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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dist hi¢gbir davranigimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitlin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Erkek infertilitesi ve sebebi bilinmeyen infertilite, infertilite olgular1 arasinda en sik
gorilenleridir.

Mikroenjeksiyon yontemi ile erkek infertilitesinin ¢éziimiinde ¢ok O6nemli bir yol
katedilmis olsa da mikroenjeksiyon sonrasi goriilen fertilizasyon problemleri iizerinde hala
yogun caligmalar yapilmaktadir. Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyonun olmayisi biiyiik
Olclide sperm hiicresinin oosit aktivasyonunu saglayamamasina baglanmaktadir.
Fosfolipaz C Zeta (PLC{); ayirt edici Ozellikleriyle sperm hiicresi kaynakli bir fosfolipaz
olan ¢oziiniir 'sperm hiicresi faktorii'diir ve oosit aktivasyonunu saglayan en onemli
faktorlerdendir.

Fertilizasyon esnasinda; sperm hiicresi, oosit aktivasyonu i¢in gerekli olan siirekli ve
tekrarlayan intraselliiler Serbest kalsiyum (Ca*®) salmmim tetikler. Sperm hiicresi
ekstraktlarindaki Fosfolipaz C Zeta eksikligi ise kalsiyum salinim yetenegini inhibe eder.
Oosit aktivasyon bozukluklari (OAD), Fosfolipaz C Zeta’nmin anormal ekspresyonu,
lokalizasyonu ve protein yapisina baglanmistir.

Calismamizda; diisiik fertilizasyona neden olan sperm 6rneklerini (globozoospermik,
total fertilizasyon basarisizigi (TFF), niikleer anomali, total immotil) normospermik
orneklerle karsilagtirarak, Fosfolipaz C Zeta molekiiliiniin lokalizasyonunu immunfloresan
yontemiyle belirlemeyi ve bu olgularda deoksiriboniikleik asit (DNA) dizi analizi
yontemiyle bilinen mutasyonlarin Fosfolipaz C Zeta‘nin 15 ekzonunda taranmasini ve yeni
mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenmesini amacladik.

Bu ¢alisma sonucunda diisiik fertilizasyon gdsteren sperm 6rneklerinde Fosfolipaz C
Zeta lokalizasyonu normospermi grubuna gore bas ve post-akrozomal bolgelerde azaldigi
ya da hi¢ olmadigi belirlendi. DNA dizi analizi ile diisiik fertilizasyona neden olan sperm
orneklerinde pek ¢ok degisim saptandi.  Literatiirde hi¢ yer almamis ve protein
farklilasmasina neden olan bazi degisikliklerin yani sira stop kodonuna doniisen bir
niikleotid degisimi de saptandi.

Sonu¢ olarak, Fosfolipaz C Zeta molekiiliiniin disiik fertilizasyon gdsteren
bireylerdeki fertilizasyonda oosit aktivasyonunda etkili roliniin oldugu ortaya

koyulmaktadir.



2. SUMMARY

Immunoflourescence Determination and Mutation Analysis of Phospholipase C Zeta
In The Sperm Specimen Give Rise to Low Fertilization

Male and unexplained infertility are the frequent cases among the infertile patients.
Although the solution of male infertility have been solved by microinjection, extensive
studies about fertility problems after microinjection are still performing. Fertilization
failure after microinjection is highly related with sperm cells which unable to provide
oocyte activation. Phospholipase C Zeta (PLC() is a soluable sperm factor with it’s unique
features and one of the most important oocyte activating factor.

Upon fertilization, the sperm triggers repetitive and persistent changes in the
intracellular concentration of free calcium, also referred to as oscillations, that are required
for egg activation. PLCC deficiency in the sperm extracts inhibits the ability of calcium
oscillation. Oocyte activation deficiencies was interested with abnormal protein structure,
expression, and localization of the PLCL.

In our study we aimed the determination of immunoflourescence PLC( in the sperm
specimens that give rise to low fertility rate (globozoospermia, total fertilization failure,
nuclear anomaly, total immotile) by comparing with normospermic specimens and
determination of the novel mutations and polymorphisms and also screening of the known
mutations at 15 exons via DNA sequencing.

As a result of this study, the localization of PLC( in the sperm specimens that give
rise to low fertility rate compared with normospermic specimens was determined decrease
or absence in the head and post-acrosomal region. Many variations were detected in sperm
specimens that give rise to fertility with the anaylsis of deoxyribonucleic acid (DNA)
sequencing. As well as some variations which didn’t never take place in literature, and
caused protein differentiation, a nucleotide variation, which turned into the stop codon,
was determined.

In conclusion, it was proved that PLC( has a significant role of oocyte activation in

whom has shown low fertility individuals.



3. GIRIS VE AMAC

Diinya tizerinde her 7 ¢iftten birinin infertilite sorunu g¢ektigi bilinmektedir (1).
Mikroenjeksiyon tedavisi bu olgularin %35-40’ma ¢oziim getirmektedir. ~ Ancak
mikroenjeksiyon sikluslarinin total ya da kismi fertilizasyon basarisizligi oran1 da %1-5
olarak rapor edilmektedir (2).

Ciftlerde, infetilitenin %35-40’1 erkek faktorii kaynakli oldugu tahmin edilmektedir
(3, 4, 5). Erkek faktorlii infetilite gesitli sebeplerle ortaya ¢ikmakla birlikte biiyiik 6lgiide
genetik nedenlere bagli oldugu kabul edilmektedir (1, 5, 6, 7, 8).

Erkek infertilitesi durumlarinin en bilineni mikroenjeksiyon islemi sonrasinda oosit
aktivasyon bozukluklaridir (9, 10). Qosit aktivasyonu; kortikal graniil ekzositozu,
polisperminin Onlenmesi ve oositin mayotik duraksamadan kurtulmasini igeren
fertilizasyon olaymin en temel basamagidir (11). Insanlarda 12 numarali kromozomda
bulunan sperm-spesifik faktér PLC{ oosit aktivasyonunu saglayan Ca*? saliimini
saglamaktadir (12). PLC{’nin oosit aktivasyonunu indiikledigi 2002 yilinda yayinlanan bir
calismada gosterilmistir (13).  Oosit aktivasyonunun olmadigi bazi erkek faktorii
infertilitelerinde, PLC{ anormal ekspresyon ya da fonksiyon bozuklugu gésterebilmektedir
(14, 15). PLCC ile ilgili galismalar daha ¢ok ekspresyon diizeyinde olup mutasyon
taramas1 yapan c¢ok az ¢aligma bulunmaktadir. Insan genom veritabaninda PLC{nin
mutasyonlarina baktigimizda heniiz “public” versiyonuna giris yapilmamis olup bu alanda
cok az calisma bulunmaktadir. Diistik fertilizasyonun goriildiigii ya da hi¢ fertilizasyonun
goriilmedigi olgularda (globozoospermik, TFF, niikleer anomali, total immotil) yapilacak
mutasyon taramasi anlamlidir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; sperm-spesifik faktor olan PLC{ nin fertilizasyon
tizerine olan etkisini belirlemek amaciyla diisiik fertilizasyon gosteren erkeklerde daha
onceden belirlenmis olan H398P ve H233L mutasyonlarina baktik ve PLCC geninin sekans
analizini yaparak mutasyon ve polimorfizm taramasimi gerceklestirdik.  Ayrica bu
olgularin degerlendirilmesinde faydali olmasi agisindan, bu olgularin sperm hiicrelerinde
PLCC’nin immunfloresan olarak gdsterimini gergeklestirip, normospermik orneklerle

kiyaslama yapabilmeyi amag¢ edindik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEMIi

Erkek iireme sistemi; haploid erkek gametin (sperm hiicresi) devamli iiretimi,
beslenmesi ve gecici olarak depolanmasi ile erkek seks hormonlarmin sentezi ve
sekresyonundan sorumludur. Erkek iireme sistemi;

¢+ Sperm hiicresi iireten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan testisler

*

¢ Disariya sperm hiicrelerinin taginmasindan sorumlu olan dig kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaz deferens, ejakiilatuar kanal ve erkek iiretrasinin bir
pargasi,

X/

¢ Salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejakiile sperm hiicresine besinler saglayan

aksesuar bezler; seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbotiretral bezler,

*

¢ Erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi penis

olmak tizere 4 birimden olusur (Sekil 1) (16).

__— Sakrum

Mesane - Ureter s
— Rektum
— Duktus deferens
(vaz deferens)
— Vezikila seminalis

Pubis kemigi — e

Duktus ejakulatoryus

Penisin erektil — Prostat

dokusu
Uretra — | s
T Anus
.// .
Penis”~ T Bulbouretral bez
Glans penis " Duktus deferens

Testisin seminifer
tabulleri

Skrotum

Kauda epididimis

Sekil 1. Erkek genital sisteminin bilesenleri (17).



4.1.1. Testis Histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum i¢inde yer alan ¢ift organlardir. Bu
yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-3°C diisiik bir 1sida olmalarin1 saglar. Normal
spermatogenez i¢in 34°C ila 35°C gereklidir (17).

Testisler, tunika albuginea adli sik1 bag dokusundan olusan bir kapsiille ¢evrilidir.
Tunika albuginea, arka yiizde kalinlasarak mediastinum testis denilen, testis kan damari ve
sinirlerin giris ve ¢ikis bolgesini olusturur. Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru
uzanan fibréz septumlar dokuyu 250 ila 300 lopguga boler. Her bir lopguk 1-4 seminifer
tubiil igerir. Sperm hiicreleri seminifer tubiiller igerisinde iiretilirler. Tubiiller arasinda yer
alan bag dokusu icerisinde kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreler (Leydig
hiicreleri) yer alir. Bu hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar (16).

Testisler, embriyolojik gelisim sirasinda karin  boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler ve fetiis gelisimi sirasinda go¢ edip, skrotum icinde
spermatik kordlarin ucunda asili olarak bulunurlar. Skrotum i¢ine dogru gerceklestirdikleri
g0¢ sebebiyle her bir testis kendisiyle birlikte peritonu, tunika vaginalis denilen ser6z bir
zar seklinde siirtikler. Tunika vaginalis ise tunika albugineayr 6n ve yan kisimlarindan
orter (Sekil 2) (18).

Testisler, ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan, bilesik tubiiler yapida bir ¢ift
bezdir. Ekzokrin salgisi, canli sperm hiicreleridir. Salgilama bi¢imi aktif holokrindir.
Endokrin salgisi, Leydig hiicreleri tarafindan yapilan testosteron hormonu, intrauterin
hayatta Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan anti-Miilleryen hormon (AMH=MIF) ve yine

Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibindir (19).
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Sekil 2. Testis ve testis kanallar1 (20).

4.1.1.1. Seminifer Tubiiller

Her bir seminifer tubiil yaklasik olarak 150 um ¢apta ve 80 cm uzunluktadir. Iki ucu
U seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir (16).

Seminifer tubiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve germinal
ya da seminifer epitelden olusur (18). Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen
lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla gevrilidir (16).

Seminifer epitelde bazal lamina iizerine oturan iki grup hiicre vardir:

1. Spermatogenik hiicreler

2. Sertoli hiicreleri (Sekil 3) (16, 18).



Spermatogonyum

Sertoli hiicresi

Spermatosit

Spermatid

Sekil 3. Seminifer tubiil epitelinin hiicreleri. H-E boyasi (18).

4.1.1.2. Spermatogenez

Spermatogenezis; erkek germ hiicrelerinin olusmasini, sayilarinin artmasini ve olgun
sperm hiicrelerine doniismesini saglayan bir siiregtir. Bu siireg, tek sira Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seriye ait hiicrelerle ¢evrili, uzun, tubiiler bir yap1 olan seminifer tubiillerde
gerceklesir.

Spermatogenezis siirecinde, nispeten farklilasmamig spermatogoniyalar oldukg¢a
Ozellesmis testikiiler sperm hiicrelerine evrimlesirler. Seminifer epitelde bir ¢ok hiicre
jenerasyonunu ayni anda gormek olasidir.  Bu nedenle farklilasmaya baslamis
spermatogoniyalardan en geng¢ hiicreler tubiiliin periferinde bulunurken, spermatidlerin
olusturdugu en yash jenerasyon liimende yer alir. Spermatogenezis sirasinda hiicresel

olgunlagsma evrelerinin sayist ve smirlar1 tiirden tiire degisir ve ardisik gelisme



Ozelligindeki tiim safhalar birlikte degerlendirildiginde, seminifer epitel siklusunu
olusturur.
Spermatogenezis siireci ii¢ boliime ayrilir.
1) Spermatogoniyal evre
e Farklilasmamis spermatogoniya yenilenmesi ve iiretim
e Spermatogoniya farklilasmasi
2) Mayoz boliinme evresi

3) Spermiyogenezis evresi (21)

4.1.1.2.1. Spermatogoniyal Evre

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid
spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasinda tikayici baglantilarin altinda yer
alirlar. Bu nedenle de kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar.

Spermatogonyumlar spermatogoniyal kok hiicrelerden koken alirlar ve pubertede
baslayan basarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler (16).

Insan testisinde tanimlanan hiicre tipleri: A koyu ve A agik spermatogonyumlar ile B
spermatogonyumlaridir (Sekil 4). Tim A tipi spermatogonyumlar kok hiicre islevine
sahiptir ve siirmekte olan mitoz dongiileri boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlari
da olustururlar. B tipi spermatogonyumlar farklilagarak primer spermatositleri olusturan

onciil hiicrelerdir (18).



, Bazal Iamlna

Sekil 4. Insan seminifer epiteli (16).

4.1.1.2.2. Mayoz Boliinme Evresi

Basarili mitotik boliinmeler gecirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S fazini
(DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz bdliinmenin profaz asamasina girerler.
Spermatogenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu son turu,
mayozun profaz 1 asamasina baslayan bir spermatositin spermatogonyuma gore iki kat

DNA miktarina sahip olacagini belirler.



Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesi gecirirler. Sertoli hiicreleri
arasindaki tikayici baglantilarin  hemen {izerinde, Sseminifer tubiilin adliiminal
kompartmaninda yer alirlar.

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak iizere birinci mayoz
boliinmeye gider. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve
belirgin bir DNA sentezi olmayan ikinci mayoz boliinmeye giderler. Her bir sekonder
spermatosit artik herhangi bir hiicre bdliinmesi gostermeden sperm hiicresi seklinde

olgunlasan iki adet spermatid meydana getirir (Sekil 5) (16).

‘ . ~ Tip A spermatogonyum
(kok hicreleri)

\ Tip B spermatogonyum
%(oncullprogenitor hucreler)

S = ) Mitoz bélinme

IO OOOOIDOOOOOOCOR)
@%@ Primer spermatositler }— Birinci mayoz bélinme

W@W Sekonder spermatositler }— ikinci mayoz balinme
S = R \ = & S

—Artik cisimcik
> Spermatidler
7~ Spermiyogenez
MWNVCV/)_V-——Amk cisimcik
Y - ~__—© —————— Spermatozoonlar
.v_.z{__/,‘-:{\.‘: o N T

Sekil 5. Germ hiicrelerinin klonal 6zelligini gdsteren ¢izim (18).
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4.1.1.2.3. Spermiyogenez Evresi

Spermatidler seminifer tubiiliin adliiminal kompartmaninda Sertoli hiicre sitoplazma
kriptalar1 i¢inde gomiilidiir. ~ Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir ve
spermatidlerin sperm hiicrelerine olgunlagma siirecidir.

Ucg ana olay spermiyogenezi karakterize eder.

1) Flagellumun (kuyruk) gelismesi: Distal sentriyolden gelisir. Keratin igeren
yogun dis lifler ve bir fibroz kilif ile ¢evrili aksoneme sahiptir. Mitokondriyonlar
kuyrugun proksimal boliimii ¢evresinde sarmalimsi bir kilif olusturur.

