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OZET

OBEZITENIN iINSAN SPERM FOSFOLIPAZ-C ZETA AKTiVASYONU
UZERINE ETKISi

Serpil Sude YERLIKAYA
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Nazh CiL
Subat 2024, 60 Sayfa

Obezite erkeklerde diisiik dogurganlik potansiyeli ile iliskilidir. Artan visseral
yaglanma, steroidogenezi ve spermatogenezi lokal ve periferik etkiler. Ca2+
salimimlarinin,Fosfolipaz C-Zeta(PLC-Zeta) olarak adlandirilan sperme 6zgii bir PLC
izoformunun oosit sitoplazmasma girisine izin veren, sperm o00sit membran
fuzyonundan sonra tetiklendigi bilinmektedir. Obezite ve sperm parametreleri, obezite
ve sperm DNA hasar1 daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir. Amacimiz obez ve obez
olmayan erkeklerde sperm parametreleriyle birlikte sperm PLC-Zeta ekspresyon
degisimini incelemektir.

Pamukkale Universitesi Hastanesi Androloji Laboratuvarma basvuran hastalardan onay
alimdiktan sonra hastalarm demografik 6zellikleri sorgulandi. Calismaya dahil edilen
hastalar iki gruba ayrildi: Kontrol grubu: Obez olmayan Viicut Kitle Indeksi (BMI)<30
olan spermiogram analizi veren hastalar (n: 49); Obez Grubu:BMI>30 olan
spermiogram analizi veren hastalar (n=18) olarak belirlendi. Gruplarin semen analizleri
yapild. Semen ornekleri, 2021 Diinya Saglk Orgiiti (WHO) kriterlerine gore
degerlendirildi. PLC-Zeta ekspresyonu icin RT-PCR analizi ve imminohistokimyasal
olarak histopatolojik degerlendirme yapilda.

Kontrol grubunun testosteron diizeyleri obez gruba gore istatistiksel olarak daha fazla
oldugu saptandi (sirasiyla 4,8+1,28; 3,6 = 1,61) (p<0,05). Prolaktin diizeyleri Kontrol
grubunda 12,6+7,2 bulunurken obez grubunda bu degerin 17,15+9,28 olarak yiikseldigi
goriildii ve istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,031). Semen analizlerinde gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmadi. PLC-Zeta ekspresyonunun obez hastalarda kontrol
grubuna gore 1,69 kat arttig1 belirlendi. Bu artisin zitt1 olarak immiinohistokimyasal
boyamada obez hastalarda ekspresyonunun diistiigii gorildi.

Sonugta ¢alismamiz obezitenin mRNA ekpresyon diizeyinde degil, protein sentezinde,
translasyon asamasinda PLC-Zeta ekspresyonunda bozukluga neden olabilecegini
gosterdi. Fakat net bilgileri elde edebilmek icin hasta sayisinin arttirildigi daha ileri
calismalara ihtiya¢ vardur.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi; Fosfolipaz C-Zeta; Obezite; Sperm kalitesi.

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
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ABSTRACT

EFFECT OF OBESITY ON HUMAN SPERM PHOSPHOLIPASE-C ZETA
ACTIVATION

YERLIKAYA, Serpil Sude
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Advisor: Associate Professor Nazli CIL
February 2024, 60 Pages

Obesity is associated with low fertility potential in men. Increased visceral adiposity
affects steroidogenesis and spermatogenesis locally and peripherally. Ca2+ oscillations
are known to be triggered after sperm oocyte membrane fusion, which allows entry of a
sperm-specific PLC isoform, termed PLC-Zeta, into the oocyte cytoplasm. Obesity and
sperm parameters, and obesity and sperm DNA damage have been shown in previous
studies. Our aim was to examine sperm PLC-Zeta expression changes in obese and non-
obese men along with sperm parameters.

After obtaining consent from the patients who came to Pamukkale University Hospital
Andrology Laboratory, the demographic characteristics of the patients were questioned.
The patients included in the study were divided into two groups: Control group: Non-
obese patients (BMI<30) who gave spermiogram analysis (n: 49) and the Obese Patient
Group (BMI>30) n=18). Semen analysis of the groups was performed. Semen samples
were evaluated according to 2021 World Health Organization (WHO) criteria. rt-PCR
analysis for PLC-Zeta expression and histopathologic evaluation by
immunohistochemistry were performed.

