi alinabilmesi icin “collection fluid” maddesi
ile homojen bir sekilde muamele edildi. Santrifijj
islemi sonrasi, dip kismindaki (semen+collection
fluid) pellet, kasetlere (Cytoblock Kit, Thermo
Scientific, USA) hapsedildi. Yiizde dortliilk para-
formaldehit fiksatifinde bir saat fikse edildikten
sonra, yiikselen alkol serilerinden gecirildi ve
parafine gdmme islemi yapildi.

Parafin bloklardan 4 pm kahnhginda alinan
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gecirilerek
suya indirildi. Kesitler Decloaking chamber (Model
DC2008INTL, USA) cihazinda (20 dk 110 °C) sit-
rat tamponu (pH 6.0) (Lab Vision AP-9003-500)
icerisinde isleme alindi. Kesitler oda sicakliginda
%0.3’liik hidrojen peroksit (H2Og2)'de 10 dk tutul-
duktan sonra, distile suyla calkaland:i ve fosfat
tamponuna (PBS) (pH 7.2) alindi. Fosfat tampo-
nunda 5 dk bekletildikten sonra bloklama soliis-
yonunda 5 dk siire ile bekletildi. Ardindan kesitler
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PLCC antikorunda (Anti-PLCZ1 rabbit Sigma,
R37067, 1: 50). +4 °C’de bir gece inkiibe edildi.
Ertesi glin kesitler PBS'de iki kez yikandiktan
sonra, sekonder antikorda 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Streptavidin'de oda sicakliginda
15 dk. Inkiibasyonun ardindan DAB (substrat
1 mL+1 damla kromojen) ile renklendirme islemi
10 dk siire ile yapildi. Hematoksilen eozin boya-
sinda 1-2 dk tutuldu. Yikselen alkol serilerinden
gecirilip ksilolde 5 dk bekletildi ve sonra entellan
ile preparatlar kapatildi. Spermatozoon hiicre-
leri tizerindeki PLCC dagilimi, 1s1tk mikroskobu
(Olympus Bx53, Japan) ile incelendi ve X100
biiyiitmede fotograflari ¢ekildi.

Immiinofloresan boyama

Lam tizerinde spermatozoon érnekleri, immii-
nofloresan boyama icin tespit edildi. Kesitler 5
dk PBS’de bekletildi ve yikama soliisyonu dam-
latilip 10 dk oda sicakhginda bekletildi. Bloklama
soliisyonu damlatilarak 30 dk. inkiibe edildi.
PLC( antikoru (PLZ1 (Alexa Flour 488) rabbit,
ABIN911374, 1: 50) ile +4 °C’de bir gece inkii-
basyona birakildi. Ertesi gtin karanhk bir ortamda
10 dk stire ile ve ti¢c kez PBS ile yikandi. Ardindan
DAPI soliisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi.
Daha sonra o6rnekler floresan mikroskobunda
(Olympus Bx51, Japonya) incelendi ve goriinti-
lendi.

Gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) takibi

Spermatozoonlar, tespit islemi icin santrifiij
edilerek ustteki swi alindi. Santrifiyj ttiptindeki
cokelti tizerine fosfat tamponlu %2.5'lik gluta-
raldehit ilave edildi ve iki saat bekletildi. Uzerine
yikama islemi icin PBS (0,1M, pH: 7.4) ilave edi-
lerek 2000 rpm’de 5 dk siire ile iki kez santrifijj
islemi edildi.

Post-fiksasyon icin spermatozoonlar santri-
fiij edildi ve lizerine %1’lik osmium tetraoksit
ilave edildi ve bir saat bekletildi. Bloklar1 boya-
mak amaci ile uranil asetatta 30 dk. bekletildi.
Dehidratasyon islemi yapildi. Gémme islemi
icin propilen oksit: epon (1:1) karisiminda 20
dk. Etiivde 18-20 saat siire ile polimerize edildi.
Ultramikrotomda alinan yari ince kesitler toluidin
mavisi ile boyandi. Yari ince kesitlerde yer tayini
yapildiktan sonra 600-700 A° kalinhginda bakir
grid tizerine alindi. Uranil asetatta 30-40 dk
kursun sitratta 10-20 dk boyanarak kontrastla-

narak elektron mikroskobunda incelendi (JEOL-
JEM 1011).