2) Akrozom gelismesi: Fertilizasyon i¢in gerekli olan hidrolitik enzimlerin
depolanmas1 ve siirekli sentezinin gerceklestigi akrozomal keseyi igerir.
Akrozomun gelismesi dort ardigik evreden olusur: Golgi fazi, kep fazi, akrozomal
faz ve olgunlagma fazi.

e Golgi fazi: Hidrolitik enzimler Golgi aygitindan akrozomal vezikiile aktarilir.
Sentriyol ¢ifti akrozomal vezikiiliin zit kutbuna gé¢ eder.

o Kep fazi: Akrozom kesesi yassilasir, niikleus zarina tutunmus bir kep olusturur ve
niikleus ¢evresini sarmaya baslar. Sentriyol ¢ifti akrozomal vezikiiliin zit kutbuna
ulagmistir.  Spermatid, akrozomal bolge bazal kompartmana bakacak sekilde
doner.

e Akrozomal faz: Akrozom, niikleusun iist 1/3’liikk kismini orter ve sarmaya devam
eder. Manget gelisir. Distal sentriyol, 9+2 es merkezli dizilmis mikrotubiil
ciftlerinden olusan aksonemi olusturur.  Mitokondriyonlar gelisen aksonem
boyunca goc ederler.

e Olgunlagsma fazi: Bir periniikleer halka ve tutunmus mikrotubiillerden olusan
manget, kaudale (kuyruga) ilerler. Keratin iceren dis yogun lifler gelisir ve
aksonem boyunca dizilirler. Mitokondriyonlar, sadece orta pargada dis yogun
liflerin ¢evresinde dizilir.

3) Niikleer Yogunlasma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin-
zengin protaminlerle yer degistirdiginde niikleer yogunlagma olusur.

Bu somatik histonlarin protaminlere doniistimiinden sonra, niikleozomlar kaybolur ve

niikleus materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilir.
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Spermiyogenezin olgunlasma asamasindan sonra belirgin bir RNA (Riboniikleik asit)
sentezi yoktur.

Sonuncu spermatid olgunlasma fazi sirasinda mitokondriyonlar gelisen kamgi
boyunca dizilimlerini tamamlar; kamg¢1 keratin igceren dis yogun liflerle sarili bulunan
merkezi bir aksonemden (9+2 mikrotubiiller) olusur. Niikleus uzar ve yogunlasir, manset
kaudal yonde go¢ eder. Olgunlagma islemi, niikleus son uzamis, yogunlasmis seklini
aldiginda, manset dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda
tamamlanir (Sekil 6). Kuyruk iki ana par¢adan olusur:

» mitokondriyonlarin bulundugu orta parga,
» kuyrugun fibroz bir kilifla sarili oldugu esas parga.

Bir son halka (annulus), sperm hiicresi kuyrugunun orta parga, ana parga geg¢isinin
siirlarmi belirler. Olgun spermatidden bir sitoplazma artigi olan artik cisimcik, sperm
hiicresi meydana (seminifer tubiil liimenine olgun spermatidlerin salinimi) gelirken,
spermiyogenez sonunda Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Somatik histonlarin
arjinin ve lizin zengin protaminlerle yer degistirmesi olayi, niikleus yogunlagsmasi,
spermiyogenezin son basamagini tanimlar. Bu yer degisimi sperm hiicresi genomik
DNA’sin1 stabilize eder ve korur. Liimene verilen sperm hiicresi heniiz fertilizasyon

yetenegine sahip degildir ve hareket yetenegi yoktur (16).

Akrozomal grantil Akrozomal vezikul Akrozomal baslhk (kep) Akrozom

/6 ® ;\\Sy Golgi

TR
//@ £ % \éﬁ\:\\\}\\ \\
H 3 5 (3
| S e a /
&
Ve e
S
Sentriyoller Mitokondri a0
NG oo
\/\/
/Kalmtl govdeler

Mitokondri Akrozom

5 um

Son parca Esas parca Orta parca Bas

Sekil 6. Insanda spermiyogenezisin sematik gosterimi (18).
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4.1.2. Semen

Semen, sperm hiicrelerinin, testis ve epididimisin salgisinin, ejakiilasyon sirasinda
prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin birlesmesiyle olusur.
Sonugta olusan viskozitesi yiiksek semen adin1 alan bir stvidir (22).

Sperm hiicreleri, semenin %2-5ini olusturur. Insanda ejakiilat miktar1 kisisel
farklilik gostermekle birlikte 2-6 ml. kadardir. Semenin pH’s1 7.2-8 arasinda degisiklik
gosterir ve yaklasik 20 dakika i¢inde likefiye olur (22, 24).

4.1.2.1. Sperm Hiicresinin Yapisi

Olgun bir sperm hiicresi bas, kuyruk olmak iizere iki boliimden olusur (Sekil 7.1,
7.2). Bas; 2-3 um en ve 4-5 um boyundadir, konturlari diizgiin ve ovaldir, akrozom basin
%40-%70’ini kaplayacak sekildedir. Niikleus yassilasmis ve yogundur. Boyun; 4-5 pm
uzunlugundadir ve basin alt kismima aksiller konumda baglanir. Bir ¢ift sentriyoliin
bulundugu dar bir parcadir. Orta parcada da sperm hiicresinin hareketi i¢in gerekli enerjiyi
saglayan mitokondriler bulunur. Kuyruk 50-55 pm uzunlukta, diizgiin kivrimli ve boyun
kismindan daha incedir. Kuyruk kisminda sperm hiicresine iskelet olusturan fibroz bir kilif

ve hareketini saglayan aksonem yapist bulunur (Sekil 7.2) (16, 21).
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Akrozom
Bas - Postakrozomal balge

Boyun < -
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Kuyruk

J
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J

Sekil 7.1. Olgun sperm hiicresinin yapis1 (19).

Bag Boyun  Orta parca

Plazma membrani Yandan gériiniim Ny
\ Sentriyoller /&
Akrozom . '

Cekirdek fibrili

Dorsal ve ventral
longitudinal siitunlar

Fibroz kilif

Sekil 7.2. Olgun sperm hiicresinin yapis1 (23).
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4.1.2.2. Semen Analizinde Sperm Hiicrelerinin Mikroskobik Incelenmesi

a) Konsantrasyon (Sperm Hiicresi Sayimi)

Sperm hiicresi saymmi i¢in hemositometre, microcell, CellVU, Standard Count,
Makler gibi ¢esitli sayim kamaralari tanimlanmistir. Giiniimiizde yaygin olarak Makler
sayim kamarasi kullanilmaktadir. Makler sayim kamarasinda 100 karelik alan i¢inde en az
10 kare sayim yapilir ve sperm hiicresi konsantrasyonu milyon/ml. olarak degerlendirilir.
WHO (Diinya Saglik Orgiitii) standartlarina gdre 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi
normal kabul edilmektedir (22).

b) Sperm Hareketliligi

Sperm hiicresi sayimi yapilirken hareketlilik; progresif hareketli sperm hiicresi,
hareketli sperm hiicresi ve hareketsiz sperm hiicresi olmak tizere 3 ana sinifta
degerlendirilir. WHO standartlaria gore sperm hiicresi hareketliligi a, b, ¢, d olmak {izere
4 kategoride degerlendirilir. Buna gore; a) hizli, progresif hareketliliktir, b) yavas ya da
duraklayarak hareket eden sperm hiicrelerini tanimlar, c) yerinde hareketliliktir, d)
hareketsiz sperm hiicrelerini ifade eder (22).

c) Morfoloji Degerlendirmesi

Sperm hiicresinin  yapisal 6zelliklerinin incelenmesine dayanan morfolojik
degerlendirme semen analizindeki en 6nemli kriterdir (21). Bir sperm hiicresinin normal
olarak kabul edilebilmesi i¢in sperm hiicresinin basi, boynu (orta parga) ve kuyrugu normal
olmalidir. Basin sekli diizgiin ve oval olmalidir. Basin boyu 4-5 um ve genisligi 2.5-3.5
pum olmalidir. Bag bolgesinin %40-%70’ini kapsayan iyi tanimlanmis bir akrozomal bdlge
olmalidir ve vakuol icermemelidir. Orta kisim ince uzun ve genisligi 1 um’den az, boyu
bas uzunlugunun 1,5 kat1 ve basa aksiyal olarak baglanmis olmalidir. Kuyruk diiz, diizgiin
bicimli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklagik 45 pum uzunlukta olmalidir (22).

Sperm hiicresi ¢esitli yollarla degerlendirilebilir (Tablo 1).
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Kruger’in normal bicimler icin WHO’nun normal bi¢cimler i¢cin
tayin ettigi degerler tayin ettigi degerler

Bas Diizgiin, oval bigimli Oval, diizgiin bigimli
Uzunluk: 5-6 um Yuvarlak, armut seklinde, igne,
Cap: 2.5-3.5 um ¢ift ve sekilsiz baslar daima
Akrozom: Mutlaka sperm hiicresi anormal olarak degerlendirilir.
basmin %40-70’1 kadarini
olusturmali.

Orta parca Ince ve giizel hatli, 1 um genisliginde | Diiz, kuyruktan hafifge kalin
ve yaklasik olarak bas uzunlugunun | olmali.
1.5 katinda olmal1 ve hicbir
sitoplazmik artik bulundurmamali.

Kuyruk Tek, kivrilmamas, diizgiin, 45 pm Tek, kivrilmamas, diiz,
uzunlugunda olmali. biikiilmemis olmali.

Tablo 1: Sperm hiicresi morfolojisinin Kruger ve WHO’a gore karsilagtirilmasi (25).

d) Semen Degiskenleri Icin Terminoloji

Sperm hiicresi sayisi, motilitesi, morfolojisi ve miktarina bagl degerlere gore yapilan

siniflandirmadir (22).

Normospermi: ml.’deki sperm hiicresi sayisinin 20 milyon/ml. ve iizeri olmasidir.

Oligospermi: ml.’deki sperm hiicresi sayisinin 20 milyon/ml’den az olmasidir.

Polispermi: ml.’deki sperm hiicresi sayisinin 20 milyon/ml.’den ¢ok fazla olmasidir.

Azospermi: Tiim ejakiilatta hi¢ sperm hiicresi bulunmamasidir.

Aspermi: Seminal plazma iiretiminin olmamasidir.

Nekrospermi: Sperm hiicrelerinin 6lii olmasidir.

Astenospermi: Motilitenin diisiik (%30’dan daha az) olmasidir.

Teratospermi: Morfolojik olarak anormal sperm hiicrelerinin gogunlukta olmasidir.

Lokositospermi: Semende l6kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasidir.

Hiperspermi: Semen hacminin 6 mlI’den daha fazla olmasidir.

Hipospermi: Semen hacminin 1 ml veya daha az olmasidir.

Globozoospermi: Sperm hiicresinde akrozom bulunmaz ve tim spermler yuvarlak bas

yapist gosterirler.
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Niikleer Anomali (pinhead): Sperm hiicresinin basinin olmayisidir. Hiicreler toplu igne
seklinde bir goriintii verirler.

Total immotil: Semende hi¢ hareketli sperm hiicresi olmamasidir.

Total Fertilizasyon Basanisizhg (TFF): Tekrarlayan IVF (in vitro fertilizasyon)

denemelerinde hig fertilizasyon olmamasidir.

4.2. FERTILIZASYON

Fertilizasyon, gametlerin (sperm hiicresi ve oosit) birleserek yeni bir varlik olan
embriyoyu olusturmak (26) iizere niikleus ve tiim sitoplazmik komponentlerin katilimiyla
gerceklesen bir olaylar zinciridir (21).

Fertilizasyon siirecinin tam olarak ne zaman basladig1 acgikca ifade edilmemesine
ragmen, sperm hiicresi ve oositin birlesmesiyle olusan zigotun ilk embriyonik mitotik
boliinmeye girmeye hazir olmasi ile tamamlandigi kabul gormiistiir (26).

Insanda in vivo fertilizasyon uterin tiiplerin ovaryuma komsu olan ampulla
bolgesinde gergeklesir, burasi uterin tiiplerin en genis ve uzun pargasidir (17).
Fertilizasyon tamamlandiginda yeni bireyin cinsiyeti belirlenir, ebeveynlerden gelen
kromozomlar yeni bir kombinasyon olusturur ve diploid kromozom reorganizasyonu
saglanir (21). Oositin fertilize olabilmesi i¢in 1. mayoz bdliinmeyi tamamlayarak 1. kutup
cisimcigini atmasi, kisaca olgun bir oosit 6zelliklerini kazanmasi gerekir. Sperm hiicreleri
ise ancak kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu tamamlayarak hiperaktivasyon hareket
yetenegini kazandiklarinda dolleyebilme kapasitesine sahip olurlar (27, 28).

Fertilizasyon, birbirini izleyen ii¢ ana baglikta incelenebilir:

1. Sperm hiicrelerinin oosite baglanmasi,
2. Gametlerin fiizyonu, oosit aktivasyonu ve
3. Sperm hiicresi niikleusunun dekondensasyonu ve proniikleuslarin olugmasi

(28).
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4.2.1. Fertilizasyon Siirecinde Sperm Hiicrelerinin Kazandigi Ozellikler

Testisten salinan ve epididim kanalina giren sperm hiicreleri sirkiiler harekete
sahiptir. Sperm hiicreleri epididimisi gegme ve epididimisin kuyruk veya kuyruga yakin
bolgesinde depolanmayi igeren 2 haftalik olgunlagma siirecinden sonra fertilizasyon igin
gerekli olan ileri hareketini kazanir .

Sperm hiicresi basi ii¢ bolgeden olusur:

1) Kondanse niikleus; bazik protaminlerle kapli genomik DNA’y1 igerir.
2) Akrozomal kese, li¢ 6geden olusur.

a) Dis akrozomal membran

b) I¢ akrozomal membran

c) Hidrolitik enzimler
3) Plazma membrani (16).

+ Kapasitasyon

Sperm hiicreleri kapasitasyon siirecini disi genital kanallarinda, bu kanallarin
salgilariin etkisiyle tamamlarlar. ~ Kapasitasyon, sperm hiicrelerinde yapisal bir
degisiklige neden olmayan ve genellikle akrozom reaksiyonunun tamamlanmasi igin
gerekli bir olgunlagsma siireci olarak kabul edilir. Sperm hiicrelerinin, vajinadan uterin
tiiplere ulagmasi sirasinda gegen siirece yayilan kapasitasyon sirasinda sperm hiicrelerinin
plazma membranlarinda bazi degisiklikler gozlenir;

e Akrozomal kep bdlgesindeki plazma membranindan seminal plazma
proteinleri ve glikoprotein Ortii uzaklagtirilir.

e Sperm hiicresi plazma membranindaki intramembrandz partikiillerin yer
degistirdigi gozlenir.

e Intraselliiler kalsiyum ve sodyum seviyesi yiikselir.

Kapasitasyon, sperm hiicrelerinin oositle karsilasmadan 6nce tamamlamis olmalari
veya bu sirada tamamlamalar1 gereken bir siirectir. Her ne kadar yapisal bir degisiklik
gozlenmese de; kapasite olan sperm hiicrelerinde intraselliiler iyonlarin yeniden
diizenlenmesi gerceklesir ve metabolik degisiklikler olur. Molekiiler diizeyde ise adenilat
siklaz/protein siklaz aktivitesi yeniden diizenlenir ve niikleus proteinlerinde degisiklikler

meydana gelir (28, 29).
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% Hiperaktivasyon

Kapasitasyon siirecini tamamlayan sperm hiicrelerinin motilite kinetigi degisir ve
hiperaktive olurlar.  Hiperaktivasyon, sperm hiicrelerinin kuyruk hareketlerindeki
acilanmanin ve ileriye dogru olan hizinin artmasi olarak tanimlanir (30).

% Akrozom reaksiyonu

Kapasitasyonun aksine sperm hiicrelerinde yapisal degisiklige neden olur (21). Bu
reaksiyon sperm hiicresinin zona pellusidaya (ZP) penetrasyonu i¢in gereklidir (26).