Testosterone levels in the control group were statistically higher than in the obese group
(4.8+1.28; 3.6x1.61, respectively) (p<0.05). Prolactin levels were 12.6+7.2 in the
control group and 17.15+9.28 in the obese group, which was statistically significant
(p=0.031). No significant difference was detected between the groups in semen
analysis. PCR determined that PLC-Zeta expression increased 1.69 times in obese
patients compared to the control group. This increase was opposite of our findings by
immunohistochemical staining which showed a decrease of PLC-Zeta in obese patients.
In conclusion, our study showed that obesity may cause a defect in PLC-Zeta
expression at the protein synthesis and translation stage, but not at the mRNA
expression level. However, further studies with an increased number of patients are
needed to obtain clear information.

Anahtar Kelimeler:Male infertility; Phospholipase C-zeta; Obesity; Sperm quality.

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through Project number 2022SABE020
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1. GIRIS

Infertilite, ailelerin %15"ni etkilerken, erkek infertilitesi diinya capindaki
erkeklerin yaklasik %7'sinde yaygindir ve bu tiir vakalarin yaklasik %350'si
aciklanamamaktadir. Erkek faktorlii infetilitecbircok nedene baghdir. Ayni zamanda
genetik nedenlere bagl bir¢cok neden de infertiliteye sebep olabilir (WHO 2000, Jenkins
ve ark., 2016, Eisenberg ve ark., 2014, Hakosen ve ark., 2011, Alshahrani ve ark.,
2016).

Erkeklerde diisiik dogurganlik potansiyeli obezite ilede iligkilidir. Obezitenin
semen parametrelerinde (sperm konsantrasyonu, hareketlilik, canlilik, morfoloji, DNA
biitiinliigli ve mitokondriyal fonksiyon dahil), endokrin degisiklikler (hipogonadizm,
hiperinsiiinemi ve hiperleptinemi dahil) ve sistemik ve lireme sistemi iltthabir ve
oksidatif stres yoluyla erkek infertilitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Erkek
faktorde intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) islemi sonrasinda oosit aktivasyon

bozukluklar1 dnemli bir nedendir (Jensen ve ark., 2004, Hammoud ve ark., 2008).

Embriyo gelisiminin baslamasinin ilk adimi olan oosit aktivasyonu hem mayoz
boliinmenin tamamlanmasini hem de mitotikdongiilere ilerlemeyi igerir. Memelilerde,
dolleyici sperm, serbest sitozolik Ca2+ konsantrasyonundaki salmimlardan olusan
aktivasyon sinyalini iletir (Yoon ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalar, Ca2+ salinimlarimnin
oosit aktivasyonunun tetiklenmesinde rol oynayan sperm proteinlerine odaklanmustir.
Fosfolipaz C-zeta (PLC-Zeta) olarak adlandirilan testise 6zgii PLC izoformu, oosit

aktive edici faktor olarak kabul edilir.

PLC-Zeta'nin basarisiz ifadesi ile erkek veya idiyopatik infertilite arasinda bir
baglant1 oldugunu gostermektedir. Tekrarlayan IVF basarisizligi durumlarinda PLC-

Zeta islevselligi ciddi sekilde etkilenmis goriinmektedir.



1.1.Amag

Obezite ve sperm parametreleri, obezite ve sperm DNA hasar1 daha 6nceki
calismalarda incelenmistir. Yaptigimiz bu ¢aligmadaki amacimiz obez ve obez olmayan
erkeklerde sperm parametreleriyle birlikte sperm PLC-Zeta eckspresyon degisimini

incelemektir.



2. KURUMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Testis

Testis ekzokrin ve endokrin bir organdir. Cift halinde Viicut disina yerlesmistir.
Skrotum ad1 verilen bir yap1 igerisinde yer alan erkek iireme sistemi organidir (Ovalle

