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

‹nfertilite dünya çapında her yedi çiftten biri-
ni etkilemektedir.[1] Fertilizasyon sürecinin ana 
sorularından biri oositin nasıl aktive oldu¤udur. 
Baarılı bir fertilizasyon sırasında spermatozo-
on oositin zona pellusidasına ba¤lanır ve sper-
matozoondan salınan proteazlar ile bu bariyer 

aılır.[2] Spermatozoon, oosit plazma memb-
ranı ile kaynaır ve spermatozoondan salınan 
oosit aktivasyon faktörleri ile oosit aktivasyonu 
balatılır.[3] Baarısızlıkla sonuçlanan fertilizasyon 
ço¤unlukla spermatozoonun oositi aktive etmesin-
deki baarısızlıktan kaynaklanır. 

ABSTRACT

Objectives: This study aims to examine the effects of phospholipase C zeta (PLCζ) 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 PLCζ 
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 PLCζ reaction along the membrane of the 
sperm, and the acrosome and post-acrosome regions. We observed a decrease of PLCζ reaction in asthenospermia group spermatozoa in these regions. 
We obtained similar supporting results from immunofluorescence and TEM examinations.
Conclusion: We examined the PLCζ 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 PLCζ presence.
Keywords: Asthenospermia; immunofluorence; immunohistochemistry; infertility; oocyte activation; phospholipase C zeta; transmission electron microscopy.

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada normospermi ve astenospermi gruplarında, immünohistokimyasal ve immünofloresan yöntemleri kullanılarak fosfolipaz C zeta 
(PLCζ) proteininin lokalizasyonunun fertilizasyona olan etkileri araştırıldı.
Hastalar ve yöntemler: Bu çalışmaya yaşları 22-40 arasında değişen normospermi (sayı 20 milyon\mL ve üzeri, motilite %50 ve üzeri, n=20) ve 
astenospermi (sayı 20 milyon\mL ve üzeri, motilite %30 ve altı, n=20) olmak üzere iki grup semen örneği dahil edildi. Çalışmada, normospermi 
ve astenospermi grupları arasında PLCζ’nın lokalizasyonları immünohistokimya ve immünofloresan yöntemleri kullanılarak incelendi. Ek olarak, 
normospermi ve astenospermi grupları geçirimli elektron mikroskobu (TEM) takibi yapılarak incelendiğinde gruplar arasında ultrastrüktürel farklılıklar 
olduğu belirlendi.
Bulgular: Normospermi grubu immünohistokimyasal boyama sonuçlarında spermatozoonlarda, baş kısmının membranı boyunca, akrozom ve 
postakrozomal bölgelerde anlamlı PLCζ reaksiyonu gözlendi. Astenospermi grubu spermatozoada PLCζ reaksiyonunun bu bölgelerde azaldığı 
gözlendi. Uygulanan immünofloresan ve TEM yöntemlerinde de benzer destekleyici sonuçlar elde edildi.
Sonuç: Çalışmamızda PLCζ proteini normospermi ve astenospermi gruplarında incelendi ve iki grup arasında belirgin yapısal farklar kaydedildi. Çalışma 
sonuçlarımız astenospermi grubu oosit aktivasyon yetersizliğinin, azalmış PLCζ varlığı ile ilişkili olduğunu göstermektedir.
Anahtar sözcükler: Astenospermi; immünofloresan; immünohistokimya; infertilite; oosit aktivasyonu; fosfolipaz C zeta; geçirimli elektron mikroskobu.
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Spermatozoon fosfolipaz C zeta (PLCζ), oosit 
aktivasyon faktörüdür. Fosfolipaz C zeta, bas-
kın olarak spermatozonun ekvatoriyal bölgesinde 
bulunur ve inositol trifosfat (IP3) yolu ile kalsiyum 
(Ca+2) salınımını sa¤layarak oosit aktivasyonu-
nu sa¤lar.[1] Düük miktarda PLCζ proteinine 
sahip hastalar veya PLCζ’nın mutant formu-
nun eksprese edildi¤i hastalarda spermatozoo-
nun oosit aktivasyonu için gerekli Ca+2 salını-
mını yapamadı¤ı ve fertilizasyonun baarısızlı¤a 
u¤radı¤ı görülmütür.[4] Fare ve insan oositine 
“wild” tip insan PLCζ proteini enjeksiyonu, Ca+2 
salınımını indükler; farede erken embriyo geliimi 
ile blastosist aamasına kadar baarılı bir ekilde 
geliimin sürmesini sa¤lar.[5]