BULGULAR
Immiinohistokimyasal bulgular

Normospermi grubu bireylerden elde edilen
kesitlerde, spermatozoonlarda PLCC reaksiyonu,
bas kisminin membrani boyunca, akrozom ve
post-akrozomal bélgelerde belirgin olarak goézlen-
di (Sekil 1, 2). Normospermi grubunda yapilan
islemlerin kontrolii i¢in PLCC negatif kontrolii
uyguland: (Sekil 3).

Astenospermi grubu bireylerinden elde edilen
kesitlerde; spermatozoonlarda PLC{ reaksiyonu
bas kisminda membran boyunca, akrozom ve
post-akrozomal bolgelerde normospermi gruplari-
na gore reaksiyonun azaldig1 gozlendi (Sekil 4, 5).
Astenospermi grubunda; PLCC immiinohistokim-
yasi negatif kontroliine de bakild1 (Sekil 6).

Immiinofloresan bulgular

Normospermi grubu bireylerinden elde edilen
goruntiilerde; PLCC immiinofloresan reaksiyonu
incelendiginde, spermatozoa bas kismi membrani
boyunca (Sekil 7), ekvatoriyal bolgesinde (Sekil 8),
post-akrozom bélgesinde (Sekil 7, 8, 10) yogun bir
reaksiyon gézlendi. Normospermi grubun negatif
kontroli yapildi (Sekil 9).

Astenospermi grubu bireylerinden elde edi-
len goériintillerde; PLC{ immiinofloresan reak-
sivonu incelendiginde, normospermi grubu ile
kiyaslandiginda spermatozoanin bas kismi memb-
ran1 boyunca, ekvatoriyal ve post-akrozom bolge-
sinde belirgin olarak reaksiyonun azalmis oldugu
gozlendi (Sekil 10-12).

Gegcirimli elektron mikroskobu
takibi bulgulan

Gegirimli elektron mikroskobu calismasinda
normospermi ve astenospermi gruplar1 ince-
lendi. Normospermi ve astenospermi &rnekleri
spermatozoonda bas ve kuyruk olmak tizere iki
kisimda degerlendirildi. Normospermi grubun-
da, spermatozoonlarin bas kismindaki niikle-
usun ve plazma membranin korunmus oldugu
gorildit (Sekil 13). Normospermi grubundaki
orneklerin  kuyruk bolgesindeki mitokondriyum
diziliminin diizgiin oldugu, 9+2 aksonem ve fibréz
ortli yapisinin biittinliigiiniin korundugu gézlendi
(Sekil 18, 19).
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Magnification: 83x .
Objective Lens: 100x/ 1,25
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Sekil 1. immunhistokimya reaksiyonu degerlendirilmesi.
Normospermi grubunda; spermatozoanin post-akrozomal
bolgesi ile bas kisminin membrani boyunca PLCC immiin
reaksiyonu (). Bar: 50 pm.

Astenospermi grubundaki spermatozoonla-
rin bas kisminin plazma membran yapisinin
bozuldugu (Sekil 21) vakuollii ve grantillii bir kro-
matin yapisina sahip oldugu (Sekil 14, 15) goriil-
di. Bunun yani sira bazi 6rneklerde atilamarmis
sitoplazmik artigin yer aldigr (Sekil 16, 17) ve
elonge (uzamis) basl spermatoozonlarin oldugu
gozlendi (Sekil 16). Bu grup spermatozoonlarin
kuyruk kisminin orta parcasinda mitokondriyum
dagiliminin diizensizligi, dagilmis bir fibréz orti-
stiniin bulundugu (Sekil 18), motilitede énemli rol
oynayan 942 aksonem yapisindaki merkezi c¢iftin
yer almadigi ve dagilmis mikrotiibtillerin oldugu
goriildi (Sekil 18).
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Sekil 3. Normospermi grubunda PLCC

immiinohistokimyasi negatif kontrolii. Bar: 50 pm.
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Sekil 2. Normospermi grubunda; spermatozoanin bas
kismi membrani boyunca PLCC immiin reaksiyonu ().
Bar: 50 um, Inset Bar: 50 pm.