W. K., 2009).

2.1.1. Testis gelisimi

Fertilizasyondan sonra X veya Y kromozomunun varligma bagl olarak cinsiyet
genetik olarak belirlenir. Testis gelisimi embriyonik hayatin yedinci haftasindan sonra
baslar (Ross M. H., 2003). Genital sistem her iki cinsiyetteyedinci haftadan ©nce
birbirine benzerdir (Moore K.L., 2016). Farklilasmamis gonad dokular1 iiriner sistem ile
embriyonik hayatta yakin iliskili olarak gelisir ve iic embriyonik tabakadan farklanir. Ar
Posterior abdominal duvarda ara mezoderm iirogenital kabartilar olarak bilinen
cikintilar olusturur. Leydig hiicrelerinin ve miyoid hiicrelerin kaynagi ara mezodermde
yer alan hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri ise mezodermal epitelden koken alr ve bu
hiicreler lirogenital kabartilar1 kaplar. Yolk kesesi duvarinda gelisen germ hiicreleri
trogenital  kabartilardan olusan gonadlara gbgerler ve burada bolunerek

spermatogonyumlara farklilagirlar.

Farklilasmamis gonadlarmezonefrozunmediyalinde, mezotelyal bir kalmlagsma

ile birlikte embriyonun 5. haftasinda gonadal kabarti olarak ortaya ¢ikar.



Primordialgerm hcreleri, gonadal kabartilardaki mezodermal hiicreleri ve epiteli
prolifere ederek primer seks kordonlarinin olusumunu saglar. Primer seks kordonlari,
altinda bulunan mezensim igerisine dogru biiylirler. Farklanmamisgonadlar, dista
korteks icte de medulla olusmaktadir. Embriyo eger XX seks kromozomlarimi igeriyorsa
korteks gelisir ve gonadlar ovaryumu olusturur. Embriyo XY seks kromozomlarini

iceriyorsa medulla geligir ve gonadlar testise farklanir.

Y kromozomu (izerinde yer alan SRY geninden testis belirleyici faktor (TDF) ile
testikiiler farklilasma saglanmaktadir. Olusan seminifer kordonlar, diiz tiibiilleri, diiz
tiibiillerinanastamozu ile de rete testis olusturur. Semifertiibiiller, Leyding hiicrelerini
olusturan mezenkimden ayridir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri testosteron ve
dihidritestosteron salgilanmaya baglar. Testosteron 8 ile 12. Haftalardaki periyotta en
yiiksek degere ulasir. Ayrica seminifertiibiillerdekisertoli hiicreleri tarafindan salgilanan
Anti Miillerian Hormonu uterus ve tuba uterus farklilasmasini baskilar. Bu hormon

diizeyi puberteye kadar yliksek seviyede kalirken puberteden sonra seviyesi diisiise

geger.

Seminifertiibiiller puberteye kadar solid halde kalir, puberteden sonra liimenli yap1
olusur. Seminifertiibiillerde iki tip hiicre bulunur. Bunlar sertoli hilcresi ve

spermatogonyumlardir (Ross. M. H., 2003).

2.1.2. Testis histolojisi

Testisler skrotum i¢inde, karin boslugunun disinda yer alan ¢ift organdir. Bu
yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-3°C  diisiik olmasini saglar. Normal
spermatogenez igin ortalama 35°C gereklidir (Keith L. Moore ve ark., 2009). Testis,
kapsiillii bir organdir. Tunikaalbuginea olarak adlandirilan bu kapsiil sik1 bag dokusu
ozelligindedir. Tunikaalbuginea, kan damar1 ve sinirlerin testise giris ve ¢ikis bolgesi
olan arka ylzde kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Mediastinumdan testise
dogru wuzanan fibréz septumlar orgam1 250 ila 300 lopguga ayirir. Sperm

seminifertubiiller i¢inde tiretilir. Seminifertiibiiller arasinda bag dokusu bulunur. Bu bag



dokuda sinirler, kan ve lenf damarlar1 ve Leydig hiicreleri bulunur. Leydig hiicrelerinde

testikiiler androjenler salgilanir (Abraham L. Kierszenbaum ve ark., 2006).

Testisler, embriyolojik donemde karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal
olarak olusurlar ve daha sonra go¢ edip, skrotum i¢inde spermatik kordlarin ucunda asili
olacak sekilde konumlanirlar. Skrotuma dogru meydana gelen bu go¢ sirasinda her bir
testis kendi etrafindaki peritonu, tunikavaginalis olarak adlandirilan seréz bir zar olarak
striikler. Tunikavaginalistunikaalbugineayr 6n ve yan bolimlerinden sarar (Junqueira
L.C. ve Carneiro J., 2009).