Yapılan çalımalarda globozoospermik, 
düük fertilizasyon veya tamamen fertilizasyon 
baarısızlı¤ı gösteren hasta gruplarında PLCζ pro-
teini ekspresyonunun fertil veya yüksek oranda 
fertilizasyon gösteren gruplara göre oldukça düük 
oldu¤u gösterilmitir.[6]

Yine yapılan çalımalar, yüksek oranda anor-
mal morfolojiye sahip semen örneklerinde oosit 
aktivasyonu gerçekletirme potansiyelinin dütü¤ü 
gösterilmitir.[7]

Mikroenjeksiyon (ICSI) yöntemi, iddetli erkek 
infertilitesi, in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisini 
takiben fertilizasyon baarısızlı¤ı ile sonuçlanan 
olguların tedavisinde devrim yaratan bir teknik-
tir. Aktivasyon baarı oranı %70’i amaktadır; 
ancak buna ra¤men %1-5 ICSI siklusu halen 
baarısızlıkla sonuçlanmaktadır. Oosite ba¤lı 
faktörler (oosit maturasyonunu tamamlamama-
sı ve fosfoinositol sinyal yolu bozuklu¤u) ihmal 
edildi¤inde ICSI baarısızlı¤ının ana nedeni oosit 
aktivasyon baarısızlı¤ıdır. Fosfolipaz C zeta, 
oosit aktivasyonu kabiliyeti ve erkek infertilite-
sinde tanısal bir belirteç olması mümkündür.[1] 
Yaptı¤ımız çalımada normospermi ve astenos-
permi grupları arasında, PLC’nin hem immüno-
histokimya hem de immünofloresan düzeyinde 
belirlenmesi ve gruplar arasında bir karılatırma 
yapılabilmesi, bunun yanı sıra normospermi ve 
astenospermi gruplarından elde edilen sperma-
tozoa örneklerinin ultrastrüktürel düzeyde ince-
lenmesi amaçlandı.

Fosfolipaz C zeta üzerinde yapılacak ileri düzey 
çalımalarla, PLC erkek infertilitesini açıklamada 
bir belirteç olarak kullanılabilir.

HASTALAR VE YÖNTEMLER
Bu çalıma ‹stanbul Hamidiye ili Etfal ve 

Aratırma Hastanesi, Klinik Aratırmalar Etik 
Kurulu tarafından 08/01/2013 tarih ve 2013/132 
numaralı karar ile onaylanmıtır. Hastalar 
yapılacak ilemler hakkında bilgilendirilmi 
ve bilgilendirilmi yazılı onamları alınmıtır. 
Çalıma Helsinki Deklarasyonu ilkeleri uyarınca 
gerçekletirilmitir. Bu çalımada infertilite merke-
zine bavuran ve yaları 24-40 arasında de¤ien 
hastalardan alınan semen örnekleri normospermi 
(sayı 20 milyon/mL üzeri, motilite %50 ve üzeri, 
n=20) ve astenospermi (sayı 20 milyon/mL ve 
üzeri, motilite %30 ve altı, n=20) olmak üzere iki 
grupta incelendi.