Sperm hiicresi oosite yaklastiginda ve Ca* varliginda sperm hiicresi plazma
membran1 dis akrozomal membranla kaynasir. Bu olay akrozom reaksiyonu olarak
adlandirilir. Membran fiizyonu ile olusan kiigiik agikliklar hidrolitik enzimlerin salinimini
kolaylastirir (16).

Akrozomal reaksiyonda islevsel olan enzimler hyaliironidaz, asit proteinaz,
ariminidaz, akrozin, esteraz, fosfataz, aril siilfataz, kollajenaz, fosfolpaz C, a-glukorinidaz
ve ndrominidazdir (21).

Akrozom reaksiyonunu tamamlamis sperm hiicresi salgiladigi hiyaliironidaz,
hiyaliironik asitten zengin olan kumulus hiicreleri arasindaki matriksi eritirken; sperm
hiicresi ylizeyindeki akrozin ise zona pellusidanin asilmasinda rol oynar.

Tiim memeli oositlerinin plazma membranlari, oosit tarafindan tiretilen ve 6-7 pm
kalinliginda olan zona pellusida tarafindan sarilmistir (16). Zona pellusida insanda 13-15
um kalinliginda ZP1, ZP2, ZP3 glikoproteinlerinden olusan ve oositi ¢epegevre saran bir
kiliftir (21). ZP2 ve ZP3 diizenli araliklarla ZP1 dimerleri tarafindan birbirine baglanarak
uzun filament kompleksini olustururlar. Yalnizca akrozomal reaksiyona girmis sperm
hiicresi, ZP3’e baglanabilir (16).

Sperm hiicresi-oosit fiizyonunda iki membran proteini gereklidir. Bu proteinler,
sperm hiicresinde Izumo ve oositte ise CD9’dur. lzumo, sperm hiicresi-spesifik
immunoglobulin siiper ailesine ait membran proteinidir. Akrozom reaksiyonu sonrasi
sperm hiicresi plazma membraninda yerlesim gosterir. CD?9, tetraspanin siiper ailesine ait
transmembran proteindir.  lzumo ve CD9 proteinleri, sperm hiicresi-oosit flizyon
reaksiyonu i¢in gerekli plazma membran protein kompleksinin organizasyonu veya
stabilizasyonu i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir (Sekil 8). Diger proteinlerden,
ADAM’lar gibi proteinlerinin de (disintegrin ve metalloproteaz) fiizyon reaksiyonuna

katildig1 diistintilmektedir. Sperm hiicresi-oosit flizyonu, oosit plazma membraninda hafif
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siddette depolarizasyona yol agmaktadir. Bunun sonucunda da oosit sitoplazmasi iginde 5-
20 saniye Ca™ dalgasi olusmaktadir. Ca*® konsantrasyonundaki artis, depolarizasyon
sinyallerini arttirir.  Oositin hiicre boliinmesine devam etmesi ile 2. mayoz bdliinmeyi
tamamlayarak 2. kutup cisimciginin perivitellin araliga atilmasini ve erken embriyogenezin
baslamasini tetikler (20).

Membranlarin birlesmesi asamasinda, sperm hiicresi basinin ekvatoryal kismi oosit
plazma membranina baglanir ve sperm hiicresinin oosit i¢ine girisi fagositoza benzer bir

sekilde gergeklesir (21, 26).
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Sekil 8. Sperm hiicresi-oosit flizyonunun sematik gosterimi (20).

4.2.2. Oositte Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler ve Oosit Aktivasyonu

Gametlerin birlesmesi ve sperm hiicresinin oosit sitoplazmasina girmesinden hemen
sonra oosit sitoplazmasimin periferinde yerlesik olan kortikal graniiller hiicre ylizeyine
salgilanarak polispermiye karsi blok olustururlar. Kortikal graniillerin oosit yiizeyine
salgilanmasina kortikal reaksiyon adi verilir.  Ekzositoz yoluyla hiicre yiizeyine
salgilandiklarinda kortikal graniiller; zona pellusidanin yapisinin degisip, sertlesmesine
neden olurlar. Bu da zona reaksiyonu olarak bilinir.

Sperm hiicresinin oosit sitoplazmasi i¢ine girmesinden sonra oosit aktivasyonunu
takiben oositin fertilize oldugunun gostergesi olarak proniikleuslarin olusmasi beklenir

(21). Sperm hiicresi niikleusunun oosit sitoplazmasinda depolandiktan sonra ugradig ilk
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molekiiler degisiklik, protaminlerinden arinip yerine oosit kdkenli histonlarin konmasidir
(26). Bu adim, oncesinde sperm hiicresinin niikleer zarmin ortadan kaldirilmasini
gerektirir.  Yeni niikleer zar es zamanli olarak sperm hiicresi kokenli ve oosit kokenli
niikleer DNA’lar ¢evresinde sirasiyla erkek ve disi proniikleuslar1 ile olusacak sekilde
sonuglanir. Her iki proniikleus oosit sitoplazmasinda rotasyona benzeyen hareketler
yaparak birbirlerine yaklasirlar. Proniikleer degisim tamamlandiginda hem disi hemde
erkek niikleer zarlar pargalanir ve niikleer materyalleri birlesip, biitiinlesir. Bu asamaya
niikleer singami denir. Niikleer singamiden hemen sonra ilk embriyonik hiicre boliinmesi
baslar (26).

¢+ Oosit Aktivasyonu

Gametlerin birlesmesi ve sperm hiicresinin oosit sitoplazmasina girmesinden sonra,
kortikal graniillerin ekzositozunu baslatan mekanizma, hiicre iginde Ca*? iyonlarinin
artisina bagli olarak gelisen olaylardir (21).

Sperm hiicresiyle birlesen oosit sitoplazmasinda yapisal ve biyokimyasal birtakim
degisiklikler meydana gelir. Bu birlesmenin dogrudan sonucu oosit aktivasyonudur (21,
31).

Memeli oositleri 1. kutup cisimciginin atilmasi sonrasinda, 2. mayoz boliinmenin
metafazinda (MII) duraksar (32, 33). ¢Oeosit aktivasyonu’’ olarak adlandirilan ve
gelisimin devam edebilmesi i¢in bu duraksamanin salinmast en énemli biyolojik siirectir.
Aktivasyon; mayotik duraksamadan kurtulma, kortikal graniillerin ekzositozu, hiicre
siklusunun ilerlemesi, proniikleer olusum, maternal mRNA’nin gogii, embriyonik gen
ekspresyonu ve sitozolik serbest Ca**
38).

un tekrarlayan salimimlarini igerir (34, 35, 36, 37,

Tek bir Ca'? salimm oosit aktivasyonunu baslatir ama fertilizasyonun
gerceklesmesi, gen ekspresyonu ve metilasyon durumu igin uzun siire Ca*? salimminin
gerceklesmesi gerektigi bilinmektedir (12, 13, 48).

Fertilizasyon silirecinde bircok olaymn baslayip devam etmesinde esas olan
intraselliiler Ca*? artisi oosit aktivasyonunda da etkilidir (21). Memeli oositlerinde, sperm
hiicresi girisinden kisa siire sonra karakteristik bir Ca*? sinyali meydana gelmektedir. Bu
sinyaller ilk olarak farede tanimlanmistir (39). Bu sinyaller periyodik olarak tekrar eden
sitoplazmik serbest Ca™® iyon konsantrasyonundaki keskin pikler seklindedir ve Ca*

salinimlar olarak tanimlanmistir. Bu sinyaller, ilk olarak sperm hiicresinin kaynastigi
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bélgeden baslayan Ca*? dalgalari bigimine doniisiir. Bu olay hem hiicre dist araliktan, hem
de basta endoplazmik retikulum olmak iizere hiicre i¢inde Ca*? depolayan organellerden
sitoplazmaya dogru Ca' akigi ile diizenlenir (40). Ca*? iyonlarinin, hiicre icinde Ca*?
depolayan farkli organeller ile sitoplazma arasindaki hareketini biri inositol 1, 4, 5 trifosfat
(IP3) digeri de ryanodine bagli olmak iizere reseptdr tarafindan yonetilen iki Ca™ kanali
diizenler (41). Bu reseptorlerin Ca*? ile indiiklenerek Ca*® salivermesi, sperm hiicresi
kaynakl1 bir faktor tarafindan ayarlanarak oositin Ca*? homeostazini saglayan diizenegin
Ca* dalgalarin1 ve dalgalanmalarini olusturmasini saglar (42).

Memeli oositi iginde Ca™ salmmumn IP3 molekiilii aracili oldugu bilinmesine
ragmen, bu salinimin altinda yatan mekanizma, ‘Fosfolipaz C Zeta (PLC()’ ad1 verilen ve
ayirt edici 6zellikleriyle sperm hiicresi kaynakli bir fosfolipaz olan ¢oziiniir ‘sperm hiicresi

faktor” kesfiyle anlasilmistir (12, 13, 31, 43, 44, 45, 46, 47, 48).
4.2.3. Fertilizasyon Anomalileri

Fertilizasyon anomalileri genellikle sperm hiicresi kokenli oosit aktivasyon
faktorlerinin eksikliklerinden dolay1 oositin sitoplazmik sistemlerinin sperm hiicresi
faktoriine yeterli cevap verememesinden kaynaklanir (26).

» Total Fertilizasyon Basarisizhg (TFF)

Oositlerin  sitoplazmasinda merkezi yerlesim gosteren iki proniikleus (bazen
sitoplazmanin periferinde de gozlenebilir) ve perivitellin araliktaki iki kutup cisimcigi
fertilizasyonun gerceklestiginin  gostergesidir. IVF uygulamalarinda kimi zaman
proniikleuslar goriilmeyebilir, tek proniikleus veya cok sayida proniikleus goriilebilir veya
oositlerin hi¢ birinde fertilizasyon belirtileri saptanamaz. Oositlerin hi¢ birinin fertilize
olmamas1 TFF olarak bilinir. Klasik IVF ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunda (ICSI)
bu duruma neden olan faktorler ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir.

Diisiik Fertilizasyona Neden Olan Durumlar:

v' Total Immotil: Yikamp hazirlanmis semen &rneginde oosit basina tek bir motil
sperm hiicresi bulunmasi; ICSI uygulamalar1 igin yeterli kabul edilmektedir. ICSI’de
fertilizasyon ve gebelik oranlariin ciddi diizeyde olumsuz etkilendigi tek durum; 6rnekte
yikama isleminden sonra hi¢ motil sperm hiicresinin gézlenmedigi ‘total immotil sperm’

olgularidir. Sperm hiicresinde hi¢ hareket izlenmiyorsa, sperm hiicresinin canliligi da
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stiphelidir. ICSI’de immotil sperm hiicreleriyle c¢alisildiginda segilen sperm hiicresi olii
olabilir. Olii sperm hiicrelerinde fertilizasyonun gerceklesmemesi, 6lii sperm hiicrelerinde
DNA’nin hasarli olmasindan kaynaklanabilir ve zarar goren DNA nedeniyle sperm hiicresi
niikleusunun dekondensasyonu gergeklesmez (21).

v" Niikleer Anomali: Fertilizasyon ve gebelik oranlarinin diisiik olmasina sebep olan
bir diger sperm hiicresi anomalisidir. Morfolojik degerlendirme yapilirken boyanan sperm
hiicrelerinde, sperm hiicresi baginin toplu igne seklinde gozlendigi olgulardir. Pinhead ya
da mikro bas olarak adlandirilir. Bu sperm hiicresi anomalisinde bassiz kuyruklar gozlenir
veya sperm hiicresinin mikro bagsinda DNA bulunmamaktadir (49, 50).

v" Globozoospermi: ICSI’de fertilizasyonun gergeklesememesinin bir diger nedeni de
globozoospermidir (21). Globozoospermik erkeklerin sperm hiicreleri morfolojik anomali
sergiler. Bu sperm hiicreleri akrozom yoklugu ve yuvarlak niikleus sebebiyle tipik
yuvarlak bas sekline sahiptir (51, 52) ve bu sperm hiicreleri gogu zaman kivrilmis kuyruk,
niikleer membranda ayrilma ve post-akrozomal kilifin bulunmamasi gibi hiicre iskeletini
de kapsayan ¢oklu defektlere sahip olma egilimindedir (15).

» Fertilizasyonun Gecikmesi

Fertilizasyon; ICSI veya klasik IVF’te inseminasyondan 48 sonra gozlenebilir ve bu
durum gecikmis fertilizasyon olarak degerlendirilir.

» Polispermik Fertilizasyon

Genellikle oosit olgunlagmasiyla iliskilendirilir, immatiir ve postmatiir oositlerde
kortikal reaksiyonun erken ya da ge¢ olmasi polispermik fertilizasyona neden olmaktadir

(21).
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4.3. FOSFOLIPAZ C ZETA (PLCY)

Fosfolipaz C (PLC) ilk olarak 1981°de saflastirilmistir ve molekiiler agirliginin 68
kDa oldugu bildirilmistir (53). Fosfoinositidil-spesifik PLC, fosfatidilinositol 4, 5 bifosfati
(PIP,) hidrolize ederek ikincil mesajcilar olan, diagilgliserol (DAG) ve IP3 molekiiliinii
tiretir. DAG ve IP3, protein kinaz ve intraselliiler Ca*? salinimini aktive ederek ileri sinyal
transdiiksiyon yolunu basglatir (54, 55, 56).

Memelilerde 13 PLC izomeri tanimlanmis ve 6 alt tipe ayrilmistir. Bunlar; PLC beta
(B1, 4), PLC gama (v1, 2), PLC delta (31, 3, 4) , PLC epsilon (g), PLC zeta ({) ve PLC eta
(m 1, 2)’dir. PLC izomerlerinin asil fonksiyonu ana sinyal proteini olmalaridir (57).

PLC izomerleri yiiksek korunmus katalitik X ve Y bolgelerinin yanisira gesitli
regiilator bolgelerde igerir; bunlar C2 boélgesi, EF (uzama faktorii) bolgesi, Src homoloji
(SH) bolgesi ve plekstrin homoloji (PH) bolgeleridir. Her PLC izomeri 6zgiin bir bolgeye
sahiptir ve PLC izomerleri farkli dokularda farkli sekilde eksprese olurlar. Bu faktorler,
spesifik diizenleyici mekanizmaya katki saglar ve PLC izomerlerine fonksiyonel ¢esitlilik
katar (56).

Oosit aktivasyonu; kortikal graniillerin ekzositozu ile polispermiye engel olma,
oositin mayotik duraksamadan kurtulmasi ve IP; molekiilii aracili hiicre sinyaline cevap
olarak, intraselliiler Ca**un artmasi olaylarim igeren fertilizasyon siirecinin esas
basamagidir (11, 58, 59). Insanda 12. kromozomda lokalize olan sperm hiicresi-spesifik
PLCE, oosit aktivasyonunda Ca*? salimimindan sorumludur (12, 13, 48).

Cesitli caligmalar PLCC nin, oosit aktivasyonu i¢in fizyolojik ajan oldugunu kanitlar
niteliktedir (31, 43, 44, 45, 46, 47). Rekombinant PLC{ veya proteinin her ikisininde fare
oositine enjeksiyonu sonucu Ca*? salinimlari basladig ve fertilizasyonun gerceklestigi ve
blastosist agamasina kadar olan embriyo gelisiminin de devam ettigi gézlenmistir (12, 13,
48). Sperm hiicresi ekstraktlarindaki PLC{ eksikligi Ca*? salimm yetenegini bastirir (12,
13, 48).