Testislerhem ekzokrin hem de endokrin salgi yapan, bilesik tubiiler bir ¢ift bezdir.
Ekzokrin salgisi, sperm hiicreleridir. Salgilama bigimine gore holokrin salgi yapar.
Endokrin salgisi, Leydig hiicreleri tarafindan yapilan testosteron hormonu, intrauterin
hayatta Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan Anti-Mdlleryen hormon (AMH=MIF) ve
inhibindir (Ross M. H., 2003).
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Sekil 2.1. Testis histolojisi genel gorinimi (Akin G., 2009).

2.1.2.1. Seminiferttubiller



Her bir seminifertiibllrete testise agilirlar (Kierszenbaum., 2006). Seminifertubdller
fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve germinal epitelle kaplidir
(Junqueira ve ark., 2009). Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla ¢evrilidir (Abraham L.
ve Kierszenbaum, 2006). Seminifertibillerde bazal laminaya tutunan iki grup hucre

tipi bulunur:
1. Spermatogenik hticreler

2. Sertoli hicreleri

2.1.2.2. Spermatogenez

Spermatogenez,  spermatozoon olusturma  asamalaridir. Ik olarak
spermatogonyumdan hiicreler boliinmeye baglar. Spermatogonyum, ortalama 12 pm
capimda, bazal laminanin hemen (stlinde yer alan kicik bir hiicredir (Eroschenco V.P.
2008, Young B. ve ark., 2000). Cinsel olarak olgunluga ulasildiginda spermatogonyum
mitoz boliinmeyle cogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur. Tip A spermatogonyumlar
kok hiicreler 6zelligindedir. Bolinmeyi surdlrebilir veya siirmekte olan mitoz donguleri
sonunda farklilasarak tip B spermatogonyumlar1 olusturur. Tip B spermatogonyumlar
primer spermatositlere farklilasan progenitor hiicrelerdir. Primer spermatositler 46
kromozoma sahiptir. Primer spermatositler birinci mayoz bdlinmenin profazina
girerler. Profaz asamasi yaklastk 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde goriilen
spermatositlerin ¢ogu primer spermatositlerden olusur. Primer spermatositler
spermatogenik serinin en biyik hicreleridir. Birinci mayoz bolinmeden sonra sekonder
spermatositler olusur. Bu hiicreler 23 kromozoma (22+X veya 22+Y) sahip daha kiiciik
hiicrelerdir. Testisten alinan histolojik kesitlerde sekonder spermatositlerin gozlenmesi
zordur. Bu hiicreler interfazda ¢ok kisa siire kalan ve hemen ikinci mayoz bolinmeye
baslayan kisa Omiirlii hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin boliinmesi sonucu 23

kromozomlu spermatidler olusur. Sonug olarak, mayoz bdliinme sonunda haploid sayida



kromozom iceren hiicreler olusur. Déllenme sonucunda normal diploid sayida hiicreler

olusur (Young B. ve ark., 2000, Jangueria L.C., 1998).
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Sekil 2.2. Spermatogenezin sematik gosterimi.

2.1.2.3. Spermiyogenez

Spermiyogenezspermatozoon {iretiminin farklilagsma asamasidir. Spermatidler erkek
DNA’sin1 oosit i¢ine aktarmak igin 6zellesmis hiicreler olan spermatozoona doniisme
stirecidir. Hiicre boliinmesinin olmadig1 bu donemde Spermatidler kii¢iik boyutlar1 (7-8
pm), yogunlasmis kromatinli niikleuslar1 ile aywt edilebilir. Bu hiicreler
seminifertiibiillerde liimene yakin olarak konumlanirlar. Spermiyogenez, akrozom
olusumunu, c¢ekirdek yogunlagsmasmni ve uzamasini, kamg¢i genislemesini ve

sitoplazmanimn ¢ogunlugunun kaybolmasini iceren karmasik olaylar dizisidir.

Spermiyogenez asamalar1 tamamlandiginda, seminifertiibiillerin liimenine olgun

spermatozoonlar salmir (Eroschenco V.P., 2008). Spermiyogenez ii¢ evreye ayrilabilir:



2.1.2.4. Golgi fan

Spermatid sitoplazmasi, belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol,
serbest ribozomlar ve diz endoplazma retikulum icerir. Proakrozomal graniller Golgi
kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikiiliiniin
icinde yer alan tek bir akrozom granili olusturur. Sentriyoller, olusan akrozomun kars1
tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma yerlesirler. Kamg¢i aksonemi olusmaya
baslar, sentriyoller yeniden c¢ekirdege dogru gbéc¢ ederken hareket ettikce aksonem

bilesenleri ¢evresine sarilir (Eroschenco, 2008).