Spermatozoa konsantrasyonu, motilite ve mor-
folojisi için standart manuel teknikler uygulandı. 
Motilite ve konsantrasyon ıık mikroskobunda x20 
büyütmede Dünya sa¤lık Örgütü (DSÖ) kriterleri-
ne göre en az 100 sperm sayılarak yapıldı. Makler 
sayma kamarasına (Makler chamber, Sefi Medikal 
Instruments Israel) 10 µL semen koyularak ve x20 
büyütme altında 10 kare sayılarak konsantrasyon 
ve motilite belirlendi. Morfolojik skorlama için lam 
üzerine yayılarak hazırlanan semen preparatları 
Spermac boyama yöntemi ile boyandı. Morfoloji, 
faz kontrast mikroskopta, x100 büyütmede Kruger 
kriterlerine göre de¤erlendirildi.

‹mmünohistokimyasal boyama

Visköz bir yapıda olan semen örnekleri, parafin 
takibi alınabilmesi için “collection fluid” maddesi 
ile homojen bir ekilde muamele edildi. Santrifüj 
ilemi sonrası, dip kısmındaki (semen+collection 
fluid) pellet, kasetlere (Cytoblock Kit, Thermo 
Scientific, USA) hapsedildi. Yüzde dörtlük para-
formaldehit fiksatifinde bir saat fikse edildikten 
sonra, yükselen alkol serilerinden geçirildi ve 
parafine gömme ilemi yapıldı.

Parafin bloklardan 4 µm kalınlı¤ında alınan 
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden geçirilerek 
suya indirildi. Kesitler Decloaking chamber (Model 
DC2008INTL, USA) cihazında (20 dk 110 °C) sit-
rat tamponu (pH 6.0) (Lab Vision AP-9003-500) 
içerisinde ileme alındı. Kesitler oda sıcaklı¤ında 
%0.3’lük hidrojen peroksit (H2O2)’de 10 dk tutul-
duktan sonra, distile suyla çalkalandı ve fosfat 
tamponuna (PBS) (pH 7.2) alındı. Fosfat tampo-
nunda 5 dk bekletildikten sonra bloklama solüs-
yonunda 5 dk süre ile bekletildi. Ardından kesitler 
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PLCζ antikorunda (Anti-PLCZ1 rabbit Sigma, 
R37067, 1: 50). +4 °C’de bir gece inkübe edildi. 
Ertesi gün kesitler PBS’de iki kez yıkandıktan 
sonra, sekonder antikorda 15 dk oda sıcaklı¤ında 
inkübe edildi. Streptavidin’de oda sıcaklı¤ında 
15 dk. ‹nkübasyonun ardından DAB (substrat 
1 mL+1 damla kromojen) ile renklendirme ilemi 
10 dk süre ile yapıldı. Hematoksilen eozin boya-
sında 1-2 dk tutuldu. Yükselen alkol serilerinden 
geçirilip ksilolde 5 dk bekletildi ve sonra entellan 
ile preparatlar kapatıldı. Spermatozoon hücre-
leri üzerindeki PLCζ da¤ılımı, ıık mikroskobu 
(Olympus Bx53, Japan) ile incelendi ve X100 
büyütmede foto¤rafları çekildi.

‹mmünofloresan boyama

Lam üzerinde spermatozoon örnekleri, immü-
nofloresan boyama için tespit edildi. Kesitler 5 
dk PBS’de bekletildi ve yıkama solüsyonu dam-
latılıp 10 dk oda sıcaklı¤ında bekletildi. Bloklama 
solüsyonu damlatılarak 30 dk. inkübe edildi. 
PLCζ antikoru (PLZ1 (Alexa Flour 488) rabbit, 
ABIN911374, 1: 50) ile +4 °C’de bir gece inkü-
basyona bırakıldı. Ertesi gün karanlık bir ortamda 
10 dk süre ile ve üç kez PBS ile yıkandı. Ardından 
DAPI solüsyonu damlatılarak lamel ile kapatıldı. 
Daha sonra örnekler floresan mikroskobunda 
(Olympus Bx51, Japonya) incelendi ve görüntü-
lendi.