PLC’nin bilinen alt birimleri olan y, B, 8, € ve n’nin Ca*? salimmu ile iliskisi
saptanamamistir (60, 61). Yeni bir alt birim olarak PLC{ tanimlanmis ve bu proteinin
anahtar iglevinin oosit aktivasyonu oldugunu belirtilmistir (36). PLCC, tipik PLC yapisi
sergiler (12, 13, 48) ve PLC izoformlar1 ile homoloji gosterir (62, 63). En yakin
homolojiyi (%33) PLCS ile en diisiik homolojiyi (%9) ise PLCg ile gosterir (13).
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PLCC, tiim PLC’lerde ortak aktif boliim olan X ve Y katalitik bolgelerine (63, 64),
tek C2 bolgesine ve 4 ardarda dizili EF bolgesine sahiptir.  PLCC’nin diger memeli
PLC’lerinden en biiyiik farki PH ve SH boélgelerinin (13) bulunmamasidir (Sekil 9). Bu
durum PLC{’y1 memeli PLC’lerinin en kii¢iigii yapar (12, 13, 48, 63). Insanda yaklasik 70
kDa (12, 13, 48, 64), farede yaklasik 74 kDa agirliktadir (12, 13, 48). Insanda PLC{ nin;
aminoasit numaras1 608, izoelektrik noktas1 9.14, GenBank Uluslararas1 Niikleotid Sekans
Veritaban1 aksesyon numarast AF532185 olarak belirtilmis ve 15 ekzonu oldugu
bildirilmistir (12).

EF bolgesi iki ¢ift lob seklinde diizenlenmistir ve PLC{ nin enzimatik aktivitesinde
6nemli role sahiptir. Kalmodulin ve troponine benzer sekilde Ca™u baglarlar (48).
PLCCnin diger memeli PLC’lerinden bir diger farki ise Ca**a yiiksek duyarlilik
gostermesidir (64, 66). PLC{nin PH bolgesi olmadan membrana bagli substrat olan
PIP,‘yi nasil hedef aldig1 belirsizligini korumaktadir ve C2 bolgesinin PIP;‘ye baglanmada
etkili olabilecegi distiniilmektedir (63, 64). X ve Y Kkatalitik bolgeler arasindaki X-Y
baglanti bolgesinin de PIP;'ye yiiksek afinitesi oldugu gosterilmistir (38, 66). X-Y
baglant1 bolgesi tiirler arasinda biiyiik farklilik gosterir ve insanda en kisa boydadir (64).

Katalitik Bolge

A
f \

EF BE'EESi X Bilgesi Y Bolgesi

— 2 4
Y

EfF— X
\/J

X-¥ Baglantisi

C2 Bolgesi

Sekil 9. PLCC molekiiliiniin sematik gosterimi (67).
PLCC’nin her bolgesi farkli karakteristik biyokimyasal 6zellikleri gostermede onemli

role sahiptir. PLC(, oosit membranindaki PIP; molekiiliinii [P3 ve DAG’a hidroliz ederek
protein kinaz C (PKC) sinyal yolunun aktive edilmesini saglar (12, 13, 38, 48, 68). 1P3
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endoplazmik retikulum iizerindeki inositol 1, 4, 5 trifosfat reseptoriine (IP3Rs) baglanir.
Intraselliilar Ca** depolarmdan Ca*? salmmimi tetikler ve oosit aktivasyonunu indiikler

(Sekil 10, 11) (69, 70, 71).

Kortikal Graniiller

SPERM
-

"

Qosit Membrani

'
Ca*? Salinimi
. ‘ L N

PR

Sekil 10. PLCZ molekiiliiniin hareket mekanizmasi (72).
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v Zona pellusida

Perivitellin Aralik

Dosit

. aktivasyonu " Endoplazmik
g?:rltcllllar vehﬁcr‘rwla Ca™ salinimi Retikulum
= 5ik||_J5unLr| \-— — .
sitoplazmasi yeniden —f{ IP3, ER iizerindekilP3
baslamasi reseptirerine badlanir.

Sekil 11. PLCZ molekiilii isleyis mekanizmasinin sematik gosterimi (67).

Fertilizasyonu takiben oositte Ca*™® salimmi proniikleus olusumu sirasinda kesilir
(73). Bu kesilme PLCCnin interfaz asamasinda proniikleuslarda yerlesmis olmasindan
kaynaklanir.  Bu lokalizasyonun sebebi niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS)’dir.
Proniikleer zarlarin parcalanip oosit i¢inde mitozun yeniden baslamasma kadar Ca*?
salmimi stirdiiriilmez (64, 65). Bu niikleer lokalizasyon ile PLCCnin 6zelliginin
korundugu 6nerilmistir (64).

PLC(, Ca**a yiiksek duyarhihik gosterdigi igin oosit igindeki Ca*? seviyesini ve IP;
molekiilii @iretimini artirrr.  Olgun bir sperm hiicresi de oositteki gibi durgun Ca*?
konsantrasyonuna sahiptir. PLC{’nin sperm hiicresi iginde Ca*? seviyesini artirmamasi
periniikleer matriksteki lokalizasyonu sayesinde saglanir. PLCC nin periniikleer matrikste
tutunmus olmasi sperm hiicresi plazma membranindaki PIP,’den uzak tutulmasini saglar
(64).

Kapasite olmamis insan sperm hiicresinde PLC(, baskin olarak ekvatoryal alanda,
daha diisik oranda ise akrozomal ve post-akrozomal alanda saptanmistir (74).
Kapasitasyondan sonra post-akrozomal ve ekvatoryal bolgelerde bu proteinin dagilimi
gozlenmistir. Ekvatoryal ve post-akrozomal populasyon gametlerin fiizyonunu takiben

oosit sitoplazmasina hizli gecisi sagladigim diisiindiirmektedir (65).
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4.3.1. PLC{ Gen Mutasyonlari

PLC( eksikliginin ilk genetik baglantis1 oosit aktivasyon bozuklugu (OAD) goriilen
infertil erkeklerde yer degistirme mutasyonu (H398P) belirlenerek ortaya konmustur (15).
Bu mutasyon PLC( ag¢ik okuma ¢ergevesinin (ORF) 398 pozisyonunda, aktif Y bolgesinde,
histidin aminoasitinin prolin aminoasitine degisimi ile meydana gelmistir. Bir diger nokta
mutasyonu (H233L) ise katalitik X bolgesinde, aminoasit dizisinin 233 pozisyonunda
histidin aminoasitinin 16sin aminoasitine degisimi ile meydana gelmistir (15, 80).

Mutasyon: Genlerin niikleotid dizisinde herhangi bir nedenle meydana gelen ve
kalitsal olan degisikliklere denir. Canlilarda, gen rekombinasyonu digindaki nedenlerle
meydana gelen kalitsal degisiklerdir.

Mutasyonlar kromozom ve gen mutasyonlar1 olarak ayrilir. Gen mutasyonlar: ise
fenotipe ve genetik materyale etkisine gore siniflandirilir. Gen mutasyonu; tek bir gen
icinde olustugu ve bir kromozom bdlgesine ait oldugu i¢in gen mutasyonu veya nokta
mutasyonu olarak isimlendirilir. Genetik materyale etkisine gore gen mutasyonlari;

v" Yanlis anlamli (missense) mutasyon; gendeki bir baz degisikliginin bir kodonun
anlamin1 bir aminoasitten baska bir aminoasite degistirmesidir.

v Anlamsiz (nonsense) mutasyonda ise; anlamli bir kodon stop kodonuna doniisir.
Bu durumda protein sentezi durur ve olusan protein fonksiyonel degildir.

v' Sessiz (silent) mutasyonda; bir aminoasiti kodlayan kodon, yine ayni aminoasiti
kodlayan bagka bir kodona doniisiir.

v Notr mutasyonda; bir aminoasiti kodlayan kodon farkli bir kodona doniisiir fakat
fonksiyonel olarak baslangigtaki aminoasite benzer yani fonksiyonlar1 ayni yapilari

farkli olan aminoasitler olusur. Sonugta olusan protein fonksiyonel olabilir (75).
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4.4. ERKEK INFERTILITESI VE PLC{ ILE ILISKISI

WHO infertilite tanimlamasint “en az bir yil siireyle ¢iftlerin korunmasiz olarak
iliskide bulunmalarina karsin ¢ocuk sahibi olamamalar1” olarak yapmaktadir (22). Diinya
tizerinde yedi ciftten birinin infertilite sorunu ¢ektigi bilinmektedir (1).

Erkek infertilitesinin altinda yatan nedenlerin sayisi ¢ok olsa da geleneksel olarak
pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler etkenler seklinde gruplandirilir.

v' Pretestikiiler nedenler, daha ¢ok hormonal kaynaklidir.

v’ Testikiiler nedenler, testis diizeyinde etki gostererek infertiliteye neden olan
durumlar kapsar.

v' Posttestikiiler infertilite nedeni ise sperm fonksiyon veya hareketliligini
ilgilendiren anormalliklerdir (76).

Aciklanamayan erkek faktorlii infertilitede yada ICSI takibinden sonra sperm
hiicresinin 00siti aktive etmeye giicliniin yetmedigi durumlarda erkek infertilitesi goze
carpmaktadir ve bliylik kaygi uyandirmaktadir (77, 78). Erkek infertilitesi durumlarinin en
bilineni ICSI takibi sonrasinda OAD durumudur (10, 79).

Oosit aktivasyonunun olmadigi bazi erkek faktorli infertilitelerde, PLCZ anormal
ekspresyon ya da fonksiyon bozuklugu gdosterebilmektedir. ICSI tedavisi bu olgularin
%35-40’ma ¢6ziim getirmektedir. ICSI uygulamalarinda ortalama %70 vakada normal
fertilizasyon gergeklestigi bildirilmistir (78). Ancak ICSI sikluslarinin total ya da kismi
fertilizasyon basarisizligi oran1 da %1-5 olarak rapor edilmektedir (2). OAD ile PLC(
arasindaki baglant1 ilk olarak Yoon ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir ve
tekrarlayan TFF goriilen olgularda Ca™ salimminin olmadigini géstermis ve bunun sperm
hiicresinde bulunan PLC{’nin anormal ekspresyonuna bagli oldugunu bildirmistir (14).
Sperm hiicresi ekstraktlarinda PLCC eksikliginin Ca™? salimm yetenegini inhibe ettigi
bildirilmistir (12, 13, 48).

Idiyopatik erkek infertilitesi, testikiiler gen ekspresyonu ve spermatogenezi bozan
bircok genetik defektlerin sonucunda olabilir. ICSI gibi yardimla {ireme teknikleri (YUT)
miidahaleleri ile paternal fertilizasyon problemlerinin babadan ogula transfer edildigi
gosterilmistir (65).

Globozoospermide, sperm hiicresinin morfolojik deformasyonu, oosit aktivasyonu ve

akrozom formasyonunda anormallige neden olur. Ancak, morfolojik olarak normal sperm
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hiicresi de oosit aktivasyonunda basarisiz olabilir. Son ¢alismalar ile globozoospermi ve
OAD olan diger durumlarda aktivasyon basarisizligi; PLC{’nin anormal ekspresyonu,
lokalizasyonu ve protein yapisina baglanmistir (14, 15).

Diisiik miktarda PLC( proteinine sahip hastalarda veya PLC{’nin mutant formunun
enjekte edildigi hastalarda sperm hiicresinin 00sit aktivasyonu i¢in gerekli Ca*? salmimini
yapamadig1 ve fertilizasyonun basarisizliga ugradigi goriilmustiir (14, 15, 80, 81). Yapilan
caligmalarda globozoospermik, diisiik fertilizasyon veya tamamen fertilizasyon
basarisizlig1 gosteren hasta gruplarinda PLCC proteini ekspresyonunun fertil veya yiliksek

oranda fertilizasyon gosteren gruplara gore oldukea diisiik oldugu gosterilmistir (82).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu c¢alismaya infertilite merkezine bagvurmus olan yaslar1 24-42 arasinda degisen,
normospermik 20 olgu ve fertilizasyon basarisizligina ya da diisiik fertilizasyona neden
olan globozoospermik, total immotil, niikleer anomali gosteren semen 6rnekleri ile TFF

goriilen 18 olgu dahil edildi.

5.2. SEMEN TOPLANMASI

Semen Ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastlirbasyon yontemi ile alindi.
Mililitredeki sperm hiicresi sayisini belirlemek iizere, Makler sayma kamarasina (Counting
Chamber Makler, Sefi Medikal Instruments, Israil) 0,5 ml semen 6rnegi konuldu. Toplam
sperm hiicresi sayisi, motilite ve morfoloji degerlendirmesi X20 biiylitme altinda yapildi.
Morfolojisi, faz kontrast mikroskopta, X100 biiyiitmede Kruger kriterlerine gore
degerlendirildi.

PLCCnin sperm hiicrelerindeki immunfloresan gosterimi i¢in bu hastalarin semen
ornekleri kullanildi. Semen 6rnegi lama damlatilip yayildi. Havada kurutulduktan sonra

soguk paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildi (%4, pH: 7,4).
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5.3. SPERM HUCRELERINIi BOYAMA VE MORFOLOJi INCELEME

Morfolojik degerlendirme i¢in bir lama bir damla semen Orneginden damlatildu.
Damlatilan semenin miktari, sperm hiicresi sayisina bagli olarak ayarlandi. ikinci bir lam
araciligi ile bu damla lam {izerine yayilip hava ile kurutuldu ve Spermac boyama (Ferti Pro
NV, Industriepark Noord, Belcika) yontemi ile boyandi.

Lam tizerine yayilip kurutulan preparatlar, fiksatif soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
Fiksatif su ile aritildiktan sonra suyu siiziilerek A, B, C (Ferti Pro NV, Industriepark
Noord, Belgika) soliisyonlarindan 1,5 dakika olacak sekilde sirayla boyama islemi yapildi.
Kurumasi igin beklendi. Immersiyon yagi kullanilarak X100 biiyiitmede incelendi.
Morfoloji degerlendirmesi yaparken 100 sperm hiicresi dikkate alindi. Her anomali ayr1

ayr1 not edildi.

5.4. KANDAN DNA iZOLASYONU

PLC{ gen mutasyonlarmi belirlemeyi amagladigimiz g¢alismamizda bu infertil
olgularin erkek eslerinden DNA izolasyonu amaciyla etilen diamin tetraasetik asitli
(EDTA) tiiplere kan alindi. Kan 6rneklerinden DNA izole edildi. DNA izolasyonu
Fermentas-Genomic DNA Isolation Kit KO512 DNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi.

Asamalar sirasi ile asagidaki sekilde yapilds;

1. Eppendorf tiipler icerisine 20 pl Proteinaz K konuldu.

2. Proteinaz K tizerine 400 pl Lysis solution eklendi.

3. EDTA’]1 kan tiipleri ters yiiz edilerek 200 pl kan 6rnegi alind1 ve bu karigim iizerine
pipetaj yapilarak eklendi.

4. Tipler 56°C de, 10 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyondan sonra eppendorf tiipler igerisine %95’lik Etanol (EtOH) konulup iyice
karistirildi ve karisim filtreli kolon tiiplere aktarildi.

6. Filtreli kolon tiipler 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve kolon tiiplerdeki sivi
uzaklagtirildi.

7. Filtreli tiipler yeni kolon tiiplere yerlestirilip tizerine 500 ul Wash Buffer | ilave edilerek
10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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8. Santrifiij sonunda kolon tiipteki siv1 uzaklastirilip filtreli kisim kolon tiipe yerlestirildi
ve tizerine 500 ul Wash Buffer II ilave edilerek 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Kolon tiipteki siv1 tekrar uzaklastirildi ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Filtreli tiipler temiz bir eppendorf tiip igerisine yerlestirilerek tizerine 100 pl Elution
Buffer eklendi.

10. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi ve sonra 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

11. Izole edilen DNA’lar -20°C*‘de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilincaya kadar

saklandi.

5.5. PLC{ GENINE AIT EKZONLARA OZGU PRIMER TASARIMI

PLCC geninin 15 ekzonu olup bu bdolgeleri igine alan ileri ve geri primerler tasarlandi
ve tim primerler blast edildi. Primer tasariminda PrimerPlex 2, Premier Biosoft
International programi kullanildi. Ayrica primer tasariminda daha 6nceden tanimlanmis
olan H398P ve H233L mutasyonlarinin da taranmasi saglandi.