TARTISMA

Son wyillarda vyapilan c¢alismalarda, spermde
spesifik bir protein olan ve fertilizasyonu takiben
oosit aktivasyonundan sorumlu oosit aktivator
faktor olan PLCC fonksiyonundaki bozukluklarin
erkek infertilitesinde etkin olduguna dair bilgiler
ileri stirtilmiistiir.!®

Biz de ¢alismamizda bu bilgiler 1s1Ginda, potan-
siyel erkek infertilite biyoisareti oldugu iddia edilen
ve spermatogenezis boyunca ekspresyonu olan
PLCCnin histokimyasal olarak hem normosper-
mik hem de astenospermik bireylerde yerlesimini
inceledik. Normospermik bireylerin spermatozo-
onlarinda PLC{ proteinin bas kisminda membran
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Sekil 4. Astenospermi grubunda; spermatozoanin bas
kismi membrani boyunca azalmigs PLCC reaksiyonu (—).
Bar: 50 pm.
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Sekil 5. Astenospermi grubunda; spermatozoanin bas

kismi membrani boyunca azalmigs PLC{ reaksiyonu (-).
(Bar: 50 pm).

boyunca, akrozom ve post-akrozomal bolgelerde
belirgin oldugu goériildii. Ayni zamanda immiinof-
loresan goriintiilemelerde de bu proteinin sperma-
tozoonlarin benzer bolgelerinde dagilim gosterdigi
tespit edildi.

Yapilan calismalarda PLC{ proteinin akro-
zomal bolgede vyerlesim gosterdigi ortaya
konmustur.?!

Diger ¢alismalarda ise fare spermatozoonun-
da akrozomal ve post-akrozomal bolgelerde iki
PLCC vyerlesimi gosterilmistir.l'% Biyokimyasal
ve klinik kanitlar basta PLC{ olmak {izere sit-

Sekil 7. Immunfloresan reaksiyonu degerlendirilmesi.
Normospermi grubunda; spermatozoanin post-akrozom
bolgelerinde PLCC reaksiyonu (beyaz ok ucu). (Biiytitme:
x100).
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Sekil 6. Astenospermi grubunda; PLCC negatif
kontroliinde immiin reaksiyonu géstermemis spermatozoa
(). (Bar: 50 pm).

rat sentaz ve post-akrozomal 6rti WW doma-
in baglayici protein (PAWP) gibi proteinlerin
memelilerde oosit aktivasyonundan sorumlu
baskin spermatozoon faktér adaylari oldugunu
desteklemektedir.™!

Aarabi ve ark.,™ PLCCnin sitosolik protein
olmadigini bunun yerine fare/bogda spermatozo-
onlarinda post-akrozomal bolge {izerinde yerlesim
gosterdiGini ve insan spermatozoonlarinda tiim
bas boyunca yerlesim gosterdigini iddia etmislerdir.
Bu bilgi, PLC{'nin sitosolik spermatozoa pro-
teini oldugu, kemirgen ve insan spermatozoa-
sinda akrozomal, ekvatoriyal ve post-akrozomal

Sekil 8. Normospermi grubunda; PLCC reaksiyonu,
spermatozoanin bas kismi membraninda (beyaz ok) ve
post-akrozom bolgesinde (beyaz ok ucu). (Biyiitme:

x100).



Sekil 9. Normospermi grubunda; spermatozoonlarin
bas kismi membraninda PLC{ reaksiyonu (beyaz ok).
(Buyiitme: x100, Inset biiyiitme: x100).

bolgelerde yerlesim gosterdigini savunan pek cok
diger calisma ile celismektedir.'? Aarabi ve ark.,!!
celigkili olarak epididimal hiicrelerden salgilandig:
yoniinde ve fertilizasyonu takiben ooplazma igin-
de birlesme olmadigini géstermistir. Bu verilere bu
calismada 6rnek sayisinin az olmasi ve antikorun
spesifikligi gibi nedenlerden dolay: siipheli bakil-
maktadir.

Fosfolipaz C zeta ile erkek infertilitesi arasin-
daki ilk Klinik iliski, Yoon ve ark.® tarafindan
rapor edilmis, PLCC proteinin azalmis seviyesi,
total eksikligi veya anormal yerlesimi ile iliskili
oldugu gorilmistiir. Tekrarlayan ICSI basarisizhg:
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Sekil 10. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin
bas kismi membram boyunca (beyaz ok), ekvatoriyal
bolgesinde (beyaz yildiz) ve post-akrozom bélgesinde
azalmis PLCC reaksiyonu (beyaz ok ucu). (Bliyiitme: x100).

olan olgulardan elde edilen spermatozoonlar, fare
oositlerin icine enjekte edildiginde Ca*? salini-
min1 uyaramadi@i, fakat rastlantisal olarak PLCC
mRNA enjekte edildiginde salinimi uyandirdigi
g6zlenmistir.'®

Normospermi grubundan elde ettigimiz PLC(
verileri yukarida bahsettigimiz calismalarla para-
lellik géstermektedir. Bu proteinin infertilite ile
olan iliskisini anlamak amaciyla astenospermi
grubu spermatozoonlarinda PLCZ'nin dagihimi
degerlendirildiginde, spermatozoonlarin bas
kisminda ve post-akrozom bolgesinde belirgin
olarak reaksiyonun azalmis oldugu gorildii.