Geçirimli elektron mikroskobu 
(TEM) takibi

Spermatozoonlar, tespit ilemi için santrifüj 
edilerek üstteki sıvı alındı. Santrifüj tüpündeki 
çökelti üzerine fosfat tamponlu %2.5’lik gluta-
raldehit ilave edildi ve iki saat bekletildi. Üzerine 
yıkama ilemi için PBS (0,1M, pH: 7.4) ilave edi-
lerek 2000 rpm’de 5 dk süre ile iki kez santrifüj 
ilemi edildi.

Post-fiksasyon için spermatozoonlar santri-
füj edildi ve üzerine %1’lik osmium tetraoksit 
ilave edildi ve bir saat bekletildi. Blokları boya-
mak amacı ile uranil asetatta 30 dk. bekletildi. 
Dehidratasyon ilemi yapıldı. Gömme ilemi 
için propilen oksit: epon (1:1) karıımında 20 
dk. Etüvde 18-20 saat süre ile polimerize edildi. 
Ultramikrotomda alınan yarı ince kesitler toluidin 
mavisi ile boyandı. Yarı ince kesitlerde yer tayini 
yapıldıktan sonra 600-700 A° kalınlı¤ında bakır 
grid üzerine alındı. Uranil asetatta 30-40 dk 
kurun sitratta 10-20 dk boyanarak kontrastla-

narak elektron mikroskobunda incelendi (JEOL-
JEM 1011).

BULGULAR
‹mmünohistokimyasal bulgular

Normospermi grubu bireylerden elde edilen 
kesitlerde, spermatozoonlarda PLCζ reaksiyonu, 
ba kısmının membranı boyunca, akrozom ve 
post-akrozomal bölgelerde belirgin olarak gözlen-
di (ekil 1, 2). Normospermi grubunda yapılan 
ilemlerin kontrolü için PLCζ negatif kontrolü 
uygulandı (ekil 3).

Astenospermi grubu bireylerinden elde edilen 
kesitlerde; spermatozoonlarda PLCζ reaksiyonu 
ba kısmında membran boyunca, akrozom ve 
post-akrozomal bölgelerde normospermi grupları-
na göre reaksiyonun azaldı¤ı gözlendi (ekil 4, 5). 
Astenospermi grubunda; PLCζ immünohistokim-
yası negatif kontrolüne de bakıldı (ekil 6).

‹mmünofloresan bulgular

Normospermi grubu bireylerinden elde edilen 
görüntülerde; PLCζ immünofloresan reaksiyonu 
incelendi¤inde, spermatozoa ba kısmı membranı 
boyunca (ekil 7), ekvatoriyal bölgesinde (ekil 8), 
post-akrozom bölgesinde (ekil 7, 8, 10) yo¤un bir 
reaksiyon gözlendi. Normospermi grubun negatif 
kontrolü yapıldı (ekil 9).

Astenospermi grubu bireylerinden elde edi-
len görüntülerde; PLCζ immünofloresan reak-
siyonu incelendi¤inde, normospermi grubu ile 
kıyaslandı¤ında spermatozoanın ba kısmı memb-
ranı boyunca, ekvatoriyal ve post-akrozom bölge-
sinde belirgin olarak reaksiyonun azalmı oldu¤u 
gözlendi (ekil 10-12).