2.1.2.5. Akrozomal evre

Akrozom vezikiilii ve graniilii yogunlasan g¢ekirdegin 6n yarisini kaplayacak sekilde
yayilir ve bundan sonra akrozom admi alir. Akrozom, hiyaliironidaz, néraminidaz, asit
fosfataz ve proteaz gibi hidrolitik enzimler icerir. Akrozom 6zellesmis bir lizozom gibi
islev goriir. Bu enzimlerin oositleri ¢evreleyen korona radiata hiicrelerini birbirinden
ayirdig1 ve zona pellusidada delik olusturur (Eroschenco, 2008). Spermiyogenezin bu
evresinde, spermatidseminifertiibiiliin tabanina dogru yonelir ve aksonem liimene dogru
uzanir. Cekirdek uzar ve daha yogun bir hale gelir. Ayni zamanda sentriyollerden
geliserek kamgiy1 olusturur. Mitokondri kam¢inin proksimal kismi etrafinda toplanarak

orta parga olarak adlandirilan kalinlagmis bolgeyi olusturur.

2.1.2.6. Olgunlasma evresi

Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

spermatozoonlarseminiferttbillerin liimenine salinir (Eroschenco, 2008).
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Sekil 2.3. Spermatogonyum olgunlagma evresi (Junqueira L.C. ve ark., 2009).

2.2. Semen

Semen, sperm hiicreleri, testis ve epididimisin salgisi, ejakiilasyon sirasinda prostat,
seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerde iiretilen salgilarin birlesmesi sonucu
meydana gelir (WHO 2002). Sperm hiicreleri, semenin %2-5¢ini olusturur. insanda
ejakiilat miktar1 kisisel farklilik gostermekle birlikte 2-6 ml kadardir. Semenin pH’s1
7.2-8 arasinda degisiklik gosterir ve ortalama 20 dakika icinde likefiye olur (WHO
2002, Green D.P., 1993).

2.3. 2021 Sperm Analizi 2021 WHO Kiriterleri

Progresif sperm motilitesinin kapsami gebelik oranlari ile iligkilidir (World Health
Organization, 1999). 2021 Who kriterlerinde 2010’a gére ¢ok degisiklik gozlenmedi.
Degisiklik yapilan parametrelerde sperm hareketliligiyle ilgili olarak, motiliteyi
derecelendirmek igin dort kategorili bir sistem onerilir.
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Hem sperm motilitesinin manuel olarak degerlendirilmesinden hem de
bilgisayar destekli sperm analizinden elde edilen klinik veriler, hizli ilerleyen
spermatozoanin tanimlanmasinin 6nemli oldugunu gostermektedir (Barratt ve ark.,
2011, Aitken ve ark. 1981, Eliasson 2010). Bu nedenle 6nerilen kategoriler (yaklagik

hiz limitleri ile):

e Hizl ilerleyen ( 25 pm/s) — spermatozoa, lineer veya genis bir daire i¢inde aktif
olarak hareket eder, baslangi¢ noktasindan bitis noktasina bir saniyede en az 25
um (veya % kuyruk uzunlugu) mesafe kat eder;

e Yavas ilerleyen (5 ila <25 pm/s) — baslangi¢ noktasindan bitis noktasina kadar 5
ila < 25 pm (veya en az bir bas) mesafeyi kapsayan, dogrusal veya genis bir
daire i¢inde aktif olarak hareket eden spermatozoa 'z kuyruk uzunlugundan daha
az uzunluk) bir saniyede;

e Progresif olmayan (< 5 pm/s) — ilerlemenin olmadig: diger tiim aktif kuyruk
hareketleri modelleri — yani kiigiik dairelerde yiizme, kam¢1 kuvveti baslangigtan
itibaren 5 um'den daha az (bir kafa uzunlugu) basi yerinden oynatiyor bitis
noktasina gelin; ve

e Hareketsiz — aktif kuyruk hareketi yok.

Tablo.2.1. WHO 2010 ve WHO 2021 sperm parametreleri karsilastirma tablosu.