Liyofilize halde hazir gelen primerler (Metabion International AG) konsantrasyon
miktarlarma gore sulandirilarak, her primerden 100 pmol (pikomol) stok primer elde
edildi. PCR kosullarina gére bu stok primerlerden 10 pmol olacak sekilde primerler ayrildi
ve -20°C’de PCR yapilincaya kadar saklandi.
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Ekzon Numarasi

ileri Primer

Geri Primer

PLC{- EKZON1

CATTCCATGAGCCACCTT

AACTGCCATTGTATCTCCTT

PLC( - EKZON2

GTTTCAAGGGCAGGGTAG

ATGACTTAATCCAGCAAAGCT

PLCC- EKZON3

CAATGACTTTCTGTGAGAATTTCC

TGTCTCCACTTTCATTTCTGATTT

PLCC- EKZON4 GTGAGCCCACCAGTCATTTT GACCCATCCAAAAACGGTAA
PLCZ- EKZONS TGCTCTACTACTGAGTAAGT TGGATAACATGGAGAGTCTT
PLCC- EKZONG GACTAGCGAGAAAGACACA TTCACTGCCTACTAATGGAT
PLCC- EKZONY TGCTTCAGTTGTTCCTATTC ACAGGCCAATATAACAGTGA
PLCC- EKZONB8-9 TTCAGTGACTGTTACAATGCA CGTGCTCAGCCTAGAGAA
PLCC- EKZON10 CAAATGGTGTTTGAGGAGAT CCACATCGGACATTCTCA
PLCC- EKZON11 TCCTTGAATGATCAGTGTAC AACCCAGATAGGAATGACTT
PLCC- EKZON12 ATATAGACATGGCAGGAGAA TAGAAGGATGCTGGAATACT
PLCC- EKZON13 GTGGACATTGTGGATTTCA GCTTTCCAACAAGAAGTCTA
PLCC- EKZON14 GTCTGGTTATTATTCCTCTCAC CACCTTCCACATGAGAACA
PLCZ- EKZON15 GGCAGTTAGGAAGTCAGAAT GCAGGAGAAATCAGCAAAC

ve

Tablo 2: PLC( ekzonlarini kapsayan primerlerin sekans bilgileri.




5.6. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PCR)

Kan orneklerinden DNA izolasyonu ile elde edilen DNA’lar kullanilarak PCR
karisimi hazirlandi. PCR i¢in Nanohelix, HelixAmp™ T5000N Kiti kullanildi. Bu amagla
her 6rnegin her ekzonu i¢gin; 13,7 ul H,O, 5 ul Helix Reaction Buffer, 5 ul 5X Tune Up, 1
pl dNTP mix, 0,3 ul Helix Amp Taqg Polimeraz, her bir primerden 1pl ve drneklerden elde
edilen 3 ul DNA eklendi.

DNA’larin amplifikasyonlar1 PCR cihaz1 (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR
System 9700, Amerika) kullanilarak 95°C’de 2 dakika ve 35 dongii 95°C’de 20 saniye —
55°C’de 40 saniye — 72°C’de 1 dakika ve 72°C’de 5 dakika olacak sekilde reaksiyon
gerceklestirildi.

PCR iiriinlerinin kontrolii %2’lik agaroz igeren agaroz jel elektroforezinde yapildi.
DNA bantlar1 ultraviyole (UV) 15181 altinda etidyum bromiir (EtBr) varliginda gdzlendi.
[lluminator (Loccus Biotecnologia, Brezilya) iizerinde goriintiilenip kaydedildi. PCR
isleminin tiim agsamalarinda her 6rnegin her ekzonu igin bir pozitif ve bir negatif kontrol
kullanildi.

5.7. PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI iLE
ANALIZI

PCR iriinleri EtBr varliginda agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Jel hazirlamak
icin %2’lik agaroz (Prona Biomax Agarose) 1X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) (10X
Thermo Scientific Electroforesis Buffer ) ile karistirildiktan sonra isitilarak eritildi. 50-
60°C’ye kadar sogutuldu ve 10 ul EtBr eklenerek karistirildi. Karigim jel tankina (Thermo
EC Midicell PRIMO EC330, Amerika) dokiildii. Orneklerin incelenebilmesi igin
kuyucuklar agilmasi amaciyla tarak yerlestirildi. Jelin katilasmasi i¢in 30 dakika
bekletildikten sonra tarak ¢ikarildi ve tank elektroforez tampon soliisyonu (1X TBE) ile
dolduruldu. PCR iiriinii, yiikkleme boyasi ile karistirilarak otomatik pipetle kuyucuklara
yiiklendi. Ayni zamanda markerda ti¢ farkli kuyucuga yiiklendi. Elektroforez tampon
icinde 150 volt akimla 15 dakika elektroforez islemi gergeklestirildi. Jel UV 1s1k kaynagi

(Vilber Lourmat, Fransa) altinda incelenerek DNA bantlar1 olup olmadigi incelendi.

35



5.8. PCR URUNLERININ PURIFIKASYONU

PCR iirtinlerinin purifikasyonu i¢in ExoSAP-IT PCR Clean Up (USB Products
Affymetrix, P/N: 78200) protokolii uygulandi. Purifikasyon amaciyla; 5 pl PCR iiriinii 2
ul EXOSAP-IT ile kanistirildi. Karigim 37°C’de 15 dakika ve 80°C’de 15 dakika olmak
tizere PCR cihazinda inkiibe edildi.

5.9. SEKANS PCR (BigDye) PROTOKOLU

Sekans PCR isleminde Sanger-Coulson Zincir Sonlama Yontemi uygulandi ve
islemde Applied Biosystem-BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit’i kullanildi.
Her hasta i¢in sirasiyla 8,5 pl H,O, 6 pl 5X buffer, 2 pl sequencing mix, 0,75 ul ileri
primer ve 2,75 ul purifiye edilen PCR iiriiniinden konuldu. PCR cihazinda 96°C’de 1
dakika, 25 dongii 96°C’de 10 saniye — 50°C’de 5 saniye — 60°C’de 4 dakika ve +4°C’de
birka¢ dakika inkiibe edildi. Sodyum asetat (NaOAc) purifikasyonuna kadar da +4°C’de
inkiibe edildi.

5.10. SODYUM ASETAT PURIFIKASYONU

Sekans PCR uygulamasi sonucunda NaOAC purifikasyonu asagidaki sekilde yapildi.

1. Sekans PCR iiriinii tizerine 2 pul (3 mM, pH: 4,6) NaOAc eklendi.

2. Bu karigim iizerine 50 pl %95°lik EtOH eklenerek 1,5 m1’lik eppendorf tiiptine aktarildi
ve elle hafif¢e vurularak karistirildi.

3. Buz iizerinde 15 dakika inkiibe edildi ve siire sonunda hig¢ bekletmeden 13.000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant c¢ekilerek atildi ve iizerine 250 pl %70’lik EtOH eklendi ve elle hafifge
vurularak karigmasi saglandi.

5. 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

6. Liyofilize hale gelen DNA’lar {izerine 20 pl formamid (Amresco, Formamide,

Deionized) eklendi ve 3 saniye vortekslendi.
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7. 95°C’de 5 dakika denatiire edildi. Hemen buz iizerine alinip 2 dakika bekletildikten
sonra sekans cihazina yiiklemeye hazir hale geldi.
Uriinler sekans cihazina (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Amerika) 20 pl
tizerine 5 ul HyO eklenerek cihaza yiiklendi. Sekans cihazi ile hedef bolgeler okunarak
dizi {lizerindeki degisiklikler degerlendirildi. H398P ve H233L mutasyonlar1 da bu yolla

belirlendi.

5.11. IMMUNFLORESAN TAKIiBI

Sperm hiicreleri soguk paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildi (%4 - pH: 7,4).
Ardindan 1XPBS ile 3x10 dakika yikanarak fiksatiften arindirildi. Permeabilizasyon igin,
hiicreler 0.25 % Trt X-100/1X PBS soliisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan bloke
soliisyonu (%1 — 0,25 BSA/1X PBS) ile 30 dakika inkiibasyon gerceklestirildi. Hiicreler;
1:50 oraninda PBS ile sulandirilan PLC{ antikoru (PLCZ1 Antibody, Alexa Fluor 488,
Katalog No: ABIN911374) ile +4°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. 3x10 dakika PBS ile
yikandi.  0.02 pg/ml (20 uM) DAPI 1X TBS ile muamele edildi ve hemen lamelle
kapatildi. Floresan mikroskobunda (Olympus BX51, Japonya) goriintii alindi.
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6. BULGULAR

6.1. PCR VE SEKANS ANALIiZI BULGULARI

6.1.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Analizi Bulgular

PLCC geninin 15 ekzonuna ait PCR iiriinlerinin 100 baz giftlik ladder kullanilarak

alian agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 12°deki gibidir.

Sekil 12. PLCC geninin 15 ekzonuna ait agaroz jel elektroforez goriintiisii.

6.1.2. Sekans Analizi Bulgularn

6.1.2.1. PLCC Geninin 15 Ekzonunun Sekans Analizi Bulgular:

Sekans cihazi (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Amerika) ile yapilan analiz
sonucu, hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimler
Tablo 3°te gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarda meydana gelen degisimler ve bu degisimlerin

gruplar arasi karsilastirilmasi ise Tablo 4’te gosterilmistir.
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6€

Degisim Olan . o sl Kromozom Referans | Alternatif Alel
Bilge Meydana gelen degisim/degisimler Rs pozisyonu Alel % %
Hasta 1, globozoospermik

Intron 5 €.18594 C>G Homozigot Degisimi 10841078 chrl2: 18872325 C:57.58 G: 4242

intron 8 ¢.36370_36378deIGGAGGAGGA 11279217 chr12: 18854541 | Bildirimyok | Bildirim yok
Homozigot DegisimiTCCTCCTCC

Intron11 €.41659_41662delTATATATA 149450833 chrl2: 18849257 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi
€.41696 A>G Heterozigot Degisimi ) chrl2: 18849223 Bildirim yok | Bildirim yok
¢.41825 T>G Heterozigot Degisimi - chrl2: 18849094 Bildirim yok | Bildirim yok

intron 12 ¢.43191 T>G Homozigot Degisimi 12826151 chrl2: 18847728 T:60.63 G: 39.37

Hasta 2, globozoospermik

Intron 5 €.18594 C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chrl2: 18872325 C: 57.58 G:42.42

Intron 7 €.32547 G>C Homozigot Degisimi 1542681 chrl2: 18858372 G:90.88 C:9.12

Intron 8 €.36370_36378delGGAGGAGGA 11279217 chrl2: 18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi

Intron12 €.42788 A>G Homozigot Degisimi 1487070 chrl2: 18848131 A:50.76 G:49.24
€.43191 T>G Heterozigot Degisimi 12826151 chrl2: 18847728 T:60.63 G:39.37

Hasta 3, TFF
Intron 6 €.24970 A>G Heterozigot Degisimi - chrl12:18865949 Bildirim yok | Bildirim yok

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglari.




DegiBsib_I:;?lan Meydana gelen degisim/degisimler Rs I;gg:ziégg] R:rg|r2/23 Altern;; It Alel
Hasta 4, %89 niikleer anomali
Ekzon 6 €.25019 G>A Heterozigot Degisimi - chr12:18865900 Bildirim yok | Bildirim yok
p.R197H CSM1220993
Intron 7 €.32547 G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12
Intron 12 €.42788 A>G Homozigot Degisimi 1487070 chr12:18848131 A:50.76 G:49.24
Hasta 5, total immotil
Intron 5 €.18594 C>G Homozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C.57.58 G:42.42
Intron 8 €.36370_36378del GGAGGAGGA 11279217 chrl2:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi
Intron 12 €.43191 T>G Homozigot Degisimi 12826151 chr12:18847728 T:60.63 G: 39.37
Hasta 6, total immotil
Intron 5 €.18594 C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C:57.58 G: 4242
Intron 8 €.36367_36378delGGAGGAGGAGGA - chr12:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok

Heterozigot Degisimi

chr12:18854552

ov

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglart (devamn).




1%

Degisim Olan . o sl Kromozom Referans | Alternatif Alel
Bilge Meydana gelen degisim/degisimler Rs pozisyonu Alel % %
Hasta 7, %54 niikleer anomali

Ekzon3-Intron3 | ¢.1766 T>A Homozigot Degisimi - chr12:18889153 Bildirim yok | Bildirim yok

baglantisinda

Intron 3 €.1793 C>T Heterozigot Degisimi 71463003 chr12:18889126 C:99.23 T:0.77

Intron 3 €.1841 T>G Heterozigot Degisimi - chr12:18889078 Bildirim yok | Bildirim yok

Intron 3 €.1892 A>G Heterozigot Degisimi - chr12:18889027 Bildirim yok | Bildirim yok

intron 7 €.32529 A>G Heterozigot Degisimi - chr12:18858390 Bildirim yok | Bildirim yok

intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chrl2:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi chr12:18854552

intron 10 €.37978_37979del AA - chr12:18852940 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Ekzon 12 €.42933 T>G Heterozigot Degisimi - chr12:18847986 Bildirim yok | Bildirim yok
p.L440R

Ekzon 13 €.49804 C>T Heterozigot Degisimi 10505830 chr12:18841115 C: 96.85 T:3.15
p.S500L

Hasta 8, TFF

intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chr12:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi chr12:18854552

Ekzon 12 €.42933T>G Heterozigot Degisimi - chr12:18847986 Bildirim yok | Bildirim yok

p.L440R

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglart (devamn).




A%

Degisim Olan . o sl Kromozom Referans | Alternatif Alel
Bilge Meydana gelen degisim/degisimler Rs pozisyonu Alel % %
Hasta 9, globozoospermik

Intron 5 €.18594 C>G Homozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C: 57.58 G: 4242

Intron 8 €.36370_36378del GGAGGAGGA 11279217 chr12:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Ekzon 12 €.42933 T>G Heterozigot Degisimi - chr12:18847986 Bildirim yok | Bildirim yok
p.L440R

Hasta 10, TFF

Intron 5 €.18594 C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C: 57.58 G:42.42

Intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chrl12:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi chr12:18854552

Intron 10 €.37978_37979del AA } chr12:18852940 Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi

Ekzon 10 €.38052 T>G Heterozigot Degisimi - chrl12:18852867 Bildirim yok | Bildirim yok
p.1345I1

[ntron 10 €.38352 A>G Heterozigot Degisimi - chr12:18852567 Bildirim yok | Bildirim yok

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglart (devami).
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Degisim Olan . o sl Kromozom Referans | Alternatif Alel
Bilge Meydana gelen degisim/degisimler Rs pozisyonu Alel % %
Hasta 11, globozoospermik
Intron 5 €.18594C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C: 57.58 G: 4242
Intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12
Intron 8 €.36370_36378delGGAGGAGGA 11279217 chr12:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degigimi
Intron 10 €.37978_37979del AA - chr12:18852940 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degigimi
Intron 12 €.43191T>G Heterozigot Degisimi 12826151 chr12:18847728 T:60.63 G: 39.37
Hasta 12, globozoospermik
Intron 3 €.1770A>G Heterozigot Degisimi 12300257 chr12:18889149 A:72.89 G:27.11
€.2236A>G Heterozigot Degisimi 11044275 chr12:18888683 A:65.13 G: 34.87
Intron 5 €.18594C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C:57.58 G: 4242
Intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12
Intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chr12:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi chr12:18854552
Intron 11 €.41659_41666delTATATA 149450833 chr12:18849257- Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi 18849264

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglar1 (devamn).
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DegiBsib_I:;?lan Meydana gelen degisim/degisimler Rs I;gg:ziégg] R:rg|r2/23 Altern;; It Alel
Hasta 13, TFF

Ekzon 5 €.18415C>T Heterozigot Degisimi 140550681 chr12:18872504 C:99.97 T:0.03
p.L144L

Intron 8 €.36334_36335ins AG - chr12:18854507 Bildirim yok | Bildirim yok
Heterozigot Degisimi

Ekzon 13 €.49804C>T Heterozigot Degisimi 10505830 chr12:18841115 C:96.85 T:3.15
p.S500L

Hasta 14, globozoospermik

Intron 3 €.1770A>G Heterozigot Degisimi 12300257 chr12:18889149 A:72.89 G:27.11
€.2211A>T Homozigot Degisimi 191790993 chr12:18888708 A:99.95 T:0.05
€.2236A>G Heterozigot Degisimi 11044275 chr12:18888683 A:65.13 G:34.87

Intron 5 €.18594C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C: 57.58 G:42.42

Intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12

Intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chr12:18854541- Bildirim yok | Bildirim yok

Heterozigot Degisimi

chr12:18854552

14%

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglart (devami).