Geçirimli elektron mikroskobu 
takibi bulguları

Geçirimli elektron mikroskobu çalımasında 
normospermi ve astenospermi grupları ince-
lendi. Normospermi ve astenospermi örnekleri 
spermatozoonda ba ve kuyruk olmak üzere iki 
kısımda de¤erlendirildi. Normospermi grubun-
da, spermatozoonların ba kısmındaki nükle-
usun ve plazma membranın korunmu oldu¤u 
görüldü (ekil 13). Normospermi grubundaki 
örneklerin kuyruk bölgesindeki mitokondriyum 
diziliminin düzgün oldu¤u, 9+2 aksonem ve fibröz 
örtü yapısının bütünlü¤ünün korundu¤u gözlendi 
(ekil 18, 19).
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Astenospermi grubundaki spermatozoonla-
rın ba kısmının plazma membran yapısının 
bozuldu¤u (ekil 21) vakuollü ve granüllü bir kro-
matin yapısına sahip oldu¤u (ekil 14, 15) görül-
dü. Bunun yanı sıra bazı örneklerde atılamamı 
sitoplazmik artı¤ın yer aldı¤ı (ekil 16, 17) ve 
elonge (uzamı) balı spermatoozonların oldu¤u 
gözlendi (ekil 16). Bu grup spermatozoonların 
kuyruk kısmının orta parçasında mitokondriyum 
da¤ılımının düzensizli¤i, da¤ılmı bir fibröz örtü-
sünün bulundu¤u (ekil 18), motilitede önemli rol 
oynayan 9+2 aksonem yapısındaki merkezi çiftin 
yer almadı¤ı ve da¤ılmı mikrotübüllerin oldu¤u 
görüldü (ekil 18).

TARTIMA
Son yıllarda yapılan çalımalarda, spermde 

spesifik bir protein olan ve fertilizasyonu takiben 
oosit aktivasyonundan sorumlu oosit aktivatör 
faktör olan PLCζ fonksiyonundaki bozuklukların 
erkek infertilitesinde etkin oldu¤una dair bilgiler 
ileri sürülmütür.[8]

Biz de çalımamızda bu bilgiler ıı¤ında, potan-
siyel erkek infertilite biyoiareti oldu¤u iddia edilen 
ve spermatogenezis boyunca ekspresyonu olan 
PLCζ’nın histokimyasal olarak hem normosper-
mik hem de astenospermik bireylerde yerleimini 
inceledik. Normospermik bireylerin spermatozo-
onlarında PLCζ proteinin ba kısmında membran 

ekil 3. Normospermi grubunda PLCζ 
immünohistokimyası negatif kontrolü. Bar: 50 µm.

ekil 4. Astenospermi grubunda; spermatozoanın ba 
kısmı membranı boyunca azalmı PLCζ reaksiyonu (Æ).  
Bar: 50 µm.

ekil 1. ‹mmunhistokimya reaksiyonu de¤erlendirilmesi. 
Normospermi grubunda; spermatozoanın post-akrozomal 
bölgesi ile ba kısmının membranı boyunca PLCζ immün 
reaksiyonu (Æ).  Bar: 50 µm.

ekil 2. Normospermi grubunda; spermatozoanın ba 
kısmı membranı boyunca PLCζ immün reaksiyonu (Æ). 
Bar: 50 µm, ‹nset Bar: 50 µm.
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ekil 5. Astenospermi grubunda; spermatozoanın ba 
kısmı  membranı boyunca azalmı PLCζ  reaksiyonu (Æ).  
(Bar: 50 µm).

ekil 6. Astenospermi grubunda; PLCζ negatif 
kontrolünde immün reaksiyonu göstermemi  spermatozoa 
(Æ).  (Bar: 50 µm).

ekil 7. ‹mmunfloresan reaksiyonu de¤erlendirilmesi. 
Normospermi grubunda; spermatozoanın post-akrozom 
bölgelerinde PLCζ reaksiyonu (beyaz ok ucu).  (Büyütme: 
x100).

ekil 8. Normospermi grubunda; PLCζ reaksiyonu, 
spermatozoanın ba kısmı membranında (beyaz ok) ve 
post-akrozom bölgesinde (beyaz ok ucu). (Büyütme: 
x100).

boyunca, akrozom ve post-akrozomal bölgelerde 
belirgin oldu¤u görüldü. Aynı zamanda immünof-
loresan görüntülemelerde de bu proteinin sperma-
tozoonların benzer bölgelerinde da¤ılım gösterdi¤i 
tespit edildi.