Sekil 11. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin
bas kismi membrani boyunca (beyaz ok) ve post-akrozom
bolgesinde (beyaz ok ucu) azalmis PLCC reaksiyonu.
(Blytitme: x100).

Sekil 12. Astenospermi grubunda; spermatozoonlarin
bas kismi membrani boyunca (beyaz ok) ve post-akrozom
bolgesinde (beyaz oku ucu) azalmis PLCC reaksiyonu.
(Biiyiitme: x100).
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Sekil 13. Gecirimli (transmisyon) elektron mikroskop
bulgulari. Normospermi grubunda; plazma membram ve

niikleus biitlinliigi korunmus normal spermatozoon bas
goriintiisii. (Biiyiitme: x30000).

Fosfolipaz C zeta’nin infertilite ile baglantisi
arastirildiginda PLCZ'nin 6nemi anlasilmistir.
Daha ileri diizeyde calismalar vyapildiginda,
PLCZ'nin infertilitede oosit aktivasyonun-
da o6nemli rolii olabilecegi ile ilgiler bilgiler
edinilmistir. Deneysel ve klinik veriler, globo-
zoospermi ve oosit aktivasyon eksikligi (OAD)
ile PLCZ'min anormal ekspresyonu, yerlesimi
ve protein yapisi arasinda baglanti oldugunu
gostermistir.13

Anormal PLCC yerlesime sahip spermatozoon-
larin oositi aktive etmedigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, immunoblot analiz sonuglari, globozoos-
permik 6rneklerde azalmis miktarda PLCC prote-

Sekil 14. Normospermi grubunda; mitokodriyum dizilimi
diizgiin spermatozoon. (Biiyiitme: x15000).

ini oldugunu kanitlamistir. Anormal yapiya sahip
PLCC non-globozoospermik bir hastada tespit
edilmis ve benzer sekilde PLC( proteinin azalmis
oldugu goriilmiistiir.™

Heytens ve ark.' tarafindan yapilan calismada
insan globozoospermik spermatozoonun fare
oositlerine enjekte edildiginde uzun devre Ca*?
saliniminin olusmadig: gériilmiistiir. Immiinosi-
tokimyasal kanitlar, globozoospermik sperma-
tozoonlarda anormal PLCC yerlesimi ile birlikte
immiin reaksiyonun diisiik seviyede bulundugunu
ortaya koymustur.

Infertil erkeklerde, vetersiz spermatozoonun
yaninda, PLCCnin defektif ekspresyonu ve iic¢

04

Sekil 15. Normospermi grubunda; flagellanin esas
parcasinda normal fibréz értii ve diizgiin aksonem yapisi
(=), flagellada diizgiin aksonem vyapist (P). (Biiyiitme:
x60000, Inset biiyiitme: x75000).

fun
Sekil 16. Astenospermi grubunda; spermatozoon
bagi kromatinde siddetli vakuoler bozukluk (*), graniiler

kromatin, normalden farkli plazma membrani gériintiisii
(). (Buyiitme: x30000).
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Sekil 17. grubunda; bitiin  bir

Astenospermi
spermatozoonda dagilms fibréz értii (=) ve orta parcada
mitokondriyon eksikligi (»). (Biiyiitme: x10000).

boyutlu yapisindaki bozukluklara ve buna bagh
olarak PLCC gen mutasyonuna sahip oldugu
sonucuna varilmistir. Bu calismadan alinan veri-
ler, fertil erkekteki spermatozoonlarda PLCnin
dominant olarak ekvatoriyal ve post-akrozomal
bolgelerde bulundugu tespit edilmistir.l