1%

Degisim Olan . o sl Kromozom Referans | Alternatif Alel
Bilge Meydana gelen degisim/degisimler Rs pozisyonu Alel % %
Hasta 15, TFF

intron 3 €.1719delA Homozigot Degisimi - chr12:18889200 Bildirim yok | Bildirim yok
€.1770A>G Heterozigot Degisimi 12300257 chr12:18889149 A:72.89 G:27.11
€.1793C>T Heterozigot Degisimi 71463003 chr12:18889126 C:99.23 T:0.77
€.2236A>G Homozigot Degisimi 11044275 chr12:18888683 A:65.13 G: 34.87

Ekzon 4 €.14587C>T Heterozigot Degisimi 138801851 chr12:18876332 C:99.98 T:0.02
p.Q94X

intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12

intron 8 €.36367_36378del GGAGGAGGAGGA - chr12:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi chr12:18854552

Ekzon 13 €.49804C>T Heterozigot Degisimi 10505830 chr12:18841115 C:96.85 T:3.15
p.S500 L

Hasta 16, globozoospermik

intron 5 €.18594 C>G Homozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C:57.58 G: 4242

intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12

intron 8 €.36370_36378delGGAGGAGGA 11279217 chr12:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

intron 10 €.37978_37979del AA - chr12:18852940 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

intron 11 €.41655_41662delTATATA 149450833 chr12:18849257 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Ekzon 12 €.42933T>G Heterozigot Degisimi - chr12:18847986 Bildirim yok | Bildirim yok

p.L440R

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglart (devamn).
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DegiBsib_I:;?lan Meydana gelen degisim/degisimler Rs I;gg:ziégg] R:rg|r2/23 Altern;; It Alel
Hasta 17, %95 immotil

intron 2 C.408_409delTA Homozigot Degisimi - chr12:18890441 Bildirim yok | Bildirim yok
€.439_442delAAAA - chr12:18890410 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Intron 4 €.14483 A>G Homozigot Degisimi - chr12:18876796 Bildirim yok | Bildirim yok

Intron 5 €.18594C>G Homozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C: 57.58 G:42.42

Intron 7 €.32547G>C Homozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12

intron8 €.36370_36378delGGAGGAGGA 11279217 chr12:18854541 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Intron 12 €.43191T>G Homozigot Degisimi 12826151 chr12:18847728 T:60.63 G: 39.37

Hasta 18, TFF

Intron 5 €.18594C>G Heterozigot Degisimi 10841078 chr12:18872325 C:57.58 G:42.42

Intron 6 €.24821C>T Homozigot Degisimi - chr12:18866098 Bildirim yok | Bildirim yok

Intron 7 €.32547G>C Heterozigot Degisimi 1542681 chr12:18858372 G:90.88 C:9.12

Ekzon 8 €.36251A>G Heterozigot Degisimi - - Bildirim yok | Bildirim yok
p.T303A

Intron 11 €.41655 41662delTATATA 149450833 chr12:18849257 Bildirim yok | Bildirim yok
Homozigot Degisimi

Intron 12 €.43191T>G Heterozigot Degisimi 12826151 chrl2:18847728 T:60.63 G:39.37

Tablo 3: Hastalarda degisim olan ekzonlar ve bu ekzonlarda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonuglar1 (devamn).




LY

I;gzg;ggum RS Tiirii Meydana gelen degisim/degisimler -EE)F GIObOZ?%Q' permik Sr?c:(rlnegll; 2 g)l motil
chr12:18872325 | 10841078 | Intron | c.18594 C>G Homozigot Degisimi 2 7 - 3
chr12:18854541 | 11279217 | Intron | c.36370_36378delGGAGGAGGA - 5 - 3

Homozigot Degisimi
chr12:18849257 | 149450833 | intron | c.41659 41662delTATATATA - 1 - -
Homozigot Degigimi
chr12:18849223 | - Intron | ¢.41696 A>G Heterozigot Degisimi - 1 - -
(intronik 42369)
chr12:18849094 | - Intron | ¢.41825 T>G Heterozigot Degisimi - 1 - -
chr12:18847728 | 12826151 | intron | ¢.43191 T>G Homozigot Degisimi 1 3 - 2
chr12:18858372 | 1542681 | intron | ¢.32547 G>C Homozigot Degisimi 2 5 1 1
chr12:18848131 | 1487070 Intron | ¢.42788 A>G Homozigot Degisimi - 1 1 -
chr12:18865949 | - Intron | ¢.24970 A>G Heterozigot Degisimi 1 - - -
chr12:18865900 | - Ekzon | ¢.25019 G>A Heterozigot Degisimi - - 1 -
p.R197H CSM1220993
chr12:18854541 | - Intron | ¢.36367_36378delGGAGGAGGAGGA | 3 1 - 1
chr12:18854552 Heterozigot Degisimi
chr12:18854541 | - Intron | ¢.36367_36378delIGGAGGAGGAGGA | - - 1 1

chr12:18854552

Homozigot Degisimi

Tablo 4: Calismaya dahil edilen hasta gruplarinda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonucu ve karsilastiriimasi.




1514

I;gzg;ggum RS Tiirii Meydana gelen degisim/degisimler -EE)F GIObOZ?%Q' permik Z:i;(rlne;ﬁ 2 g)l motil
chr12:18889153 | - Ekzon/ | ¢.1766 T>A Homozigot Degisimi - 1 -
Intron

chr12:18889126 | 71463003 | Intron | c.1793 C>T Heterozigot Degisimi 1 1 -
(TTAGTCT)

chr12:18889078 | - Intron | ¢.1841 T>G Heterozigot Degisimi - 1 -

chr12:18889027 | - Intron | ¢.1892 A>G Heterozigot Degisimi - 1 -

chr12:18858390 | - Intron | ¢.32529 A>G Heterozigot Degisimi - 1 -

chr12:18852940 | - Intron | ¢.37978_37979del AA 1 1 -
Homozigot Degigimi

chr12:18847986 | - Ekzon | c.42933 T>G Heterozigot Degisimi 1 1 -
p.L440R

chr12:18841115 | 10505830 | Ekzon | c.49804 C>T Heterozigot Degisimi 2 1 -
p.S500L

chr12:18852867 | - Ekzon | ¢.38052 T>G Heterozigot Degisimi 1 - -
p.1345

chr12:18852567 | - Intron | ¢.38352 A>G Heterozigot Degisimi 1 - -

chr12:18889149 | 12300257 | Intron | ¢.1770 A>G Heterozigot Degisimi 1 - -

chr12:18888683 | 11044275 Intron | ¢.2236 A>G Heterozigot Degisimi 1 - -

Tablo 4: Calismaya dahil edilen hasta gruplarinda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonucu ve karsilagtirilmasi (devam).
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ig(;?;;ggum RS Tiirii Meydana gelen degisim/degisimler -EE)F GIObOZ?%Q' permik Z:i;(rlne;ﬁ 2 g)l motil

chr12:18872504 | 140550681 | Ekzon | c.18415 C>T Heterozigot Degisimi 1 - -
p.L144L

chr12:18854507 | - Intron | ¢.36334_36335insKAG het 1 - -

chr12:18888708 | 191790993 | Intron | ¢.2211 A>T Homozigot Degisimi - - -

chr12:18889200 | - Intron | ¢.1719delA Homozigot Degisimi 1 - -

chr12:18876332 | 138801851 | Ekzon | c.14587 C>T Heterozigot Degisimi 1 - -
p.Q94X

chr12:18890441 | - Intron | ¢.408_409delTA Homozigot Degisimi | - - 1

chr12:18890410 | - Intron | c.439_442del AAAA - - 1
Homozigot Degisimi

chr12:18876796 | - Intron | ¢.14483 A>G Homozigot Degisimi - - 1

chr12:18866098 | - Intron | ¢.24821C>T Homozigot Degisimi 1 - -

- - Ekzon | ¢.36251A>G Heterozigot Degisimi 1 - -

p.T303A

Tablo 4: Calismaya dahil edilen hasta gruplarinda meydana gelen degisimlerin sekans analizi sonucu ve karsilagtirilmasi (devamu).




6.1.2.2. PLC{ Genindeki Polimorfizm Tarama Gériintiileri

PLCC geninde bulunan 15 ekzonu i¢ine alan amplikonlarda Mutation Surveyor DNA

Varyant Analysis Software ile yapilan sekans okuma sonuglar1 ve goriintiileri asagidaki

gibidir.
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Sekil 13.1. 2., 6., 10, 11., 12., 14. ve 18. hastalardaki degisimlerin sekans analizi
goriintiisii. ¢.18594C>G Heterozigot Degisikligi. Intron 5-6, IVS5-40, (rs 10841078).

Alel frekanslari: C: %42,418; G: %57,582. Alternatif alelin goriilme oran1 ¢alisilmis tim
toplumlarda %5’in {izerindedir. Bu durum bu degisikligin nadir bir polimorfizm
olmadigin1 gostermektedir.  Bu durum bu degisikligin fonksiyonel olma sansim

azaltmaktadir.
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Sekil 13.2. 1.,5., 9., 11., 16. ve 17. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.36370_36378delGGAGGAGGA Homozi

kligi. Intron 8.

Sisi

got De

Bildirilmemistir.

50 bazlik GGA tekrar

Polimorfizmin introndaki

Alel frekanslart:

bolgesindeki birgok polimorfizmden biri olmasi fonksiyonel bir etkisi olma olasiligim

dasiirmektedir.
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13.3.
€.36367_36378delGGAGGAGGAGGA Homozi

3210

bulunmakta olup bu delesyonun farkli bir polimorfizm olmama ihtimali vardir.

Alel frekanslari:

Sekil
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Sekil 13.4. 2., 4., 11, 12.,14., 15., 16. ve 17. hastalardaki degisimlerin sekans analizi

goriintiisii. ¢.32547G>C Homozigot Degisikligi. intron 6-7, (rs1542681).

C: %9,122. Alternatif alelin gbriilme orani c¢alisilmis tiim

Alel frekanslari: G: %90,878;

toplumlarda %5’in {izerindedir. Homozigot CC degisim orani literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 13.5. a) 13. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintisii.
€.18415C>T Heterozigot Degisikligi, p.L144L. Ekzon 5, (rs140550681).

RMYRY
661 GGTTTTACAAGATACATGGATTCACGTGAATGTIITACTGTTTAAAAATGAATGTAGAAAA
397 GGTTTTACAAGATACATGGATTCACGTGAATGTCTACTGTTTAAAAATGAATGTAGAAAA

133 -G--F--T--R--Y --M--D--S--R--E--C--L--L--F--K--N--E--C--R--K-

Sekil 13.5. b) 13. hastadaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiis.

Alel frekanslari: C: %99,97; T: %0,03. Saptanan ekzon bolgesindeki bu polimorfizm

aminoasit degisikligine neden olmamaktadir.
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Sekil 13.6. 7., 11., ve 16. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.37978 37979del AA Homozi

Intron 9.

8i.

got Degisikli

Saptanan delesyon igin literatiirde bir bildirim bulunmamaktadir.
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Sekil 13.7. a) 15. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.14587C>T Heterozigot Degisikligi, p.Q94X. Ekzon 4, (rs138801851).

YKYK

541 GCTI@AATTTCTGACACAAGAACAATATGCAGCTGAGATGAGTAAAGCTATEGCTTTIGAG
277 GCTCAATTTCTGACACAAGAACAATATGCAGCTGAGATGAGTAAAGCTATTGCTTTTGAG

93 -A--Q--F--L--T--Q--E--Q--Y --A--A--E--M--S--K--A--|--A--F--E-

Sekil 13.7. b) 15. hastadaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisi.

Alel frekanslari: C: %99,98; T: %0,02. Bu degisiklik anlamsiz (nonsense) bir degisiklige

neden olmaktadir.
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Sekil 13.8. 12., 14. ve 15. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

¢.1770A>G Heterozigot Degisikligi. Intron 3, IVS 3-6, (rs12300257).

Alel frekanslar:: A: %72,89; G: %27,11. Alternatif alelin goriillme orani ¢alisilmis tim

Bu durum bu degisikligin nadir bir polimorfizm

toplumlarda %5’in {izerindedir.
olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 13.9. 3. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisi.

€.24970A>G Heterozigot Degisikligi. Intron 5.
Bu degisiklik literatiirde bulunmamaktadir.
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Sekil 13.10. a) 4. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.25019G>A Heterozigot Degisikligi, p.R197H. Ekzon 6 (CSM1220993)

RWYWRYS
841 GTGAAAGGATGCCGTTGTTTGGAGATIGACTGELTGGGATGGAGCACAAAATGAACCTGTT
577 GTGAAAGGATGCCGTTGTTTGGAGATTGACTGCTGGGATGGAGCACAAAATGAACCTGTT

193 -V--K--G--C--R--C--L--E--|--D--C--W--D--G--A--Q--N--E--P--V/-

Sekil 13.10. b) 4. hastadaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisi.

Bu degisikligin literatiirde bildirimi bulunmamaktadir. Aminoasit degisikligine neden

olmaktadir.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM108213;vdb=variation;vf=59619134
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs199690574;vdb=variation;vf=54363725
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1220993;vf=59619136
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs115802550;vf=28650965
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18865881;vf=57216237
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18865881;vf=57216237
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs143372033;v=COSM108213;vf=34735078;vf=59619134
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18865870;vf=57216232
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs199690574;vf=54363725

g t t a a t c t t [ a g

G T T A A T o4 T T T T c A G G

G T T A A T o4 G T T T c A G G
=

;600 5610 5620 5630 5640 5650 56860 5670 5680 5690 5700 S5.T710 5720 5730 S.T40  S5.TS

Sekil 13.11. 1., 5. ve 17. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.43191T>G Homozigot Degisikligi. Intron 12, (rs12826151).
Alel frekanslari: T: %60,63; G: %39,37. Alternatif alelin goriilme orani ¢alisilmig tiim

toplumlarda %5’in {izerindedir. Bu durum bu degisikligin nadir bir polimorfizm

olmadigin1 géstermektedir.
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42780 42785 42720 42785

c t a a t g a t a [ t t g c t c k|

c T A A T G A T A c T T G C T c A

c T A T G A T G c T T G c T c A
= =

T T T T T T T T T T T T T T T
50  1.570 1.580 1.580 1600 18510 1.820 1.830 1640 1.650 1.660 1.670 1630 1.6%0 1.700 1.710 1.720

T T T T T T T T T T T T T T T T
|50 1.570 1580 1.580 1.600 1.8610 1.820 1.630 1.640 1.650 1.880 1.670 1830 1.6%0 1.700 1.710 1.720

T T T T T T T T T T T T T T T T
50 1.570 1.580 1.5%0 1600 1810 1820 1830 16840 1850 1880 1870 1830 1.8%0 1.700 1710 1.720

Sekil 13.12. 2. ve 4. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

C.42788A>G Homozigot Degisikligi. intron 11-12, (rs1487070).
Alel frekanslari: A: %50,76; G: %49,24. Alternatif alelin goriillme orani ¢alisilmig tim

toplumlarda %5’in iizerindedir. Bu durum bu degisikligin nadir bir polimorfizm

olmadigin1 géstermektedir.