Yapılan çalımalarda PLCζ proteinin akro-
zomal bölgede yerleim gösterdi¤i ortaya 
konmutur.[9] 

Di¤er çalımalarda ise fare spermatozoonun-
da akrozomal ve post-akrozomal bölgelerde iki 
PLCζ yerleimi gösterilmitir.[10] Biyokimyasal 
ve klinik kanıtlar bata PLCζ olmak üzere sit-

rat sentaz ve post-akrozomal örtü WW doma-
in ba¤layıcı protein (PAWP) gibi proteinlerin 
memelilerde oosit aktivasyonundan sorumlu 
baskın spermatozoon faktör adayları oldu¤unu 
desteklemektedir.[1]

Aarabi ve ark.,[11] PLCζ’nın sitosolik protein 
olmadı¤ını bunun yerine fare/bo¤a spermatozo-
onlarında post-akrozomal bölge üzerinde yerleim 
gösterdi¤ini ve insan spermatozoonlarında tüm 
ba boyunca yerleim gösterdi¤ini iddia etmilerdir. 
Bu bilgi, PLCζ’nın sitosolik spermatozoa pro-
teini oldu¤u, kemirgen ve insan spermatozoa-
sında akrozomal, ekvatoriyal ve post-akrozomal 
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bölgelerde yerleim gösterdi¤ini savunan pek çok 
di¤er çalıma ile çelimektedir.[12] Aarabi ve ark.,[11] 
çelikili olarak epididimal hücrelerden salgılandı¤ı 
yönünde ve fertilizasyonu takiben ooplazma için-
de birleme olmadı¤ını göstermitir. Bu verilere bu 
çalımada örnek sayısının az olması ve antikorun 
spesifikli¤i gibi nedenlerden dolayı üpheli bakıl-
maktadır.

Fosfolipaz C zeta ile erkek infertilitesi arasın-
daki ilk klinik iliki, Yoon ve ark.[8] tarafından 
rapor edilmi, PLCζ proteinin azalmı seviyesi, 
total eksikli¤i veya anormal yerleimi ile ilikili 
oldu¤u görülmütür. Tekrarlayan ICSI baarısızlı¤ı 

olan olgulardan elde edilen spermatozoonlar, fare 
oositlerin içine enjekte edildi¤inde Ca+2 salını-
mını uyaramadı¤ı, fakat rastlantısal olarak PLCζ 
mRNA enjekte edildi¤inde salınımı uyandırdı¤ı 
gözlenmitir.[8]

Normospermi grubundan elde etti¤imiz PLCζ 
verileri yukarıda bahsetti¤imiz çalımalarla para-
lellik göstermektedir. Bu proteinin infertilite ile 
olan ilikisini anlamak amacıyla astenospermi 
grubu spermatozoonlarında PLCζ’nın da¤ılımı 
de¤erlendirildi¤inde, spermatozoonların ba 
kısmında ve post-akrozom bölgesinde belirgin 
olarak reaksiyonun azalmı oldu¤u görüldü. 

ekil 9. Normospermi grubunda; spermatozoonların 
ba kısmı membranında PLCζ reaksiyonu (beyaz ok).  
(Büyütme: x100, ‹nset büyütme: x100).

ekil 10. Astenospermi grubunda; spermatozoonların 
ba kısmı membranı boyunca (beyaz ok), ekvatoriyal 
bölgesinde (beyaz yıldız) ve post-akrozom bölgesinde 
azalmı PLCζ reaksiyonu (beyaz ok ucu). (Büyütme: x100).

ekil 11. Astenospermi grubunda; spermatozoonların 
ba kısmı membranı boyunca (beyaz ok) ve post-akrozom 
bölgesinde (beyaz ok ucu) azalmı PLCζ reaksiyonu.  
(Büyütme: x100).

ekil 12. Astenospermi grubunda; spermatozoonların 
ba kısmı membranı boyunca (beyaz ok) ve post-akrozom 
bölgesinde (beyaz oku ucu) azalmı PLCζ reaksiyonu.  
(Büyütme: x100).
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ekil 13. Geçirimli (transmisyon) elektron mikroskop 
bulguları. Normospermi grubunda; plazma membranı ve 
nükleus bütünlü¤ü korunmu normal spermatozoon ba 
görüntüsü. (Büyütme: x30000).