Fosfolipaz C zetanin sperm kapasitasyonuyla
ilgili olarak yapilan c¢alismalarda, kapasitasyonu
tamamlamamis insan spermatozoonunda PLCC,
dominant olarak ekvatoriyal bolgede yerlesim
gostermistir. Bu bolgedeki yerlesimin, kapasitas-
yonu izleyen siirecte korundugu goériilmiis ve iyo-
nofor tedavisi olmus kisaca akrozom reaksiyonu
gecirmis spermatozoa drneklerinde baskin PLC(
yerlesimi ekvatoriyal bélgede bulunmustur. Bazi
olgularda PLC('ya, spermatozoon basinda ve
ozellikle akrozomal ve post-akrozomal bolgelerde
rastlanmistir. Kapasitasyonu gerceklesmemis sper-
matozoonlarin %88’inde PLC{ immiinofloresan
reaksiyonu ekvatoriyal bolgede, %35.3 akrozom
bolgesinde, %21.9 post-akrozom bolgesinde ve
%11.6 yalmizca post-akrozom bélgesinde oldugu
gosterilmistir. Kapasitasyondan sonra, sperma-
tozoonun ekvatoriyal bolgesinde PLCC yerlesimi
ayni kalmistir. Post-akrozomal bolgesinde PLCC
dagihmi, hasarin artmis oldugu, akrozomal PLC(
gosteren hiicre yiizdesinde de énemli bir azalma
oldugu gozlenmistir.®

immotil silya sendromu gosteren hastalar-
da cocukluk cagindan itibaren kronik solunum
hastalig1 gecmisi vardir ve infertilite nedeni sperm

FNG & Bilim Tip Dergisi

&

Sekil 18. Astenospermi grubunda; spermatozoon
flagellasinda bozulmus 9+2 aksonem yapisi (=) ve dagilmis
mikrotiibiiller (»). (Biyiitme: x60000, Inset biiyiitme:
x100000).

immotilitesidir. Solunum sistemi bronsiyal sil-
valar ve spermatozoon flagellasi aksoneminde
dynein kollarda eksiklik baslica immotiliteden
sorumludur. Daha sonraki yayinlarda immotil
silya sendromuna neden olan pek cok aksonemal
anomali tamimlanmstir. Siddetli astenozoosper-
mi veya spermatozoon immotilitesi iceren bes
hasta incelendiginde, bu hastalardan {icii siddetli
solunum hastahgi, bir digerinde de albinizim
goriilmistiir. Diger bir hastada da Kartagener
sendromu goériilmustiir. Ultrastriiktiirel calismalar
dort hastada dynein Kkollarda eksiklik aciga
cikarmustir. Besinci hastada merkezi mikrotiibiil
ciftinde eksiklik saptanmistir.i3

Spermatozoada ultrastriiktiirel calismalar aste-
nozoospermide pek cok cesitli flagellar degisim
ile fertilizasyon potansiyellerini tanisal ve belir-
tec (prognostik) olarak degerlendirme imkani
saglar.’ Bu dogrultuda biz de ultrastriiktiirel
diizeyde PLCC reaksiyonu azalmis astenospermik
bireylerin spermatozoonlarini inceledigimizde,
infertilitede motilitenin en belirgin &zelligi
olan kuyruk vapisinda 9+2 aksonem vyapisinin
bozuldugunu gézlemledik. Buna ek olarak, bas
kisminda vakuolizasyon, elonge basl spermato-
zoonlar, membran yapisinin biitiinliigiinde bozul-
ma seklinde bulgulara rastladik. Ayrica boyun
kisminda sitoplazmik artiklar ve yine motilitede
etkili olan mitokondri da@iliminin diizensizligini
gozlemledik. Elde ettiGimiz bu bulgular, PLCC
bulgulan ile karsilastirdigimizda astenospermik
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orneklerde PLCC reaksiyonlarinin yapisal olarak
farkliliklarin goriildiigii bas ve boyun bolgelerinde
azalmis olmasi, sperm fonksiyonunda &zellikle
oosit aktivasyonunda bu proteinin énemli roli
olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu calismanin, oosit aktivasyon siireci-
ni arastirmada, ART (Assissted Reproductive
Technologies) protokollerinin basarisini  artir-
mada onemli potansiyele sahip olabilecegini
ve erkek infertilitesi icin yeni tanisal testlerin
gelistirebilmesine 1s1k tutacagim diistinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, PLC{ molekiiliiniin motilite
eksikligine bagli olarak infertilite gésteren birey-
lerde, fertilizasyon sirasinda oosit aktivasyonunda
roliiniin olabilecegini ileri siirmekteyiz.

Cikar cakismasi1 beyam

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve vyayinlanmasi
asamasinda herhangi bir cikar cakismasi olmadigini beyan
etmislerdir.
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Yazarlar bu yazinin arastirma ve vazarlik siirecinde
herhangi bir finansal destek almadiklarini beyan
etmislerdir.
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