61



42925 42930 42935

G A C C cC C T G G T C T G C C
G A c c c c T G G T c T G c c
G A c c c c T G T c T G c c

3.010 3.020 3.030 3.040 3.050 3.060 3.070 3.080 3.090 3100 3.110 3120 3.130 3.140 3.150 3.160
440
L

T T T T T T T T T T T T T T T T
3010 3020 3030 3040 3050 3080 3070 3030 3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150 3160

Lality (0-100): 15

__________________________
_______________________________________________________________________________
———————————————————————————————————————————————————————

——————————————————————————————————

¥ t f u t t t u t t u t t u u u
3010 3020 32030 3040 3030 3080 3070 3080 3020 3100 31100 31200 3130 3140 3150 3.1&q

Sekil 13.13. @) 7., 8., 9.ve 16. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.
€.42933T>G Heterozigot Degisikligi, p.L440R. Ekzon 12.

S
1561 TTAAATTTCCAGACCCCTGGTCJGCCCATGGATCTGCAAAATGGGAAATTTTTGGATAAT

1297 TTAAATTTCCAGACCCCTGGTCTGCCCATGGATCTGCAAAATGGGAAATTTTTGGATAAT

433 -L--N=-F=-Q--T--P--G--L--P--M--D--L---N--G--K--F--L--D--N--Q

Sekil 13.13. b) 7., 8., 9.ve 16. hastalardaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisii.

Literatiirde bildirilmemistir. Aminoasit degisikligine neden olan bir degisikliktir.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18847995;vdb=variation;vf=57216098
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18847995;vf=57216098

38045 38050 38055 3

5 c T A A A A A T T G c T c T G G [

& c T A A A o A T T G c T c T G G CJ

5 c T A A A A A T G G c T c T G G [
&

T T T T T T T T T T T T T T T T T
2550 2580 2570 2580 2580 2800 2810 2820 2630 2840 2850 2880 2670 2830 2850 2700 2710
|34E-

L ]

L K I

Sekil 13.14. @) 10. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.
€.38052T>G Heterozigot Degisikligi, p.13451. Ekzon 10.

YMRRYR
1261 ATGQTTTTCAAGAAAAAGAAGACCAGQAAGCTAAAAATIGCTCIGQCCTTATCTGATCTT
997 ATGCTTTTCAAGAAAAAGAAGACCAGGAAGCTAAAAATTGCTCTGGCCTTATCTGATCTT

333 -M--L--F--K--K--K=-K--T--R--K=-L--K - --A--L--A--L--S--D--L-

Sekil 13.14. b) 10. hastadaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisii.

Literatlirde bildirilmemistir. Aminoasit degisikligine neden olmayan sessiz bir

polimorfizmdir.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18854452;vdb=variation;vf=57216165
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18854452;vdb=variation;vf=57216165
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200951053;vdb=variation;vf=55609974
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200951053;vdb=variation;vf=55609974
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM937730;vdb=variation;vf=59619126
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM937730;vdb=variation;vf=59619126
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=TMP_ESP_12_18854452;vf=57216165
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200084345;vf=54753052
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200951053;vf=55609974
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs138007993;vf=30144847
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM937730;vf=59619126
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs201354911;vf=56008857
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2.830 Z.840 28

2.800 2810 2820

Foo 2710 2720 2730 2740 2750 2750 2770 2730 2750
intron birlesme yerine denk gelmektedir.

gi. Intron3 (Ekzon-intron birlesme yerinde).

Sekil 13.15. 7. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.1766T>A Homozigot Degisikli
Literatiirde yer almamakta olup degisiklik ekzon
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Sekil 13.16. 7. ve 15. hastalardaki degisimlerin sekans analizi gorlintiisii.

€.1793C>T Heterozigot De

Intron 3

(rs71463003).

8i.

gisikli

Alel frekanslar: C: 9%99,23; T: % 0,77. Alternatif alelin goriilme orani ¢alisilmig tim

Bu durum bu degisikligin nadir bir polimorfizm oldugunu

toplumlarda %5’in altindadir.

gostermektedir.
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Sekil 13.17. 7. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.1841T>G Heterozigot De

Intron 3.

gi.

gisikli

Literatirde bildirim bulunmamaktadir.
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Sekil 13.18. 1. ve 2. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.41659 41662delTATATATA Homozi

Intron 10

(rs149450833).

11,

gisikligi.

-

got De

Literatiirde bildirilmis ancak alel frekans1 belirtilmemis bir tekrar polimorfizmidir.
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Sekil 13.19. 1. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

C.41696A>G Heterozigot Degisikligi. Intron 10-11.

Literatiirde bildirimi olmayan intronik bir degisikliktir.
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Sekil 13.20. 16. ve 18. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.41655_41662del TATATA Homozi

Intron 10-

11.

8.

got Degisikli

Alel frekanslari: Bildirilmemistir.

delesyon bolgesi ile ayni bolgede

Sekil 13.18’deki

bulunmakta olup bu delesyonun farkli bir polimorfizm olmama ihtimali vardir.
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Sekil 13.21. 18. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.

€.24821C>T Homozigot De

gisikligi. Intron 5.

Literatiirde bildirim bulunmamaktadir.
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Sekil 13.22. a) 18. hastadaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.
€.36251A>G Heterozigot Degisimi, p.T303A. Ekzon 8.

R Y Y WR S
1141 AAAATATTAGTTAAAAATAAGAAAATAGGAACCTTAAAGGAAACCCATGAAEGAAAAGGT
877 AAAATATTAGTTAAAAATAAGAAAATAGGAACCTTAAAGGAAACCCATGAAAGAAAAGGT

293 -K--I--L--V--K--N--K--K--I--G--T--L--K--E--T--H--E--R--K--G-

Sekil 13. 22. b) 18. hastadaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisii.

Literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir. Aminoasit degisikligine neden olan ekzon bdlgesi

icindeki bir degisikliktir.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692954;vdb=variation;vf=69649563
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200904516;vdb=variation;vf=54972647
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs79991602;vdb=variation;vf=23780161
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692955;vdb=variation;vf=69649562
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692955;vdb=variation;vf=69649562
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM430849;vdb=variation;vf=69649559
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692954;vf=69649563
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs200904516;vf=54972647
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs79991602;vf=23780161
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692955;vf=69649562
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM692955;vf=69649562
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM430849;vf=69649559
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1 T 1 1 1 1 1 T 1 1 1 T
3.560 3.570 3.580 3.580 3.600 3.510 3.620 3.630 3.640 3.650 3.8680 3.670 3680 3.680 3.700 3.710 3.720 3.730 3.740 3.750 3.7

Quality(0-100): 21
2001 '

Sekil 13.23. @) 7., 13. ve 15. hastalardaki degisimlerin sekans analizi goriintiisii.
€.1499C>T Heterozigot Degisimi, p.S500L. Ekzon 13, (rs10505830).

K W he he W R K
1741 CAGTTGCCTCTTACHCATTCATCATCTAACAAAGGTGATTCATTAGTANTTATAGAAGTT
1477 CAGTTGCCTCTTACTCATTCATCATCTAACAAAGGTGATTCATTAGTAATTATAGAAGTT

493 -Q--L--P--L--T--H--S--S--S--N--K--G--D--S--L--V--I--I--E--V-

Sekil 13.23. b) 7., 13. ve 15. hastalardaki ekzon degisikliklerinin cDNA goriintiisii.

Alel frekanslari: C: %96,85; T: %3,15. Aminoasit degisikligine neden olan ekzon bdlgesi
icindeki bir degisikliktir.
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Summary?db=core;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1220992;vdb=variation;vf=69649531
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1262434;vf=69649534
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs375699309;vf=64007825
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs10505830;vf=6879077
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1705238;vf=69649533
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1705237;vf=69649532
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=rs372739448;vf=61127088
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000139151;r=12:18836103-18890991;t=ENST00000266505;v=COSM1220992;vf=69649531

6.2. IMMUNFLORESAN TAKIiBi BULGULARI

6.2.1. Normospermi Grubunun immunfloresan Bulgulari

Normospermi grubu bireylerinden elde edilen bulgular PLC{ immunfloresan
reaksiyonu agisindan incelendiginde, sperm hiicrelerinin bas bolgesi plazma membrani

boyunca (Sekil 14.1, 14.2, 14.3), ekvatoryal bolgesinde (Sekil 14.3) ve post-akrozom

bolgesinde (Sekil 14.1, 14.2) yogun bir reaksiyon gozlendi.

Sekil 14.1. Normospermi grubunda; sperm hiicrelerinin bas bdlgesi plazma membrani
boyunca (beyaz ok) ve post-akrozom bdlgesinde (beyaz ok basi) PLC{ immunfloresan

reaksiyonu. Biiyilitme: X100.
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Sekil 14.2. Normospermi grubunda; sperm hiicrelerinin post-akrozom boélgesinde PLC(

immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok bagt). Biiyiitme: X100.
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Sekil 14.3. Normospermi grubunda; sperm hiicresinin bas bolgesi plazma membraninda

(beyaz ok) ve ekvatoryal bolgesinde (kesikli ok) PLC{ immunfloresan reaksiyonu.
Biiyiitme: X100, Inset biiyiitme: X100.
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6.2.2. Diisiik Fertilizasyona Neden olan Sperm Gruplarinin immunfloresan Bulgulari

Diisiik fertilizasyona neden olan sperm gruplarindan (globozoospermi, total immotil,
TFF, niikleer anomali) elde edilen bulgular, normospermi grubu ile kiyaslandiginda; sperm
hiicrelerinin bas bolgesi plazma membraninda (Sekil 15.2, 15.4, 15.7) ve ekvatoryal
bolgesinde (Sekil 15.6) yer yer reaksiyon gergeklestigi ya da hi¢ reaksiyon
gerceklesmedigi (Sekil 15.8, 15.9), post-akrozomal bolgesinde (Sekil 15.1, 15.2, 15.3,

15.4, 15.5) ise reaksiyonun belirgin bir sekilde azalmis oldugu ya da hi¢ reaksiyon
gerceklesmedigi (Sekil 15.8, 15.9) gozlendi.

Sekil 15.1. Disiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (globozoospermi); sperm
hiicrelerinin post-akrozom bolgesinde azalmis PLC{ immunfloresan reaksiyonu (beyaz

ok). Biiyiitme: X100, inset biiyiitme: X100.
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Sekil 15.2. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (globozooospermi); sperm
hiicrelerinin post-akrozom bolgesinde azalmis PLCC immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok
basi) ve yer yer bas kismi membranindaki PLC{ immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok).
Biiyiitme: X100, Inset biiyiitme: X100.
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Sekil 15.3. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (total immotil); sperm

hiicrelerinin post-akrozom bolgesinde azalmis PLCC immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok
bas1). Biiyiitme: X100.
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Sekil 15.4. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (total immotil); sperm
hiicrelerinin post-akrozom bolgesinde azalmis PLCC immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok
basi) ve bas bolgesi plazma membraninda PLC{ immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok).
Biiytitme: X100.
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Sekil 15.5. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (TFF); sperm hiicrelerinin

post-akrozom bolgesinde azalmig PLCC immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok basi).
Biiytitme: X100.
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Sekil 15.6. Disiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (TFF); sperm hiicrelerinin

akrozomal bdlgesinde (beyaz yildiz) ve ekvatoryal bolgesinde (kesikli ok) yer yer PLCC

immunfloresan reaksiyonu. Biiyiitme: X100.
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Sekil 15.7. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (TFF); sperm hiicrelerinin bag

bolgesi plazma membrani boyunca yer yer PLC{ immunfloresan reaksiyonu (beyaz ok).
Biiytitme: X100.
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Sekil 15.8. Diisiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (niikleer anomali); PLC(

immunfloresan reaksiyonu gostermeyen sperm hiicresi (beyaz ok). Biiyiitme: X100.
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Sekil 15.9. Disiik fertilizasyona neden olan sperm grubunda (niikleer anomali); PLCC
immunfloresan reaksiyonu gostermeyen sperm hiicreleri (beyaz ok). Biiyiitme: X100,
Inset biiyiitme: X100.
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7. TARTISMA

Infertilite diinya ¢apinda her yedi ciftten birini etkilemektedir (1). YUT, pek cok
infertil ¢ift icin etkili tedavi yontemleri sunmaktadir. ICSI yontemi 6zellikle agir erkek
infertilitesinin tedavisinde 6nemli bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Klasik IVF
basarisizligi, sinirda ve siddetli erkek infertilitesi ile agiklanamayan infertilite
durumlarinda kullanilan etkili bir tekniktir (78). IVF uygulamalarinda ICSI sonrasi
goriilen ortalama fertilizasyon oram1 %70-85 civarindadir. Diisiik fertilizasyon goriilen ya
da hig fertilizasyon goriilmeyen olgularda bugiine dek pek ¢ok ¢alisma yapilmis ancak bu
calismalarin bir ¢ogu oosit aktivasyonu ve dolayisiyla Ca™ salimmini saglayan faktorler
tizerinde yogunlasmistir. Bu anlamda sperm ¢oziilebilir faktorlerin sperm hiicresinin 00sit
icine girisinin ardindan fertilizasyonda rol aldigi belirlenmis ve son donemde de sperm
hiicre ekstraktlarinda PLC enzim aktivitesinin biyokimyasal oOlglimlerle ¢ok yliksek
oldugunun belirlenmesiyle (45, 83) PLC’nin fertilizasyondaki rolii mercek altina
almmigtir.  PLC izoformlarmin timi ayrintili bir bigimde incelenmis ancak PLC(
izoformunun Ca™ saliimim sagladigi ve dolayisiyla oosit aktivasyonunda rol aldig
belirlenmistir (13). Cesitli dokularda PLC{ protein ekspresyon ve transkripsiyonu
incelenmis ve PLC(C proteinin sperm hiicresine 6zgii oldugunu kanitlanmigtir (13).
Fertilizasyondaki Ca* sinyalleri incelediginde ise PLC{’nin kisa araliklarla karakteristik
bir Ca™ salimimi gerceklestirdigi gosterilmistir. Katalitik bélgesinde mutasyon olan
PLCCnin ise fonksiyonel olarak etkisiz oldugu ve oosit iginde Ca*? hareketi i¢in gerekli
olan IP; molekiilii tiretimini (68, 84, 85) gergeklestiremedigi bildirilmistir (13).

Bu bilgiler 1s181nda yola ¢ikarak, diisiik fertilizasyona neden olan sperm 6rneklerinin
oosit aktivasyonuyla olan iligkisini anlama adina sperm ¢6ziiniir faktor olan PLC{ nin
sperm hiicresi bagindaki dagilimini gostermeyi, PLCC gen mutasyonlarinin taranmasini
saglamay1 ve bunlarla iliskili olarak roliinii anlayabilmeyi amaclayarak bu calismay1
gergeklestirdik.

IVF uygulamalarinda globozoospermik olgular, niikleer anomali goriilen ve total
immotil spermi olan erkeklerde diisiik fertilizasyon goriilmesi olagan bir durumdur.
Tekrarlayan IVF denemelerinde her defasinda fertilizasyon goriilmeyen olgular ise TFF
gosteren olgular olarak bilinmektedir ve bu olgulara uygulanacak tedavi planinda oosit

aktivasyonunu indiikleyen elektrik stimiilasyonu ya da kimyasal uyar1 gibi bazi alternatif
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metotlar bulunmaktadir (86, 87). IVF uygulamalarinda ek metotlar gerektiren bu
vakalarda oosit aktivasyonunu indiikleyerek fertilizasyon oranlarmin arttirilmasi rutin
tedavilere girmis durumdadir. IVF uygulamalarinin sinirlt kaldigr bu olgulara yonelik bir
yol planinin ¢ikarilmasi i¢in olasi problemlerin ortaya koyulmasi 6énemlidir.