ekil 14. Normospermi grubunda; mitokodriyum dizilimi 
düzgün spermatozoon. (Büyütme: x15000).

ekil 15. Normospermi grubunda; flagellanın esas 
parçasında normal fibröz örtü ve düzgün aksonem yapısı 
(Æ), flagellada düzgün aksonem yapısı (). (Büyütme: 
x60000, ‹nset büyütme: x75000).

ekil 16. Astenospermi grubunda; spermatozoon 
ba¤ı kromatinde iddetli vakuoler bozukluk (*), granüler 
kromatin, normalden farklı plazma membranı görüntüsü 
(Æ). (Büyütme: x30000).

Fosfolipaz C zeta’nın infertilite ile ba¤lantısı 
aratırıldı¤ında PLCζ’nın önemi anlaılmıtır. 
Daha ileri düzeyde çalımalar yapıldı¤ında, 
PLCζ’nın infertilitede oosit aktivasyonun-
da önemli rolü olabilece¤i ile ilgiler bilgiler 
edinilmitir. Deneysel ve klinik veriler, globo-
zoospermi ve oosit aktivasyon eksikli¤i (OAD) 
ile PLCζ’nın anormal ekspresyonu, yerleimi 
ve protein yapısı arasında ba¤lantı oldu¤unu 
göstermitir.[13]

Anormal PLCζ yerleime sahip spermatozoon-
ların oositi aktive etmedi¤i gösterilmitir. Bununla 
birlikte, immunoblot analiz sonuçları, globozoos-
permik örneklerde azalmı miktarda PLCζ prote-

ini oldu¤unu kanıtlamıtır. Anormal yapıya sahip 
PLCζ non-globozoospermik bir hastada tespit 
edilmi ve benzer ekilde PLCζ proteinin azalmı 
oldu¤u görülmütür.[14]

Heytens ve ark.[14] tarafından yapılan çalımada 
insan globozoospermik spermatozoonun fare 
oositlerine enjekte edildi¤inde uzun devre Ca+2 
salınımının olumadı¤ı görülmütür. ‹mmünosi-
tokimyasal kanıtlar, globozoospermik sperma-
tozoonlarda anormal PLCζ yerleimi ile birlikte 
immün reaksiyonun düük seviyede bulundu¤unu 
ortaya koymutur.

‹nfertil erkeklerde, yetersiz spermatozoonun 
yanında, PLCζ’nın defektif ekspresyonu ve üç 
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ekil 18. Astenospermi grubunda; spermatozoon 
flagellasında bozulmu 9+2 aksonem yapısı (Æ) ve da¤ılmı 
mikrotübüller (). (Büyütme: x60000, ‹nset büyütme: 
x100000).

ekil 17. Astenospermi grubunda; bütün bir 
spermatozoonda da¤ılmı fibröz örtü (Æ) ve orta parçada 
mitokondriyon eksikli¤i (). (Büyütme: x10000).

boyutlu yapısındaki bozukluklara ve buna ba¤lı 
olarak PLCζ gen mutasyonuna sahip oldu¤u 
sonucuna varılmıtır. Bu çalımadan alınan veri-
ler, fertil erkekteki spermatozoonlarda PLCζ’nın 
dominant olarak ekvatoriyal ve post-akrozomal 
bölgelerde bulundu¤u tespit edilmitir.[14]