Baz1 erkek faktorlii infertilite durumuna, fonksiyonel olmayan PLC{ proteininin
sebep oldugu yoniindeki bulgular artmig ve OAD durumunda PLC{’nin tedaviye destek
amagcl kullanimiyla ilgili veriler ¢ogalmistir (14, 15). Insanda PLC{ proteininin anormal
ckspresyonuna bagli OAD durumunda, Ca™ iyonoforun enjeksiyonu sonucu oosit
aktivasyon orani artirilmis ve saglikli bir dogumla sonu¢lanmistir (88). Bu g¢alismalar,
alternatif yapay aktivasyon ajaninin giivenli ve endojen bir formu olan rekombinant PLC(
aktif formunun klinikte uygulanmasinin anlamli oldugunu desteklemektedir (80).

PLCC ile erkek infertilitesi arasindaki ilk klinik iliski, Yoon ve arkadaslar1 tarafindan
rapor edilmis, PLC{ proteininin azalmis seviyesi, total eksikligi veya anormal
lokalizasyonu ile iliskili oldugu goriilmistiir (14). Tekrarlayan ICSI basarisizligi olan
vakalardan elde edilen sperm hiicreleri, fare oositlerin igine enjekte edildiginde Ca*?
salinimin1 uyaramadigi, fakat rastlantisal olarak PLCC-mRNA enjekte edildiginde salinimi
uyardig1 gozlenmistir. Bu bilgi fertilite ve Ca*? salimmini uyarma yetenegindeki PLC(
iliskisini agik bir sekilde ortaya koymaktadir (14).

Yoda ve arkadaslar: fare oositi icine PLC{-RNA enjekte ederek, fare oositinde Ca*?
salmmmiin  tetiklenmesini  ve oosit aktivasyonunun baslamasmi  sagladiklar
caligmalarinda; PLCC-RNA’y1 sar1 floresan protein olan ‘Veniis’ ile isaretleyerek oosit
icinde PLC{’nin konumsal olarak dagilimi ile ekspresyon seviyesini ger¢cek zamanlamaya
uygun olarak inceleyerek floresan olarak goriintiilemislerdir. Aymi calismalarinda Ca*?
saliiminin baglayip sona ermesini de floresan olarak goriintiilemislerdir. Oosite enjekte
islemi sonrasinda sitoplazmik dagilim gosteren PLCC-Veniis RNA proniikleus olusumu
sirasinda proniikleer alanda, proniikleuslar olusunca da proniikleuslar icinde biriktigi
gozlenmis ve bu birikimin baslamasiyla Ca*? salimminin durdugu belirlenmistir. PLC{‘nin
proniikleuslar icinde birikme yetisi, PLC{ nin Ca*? salimmim saglayan sperm hiicresi
faktorii oldugunun giiclii bir belirtecidir (89).

Aghajanpour ve arkadaslari, globozoospermik olgularin  yami sira Onceki

uygulamalarinda diistik fertilizasyon goriilen ya da TFF olgularinda PLCC ekspresyon
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diizeyini belirlemek {izere yaptiklar1 ¢alismada bu olgularda ekspresyonun anlamli bir
bi¢cimde azaldigin1 gostermislerdir (82).

Fertil erkek sperm hiicrelerinde, PLCC agirlikli olarak ekvatoryal ve post-akrozomal
bolgede lokalizedir. Grasa ve arkadaslar1; akrozom reaksiyonu gostermis, kapasite olmus
ya da olmamis fertil erkek sperm hiicrelerinde de PLCC’y1 yine bu bolgelerde
gozlemlemislerdir (74). Oosit aktivasyon faktorii (OAF) i¢in bu lokalizasyon modeli daha
onceden de belirtilmistir (90) ve memelilerde oosit aktivasyonunun endojen ajani olan
PLCC hipotezi ile uyumlu bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda, sperm hiicrelerinde anormal
lokalizasyonda olan PLC{’nin oositi aktive edemedigi bildirilmistir (15). Calismamizda
normospermi gruplarda, PLC{ reaksiyonunu membran bolgesi, post-akrozom ve
ekvatoryal bolgede goézlemledik. Bu durum daha oOnceki ¢alismalarda da belirtilen
PLCC nin oosit aktivasyonunda etkin bir faktor oldugunu desteklemektedir.

Globozoospermi olgularinda semendeki tiim sperm hiicreleri akrozomsuz ve
yuvarlak bas yapisinda olup bu olgulara nadir rastlanmaktadir. Globozoospermik
erkeklerin sperm hiicrelerinin oosit aktivasyon kapasitesi; ICSI sonrasi fertilizasyon
basarisizliginda ve fare oositini aktive edememe durumunda da gosterildigi lizere oldukca
azalmgtir (15, 91). Immunoblot analizlerle de globozoospermik bireylerde PLC{ protein
miktarmin azalmis oldugu gosterilmistir ve iki durumda da PLC( proteininin yetersiz
oldugu bildirilmistir. OAD gosterip globozoospermik olmayan hastada da aynmi sekilde
PLCC protein miktarinin az oldugu ve anormal lokalizasyonda bulundugu gézlenmistir.
Yoon ve arkadaglarinin son bulgulart da bu dogrultudadir (14). Elde etmis oldugumuz
diisiik fertilizasyona neden olan globoozospermik bireylerde, PLC( lokalizasyonun azalmis
oldugunu gozlemledik. Daha onceki ¢alismalar da bizim bu bulgumuzu desteklemektedir.

Kemirgenlerle yapilan 6nceki immunfloresan caligmalarda, fare sperm hiicresinde
PLC{’ nin sperm hiicresi basinda periniikleer tekada lokalize oldugu (92), bununda OAF
icin beklenen lokalizasyon bolgesi oldugu ileri stiriilmiistir (64, 90, 93, 94). Sonraki
calismalarda ise PLC{’nin, kapasite olmamis fare sperm hiicresinde post-akrozomal
bolgede ve kapasite olmamis boga sperm hiicresinde ise ekvatoryal bolgede lokalize
oldugu gosterilmistir (95). Bu bulgularin tersine, fare ve hamster sperm hiicrelerinde
akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon sirasinda yapilan bir PLCC lokalizasyon ¢aligmasinda;
PLCC nin, kapasite olmamis sperm hiicrelerinde akrozomal bolgede, kapasitasyonu takiben

de post-akrozomal bolgede one ¢iktigi bildirilmistir (96). PLC{’nin akrozom reaksiyonu
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gibi oosit aktivasyonundan bagka rolleri olup olmadig1 hala belirsizligini korumaktadir.
Kapasite olmamis insan sperm hiicresinde, PLC( agirlikli olarak sperm hiicresi basinda,
ekvatoryal bolgede lokalizedir (74), bu lokalizasyon modeli kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonu sirasinda da korunmustur. Oosit aktivasyonunda PLC{ nin rol oynadigi, OAD
ve erkek infertilitesinin belirli tiplerinin sebebinin altinda, PLC{’nin anormal fonksiyonu
ya da anormal formunun olabilecegi Onerilmistir. Devamli olarak IVF ve ICSI sonrasi
fertilizasyon basarisizligr gosteren infertil sperm hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, bu
sperm hiicreleri fare oositleri i¢ine enjekte edildiginde Ca*? salimmin baslatamadigi ya da
fertil erkeklerle kiyaslandiginda yaptiklari Ca*? salimmmlarinin karakteristik olmadig1 ve
salmimlarin genlik ve frekanslarmin az oldugu gozlenmistir (14, 15).  Ayrica,
immunfloresan ve immunoblot analizlerle, bu infertil hastalarin sperm hiicrelerinin ICSI’de
basarisiz oldugu ve Ca*? salinimu baslatamadigi ve PLCC ekspresyonunun da anormal
oldugu gosterilmistir (14, 15). Biz ¢alismamizda disiik fertilizasyona neden olan grup
altinda inceledigimiz fertilizasyon basarisizligt gosteren TFF grubunda, PLC{
lokalizasyonunun fertil normospermi grubu bulgular ile ayni1 oldugunu gosterdik. Ancak
bu bolgelerdeki reaksiyonda belirgin azalma goézlemledik. Bunun sonucu olarak; bu
hastalarda TFF’ye neden olarak, PLCC ekspresyonun diisiikliigiinii gosterebiliriz.

Literatiirde, diigiik fertilizasyon gruplar1 arasinda yer alan, sperm hiicrelerinin
hareketsizligine dayali olan total immotil grubunun, fertilizasyonda oosit aktivasyonuna
neden olan PLCC reaksiyonu ile iligkili olabilecegine dair herhangi bir goris
bulunmamaktadir. Biz ¢aligmamizda total immotil grubunda PLCC lokalizasyonlar
agirlikli olarak post-akrozom ve bas membranda olmakla birlikte insan fertil gruplarina
kiyasla lokalizasyonlari a¢isindan ¢ok biiyiik farkliligin olmadigini sdyleyebiliriz.

Yine ayni sekilde diisiik fertilizasyona neden olan niikleer anomali grubunun PLCC
ile iliskisini gosteren herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Ancak yapmis oldugumuz
calismada niikleer anomali grubunda PLCC reaksiyonunu gozlemlemedik. Bu durum
niikleer anomaliye baglh olarak PLC{ ekspresyonunda bir defekt oldugunu
diistindiirmektedir.

Genetik mekanizmadaki bazi bozukluklarin da PLCC ile iligskili OAD’ye sebep
oldugu bilinmektedir (80). Insan infertilitesi ve PLC{ mutasyonlar1 arasindaki ilk baglant:
bir OAD hastasinda H398P mutasyonunun kesfiyle ortaya konmustur (15).
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PLC{ ile yapilan yogun ekspresyon c¢alismalarina ek olarak PLC{nin
fonksiyonunun bozulmasina ve dolayisiyla infertiliteye neden olan bir nokta mutasyonu
(PLCC, H398P) tespit edilmistir (15). Ayn1 genetik goriintiileme metodu modifiye edilerek
kullanilan bir diger calismada da yine aymi hastada PLC{, H233L mutasyonunu
belirlenmistir (80). Bu ¢alismada H233L mutasyonunun da benzer bir sekilde lokal protein
etkilesimlerini bozdugu, anormal Ca*? salinimina yol actig1 ayrica 3 boyutlu modelleme ile
ortaya konmustur. Bu c¢alismada ayrica bu vakada birlesik heterozigotluk oldugu,
mutasyonlarin birinin maternal, digerinin paternal aktarildigi belirlenmistir. Bu bilgi
dogrultusunda erkek infertilitesi ve sperm hiicresi fonksiyon eksikligine sebebiyet veren
maternal aktarilan ilk otozomal nokta mutasyonunun H233L oldugu belirlenmistir (80).

Kashir ve arkadaslar1 erkek infertilitesiyle iligkili yaptiklar1 genetik ¢alismalarinda;
infertil erkege aktarilan gen mutasyonlarinda, sadece paternal aktarilan gen
mutasyonlarmin degil maternal aktarilanlarin da etkili oldugu bildirilmis ve PLC{ daki
mutasyonlarin resesif sekilde fonksiyonel olabildigi de agiklamislardir (80).

Insan erkek infertilitesine; Y kromozomuna bagli anomaliler ve bazi
mikrodelesyonlar sebep olabildigi gibi, spermatogeneziste meydana gelebilecek bir
bozuklugunda veya spermatogeneziste X kromozomuna bagli genlerde olabilecek
mutasyonlarinda sebep olabilecegi bilinmektedir (97, 98).

Yapilan molekiiler analizler sonucunda; PLCC geninin 12. kromozom iizerinde yer
aldigi, 15 ekzon igerdigi ve 608 aminoasitlik proteine kodlandigr bulunmustur. PLCC
genine ait 15 ekzon iizerinde literatiirde iki mutasyon tanimlanmistir (80).

Yaptigimiz bu calisma da literatiirde hi¢ yer almamis ve protein farklilasmasina
neden olan bazi degisikliklerin yan1 sira stop kodonuna doniisen bir niikleotid degisimi de
bulmus durumdayiz.  Calismamizda literatiirde Onceden rapor edilenlerde yapilan
populasyon caligsmasi sonrasinda %5’in altinda goriilen degisikliklere (p.Q94X, p.R197H,
p.L440R, p.T303A, p.S500L) ozellikle odaklanildi. Heniliz insan genom mutasyon
databankina bu genin degisimlerinin rapor edilmemis olmas1 ve siirl sayidaki literatiirde
polimorfizm ve mutasyonlarin bakilmis olmasi diigiikk fertilizasyon goriilen bu olgularda
yaptigimiz taramay1 anlamli kilmaktadir.

Klinik amaglar i¢in sperm o6rneklerinde immunoblot ve immunfloresan analizlerin
birlikte kullanilmasi ve PLCC kodlayan bdlgenin segici olarak hedeflendigi genetik

analizlerle kombinasyonu, YUT klinikleri igin yararli tanisal testleri ortaya koyabilir.
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Sonu¢ olarak; diisiik fertilizasyona neden olan sperm Orneklerindeki PLC(
molekiiliinde meydana gelen degisimlerin proteinin fonksiyonel diisiikliigline sebep oldugu

ortaya koyulmaktadir.
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8. SONUC

Calismamiza infertilite merkezine bagvurmus olan yaglart 24-42 arasinda degisen,
normospermik 20 olgu ve fertilizasyon basarisizligina ya da diisiik fertilizasyona neden
olan globozoospermik, total immotil, niikleer anomali gosteren semen 6rnekleri ile TFF
goriilen 18 olgu dahil edildi. Ayni zamanda bu gruplardan DNA sekans analizi i¢in kan
ornekleri alind1.

Diisiik fertilizasyon gosteren semen Ornekleri ile normospermi O6rneklerinin
degerlendirilmesinde faydali olmasi agisindan, bu olgularin sperm hiicrelerinde PLC{’nin
lokalizasyonunu immunfloresan yontemini kullanarak belirledik.

Disiik fertilizasyon goriilen olgularda PLCC molekiiliiniin oosit aktivasyonu iizerine
etkisi ayrintili bir bi¢imde incelendiginden; biz de globozoospermik, TFF gosteren, niikleer
anomali gosteren ve total immotil olan sperm parametrelerine sahip diisiik fertilizasyon
goriilen olgularda bu molekiilin 15 ekzonunu sekans ile tarayarak gen degisikliklerini
izledik. PLCC molekiiliiniin lokalizasyonunun; diisiik fertilizasyona neden olan sperm
orneklerinin bas bolgesi membraninda, ekvatoryal veya post-akrozomal bolgelerinde
normospermi Orneklerine kiyasla azalmig bir reaksiyon gosterdigi ya da hi¢ reaksiyon
gostermedigini gozlemledik.

Heniiz insan genom mutasyon databankina bu genin degisimlerinin rapor edilmemis
olmas1 ve sinirli sayidaki literatiirde polimorfizm ve mutasyonlarin bakilmis olmasi diisiik
fertilizasyon goriilen bu olgularda yaptigimiz taramayi anlamli kilmaktaydi. Keza bu
gruplarda bulgular boliimiinde de goriildiigii lizere pek ¢ok degisim saptamus, literatiirde
hi¢ yer almamis ve protein farklilasmasina neden olan baz1 degisikliklerin yani sira stop
kodonuna doéniisen bir niikleotid degisimi de bulmus durumdayiz.  Buldugumuz
degisikliklerde literatiirde Onceden rapor edilenlerde yapilan populasyon ¢aligmasi
sonrasinda %5’in altinda goriilen degisikliklere oOzellikle odaklandik ve buldugumuz
p.Q94X, p.R197H, p.L440R, p.T303A, p.S500L degisimlerinin Tiirk populasyonunda da
sikliklarmin bakilmast ve aile taramalarmin planlanmasinin anlamli olacagini ileri

stirmekteyiz.
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