Fosfolipaz C zeta’nın sperm kapasitasyonuyla 
ilgili olarak yapılan çalımalarda, kapasitasyonu 
tamamlamamı insan spermatozoonunda PLCζ, 
dominant olarak ekvatoriyal bölgede yerleim 
göstermitir. Bu bölgedeki yerleimin, kapasitas-
yonu izleyen süreçte korundu¤u görülmü ve iyo-
nofor tedavisi olmu kısaca akrozom reaksiyonu 
geçirmi spermatozoa örneklerinde baskın PLCζ 
yerleimi ekvatoriyal bölgede bulunmutur. Bazı 
olgularda PLCζ’ya, spermatozoon baında ve 
özellikle akrozomal ve post-akrozomal bölgelerde 
rastlanmıtır. Kapasitasyonu gerçeklememi sper-
matozoonların %88’inde PLCζ immünofloresan 
reaksiyonu ekvatoriyal bölgede, %35.3 akrozom 
bölgesinde, %21.9 post-akrozom bölgesinde ve 
%11.6 yalnızca post-akrozom bölgesinde oldu¤u 
gösterilmitir. Kapasitasyondan sonra, sperma-
tozoonun ekvatoriyal bölgesinde PLCζ yerleimi 
aynı kalmıtır. Post-akrozomal bölgesinde PLCζ 
da¤ılımı, hasarın artmı oldu¤u, akrozomal PLCζ 
gösteren hücre yüzdesinde de önemli bir azalma 
oldu¤u gözlenmitir.[9]

‹mmotil silya sendromu gösteren hastalar-
da çocukluk ça¤ından itibaren kronik solunum 
hastalı¤ı geçmii vardır ve infertilite nedeni sperm 

immotilitesidir. Solunum sistemi broniyal sil-
yalar ve spermatozoon flagellası aksoneminde 
dynein kollarda eksiklik balıca immotiliteden 
sorumludur. Daha sonraki yayınlarda immotil 
silya sendromuna neden olan pek çok aksonemal 
anomali tanımlanmıtır. iddetli astenozoosper-
mi veya spermatozoon immotilitesi içeren be 
hasta incelendi¤inde, bu hastalardan üçü iddetli 
solunum hastalı¤ı, bir di¤erinde de albinizim 
görülmütür. Di¤er bir hastada da Kartagener 
sendromu görülmütür. Ultrastrüktürel çalımalar 
dört hastada dynein kollarda eksiklik açı¤a 
çıkarmıtır. Beinci hastada merkezi mikrotübül 
çiftinde eksiklik saptanmıtır.[15]

Spermatozoada ultrastrüktürel çalımalar aste-
nozoospermide pek çok çeitli flagellar de¤iim 
ile fertilizasyon potansiyellerini tanısal ve belir-
teç (prognostik) olarak de¤erlendirme imkanı 
sa¤lar.[15] Bu do¤rultuda biz de ultrastrüktürel 
düzeyde PLCζ reaksiyonu azalmı astenospermik 
bireylerin spermatozoonlarını inceledi¤imizde, 
infertilitede motilitenin en belirgin özelli¤i 
olan kuyruk yapısında 9+2 aksonem yapısının 
bozuldu¤unu gözlemledik. Buna ek olarak, ba 
kısmında vakuolizasyon, elonge balı spermato-
zoonlar, membran yapısının bütünlü¤ünde bozul-
ma eklinde bulgulara rastladık. Ayrıca boyun 
kısmında sitoplazmik artıklar ve yine motilitede 
etkili olan mitokondri da¤ılımının düzensizli¤ini 
gözlemledik. Elde etti¤imiz bu bulgular, PLCζ 
bulguları ile karılatırdı¤ımızda astenospermik 
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örneklerde PLCζ reaksiyonlarının yapısal olarak 
farklılıkların görüldü¤ü ba ve boyun bölgelerinde 
azalmı olması, sperm fonksiyonunda özellikle 
oosit aktivasyonunda bu proteinin önemli rolü 
olabilece¤ini düündürmektedir.

Bu çalımanın, oosit aktivasyon süreci-
ni aratırmada, ART (Assissted Reproductive 
Technologies) protokollerinin baarısını artır-
mada önemli potansiyele sahip olabilece¤ini 
ve erkek infertilitesi için yeni tanısal testlerin 
gelitirebilmesine ıık tutaca¤ını düünmekteyiz.

Sonuç olarak, PLCζ molekülünün motilite 
eksikli¤ine ba¤lı olarak infertilite gösteren birey-
lerde, fertilizasyon sırasında oosit aktivasyonunda 
rolünün olabilece¤ini ileri sürmekteyiz.
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