DSO 2010 DSO 2021

Semen hacmi (ml) 1,5 1,4
Toplam sperm sayisi (ejekiilat basina 106) 39 39
Toplam hareketlilik (%0) 40 42
Progresif hareketlilik (%0) 32 30
Tleryeyici olmayan hareketlilik (%) 1 1

Harektsizsperm (%) 22 20
Canhlik (%) 58 54

Normal formlar (%) 4 4
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Spermatozoa bir bas ve kuyruktan olusur. Kuyrugun basa bagli ve mitokondriyi i¢eren
daha kalin kismina orta parca denir. Son parganin 151k mikroskobu ile goriilmesi zor
oldugundan, hiicrenin bir bas (ve boyun) ve kuyruk (orta parca ve ana parca) icerdigi
diisiiniilebilir. Bir spermin anormallik olmadan kabul edilebilmesi i¢in bas, orta parca,
kuyruk ve sitoplazmik kalintinin normal kabul edilmesi gerekir. Tiim borderline formlar

anormal kabul edilmelidir.
Sperm anormallikleri kategorileri (Ilgilenilen bdlgeler) sunlardr:
* bas (%H)
* boyun ve orta kisim (%NM)
* kuyruk (%T)
« asir1 kalint1 sitoplazma (%C).
Normal (ideal, tipik), anormal icin bir ve dort anormal kategorinin (H, NM, T, C) her
biri i¢in bir anahtarla bir¢ok tuslu sayag kullanilabilir. Tek bir spermde gézlenen diger
anormallikleri girerken ilk tus basili tutularak c¢oklu anormalliklerin girilmesi i¢in

mekanik bir sayag¢ kullanilabilir. Bu operasyonla her sperm sadece bir kez sayilir ve

anormalliklerinin her biri ayr1 ayr1 puanlanur.

200 spermin degerlendirilmesinden, ideal ve anormal sperm yiizdesini ve ayrica her bir
anormallik tipinin ylzdesini elde etmek mimkundir — yani %H, %NM, %T ve %C

(degerlendirme dogru yapilirsa bu son rakamlarin toplami %100'den fazla olmalidir).

Bu anormallik smiflarindaki sperm ylizdesi, kategorideki kusurlu toplam sperm
sayisinin, puanlanan toplam sperm sayismna boliinmesiyle hesaplanir. Bu sayilar

teratozoospermi indeksini hesaplamak i¢in kullanilir.

2.4.0bezite ve Infertilite ile Tliskisi

Obezite, asir1 viicut yagi birikimi olarak karakterize edilir ve klinik olarak viicut kitle
indeksine (BMI) gore tanimlanir ve agirlik (kg)/boy (metre) kare (kg/m2) olarak dlgtiliir
(WHO 2000). BMI >30 kg/m2 olmasi olarak tanimlanan obezite, diinya genelinde 18

yas Ustli 1,9 milyardan fazla yetiskini etkileyen, pandemik oranlara yaklasan bir
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hastaliktir (Craig ve ark., 2017). Morbidobezite ise BMI'nin>35 kg/m2 olmasi olarak
tanimlanir. Obezite erkeklerde diisiik dogurganlik potansiyeli ile iligkilidir. Artan
visseral yaglanma, steroidogenezi ve spermatogenezi lokal (testis disfonksiyonu) ve

periferik olarak (hipogonadizm, inflamasyon ve oksidatif stres) etkiler.

Sperm DNA biitiinliigii ve epigenetik modifikasyonlar, obeziteye bagl infertilite
yonetiminde onemli hususlardir. Hiperinsiilinemi, hiperleptinemi, sistemik inflamasyon
ve oksidatif stres gibi metabolikkomorbiditeler, erkeklerde obezite kaynakl
infertilitesinin 6nemli metabolik aracilaridir. Yaglanmanin iyilestirilmesi dogurganlik

sonuglarmi iyilestirebilir (Leisegang ve ark., 2021).

Obezitenin semen parametrelerinde (sperm konsantrasyonu, hareketlilik, canlilik,
morfoloji, DNA biitiinliigli ve mitokondriyal fonksiyon dahil), endokrin degisiklikler
(hipogonadizm, hiperinstiinemi ve hiperleptinemi dahil) ve sistemik ve Greme sistemi

iltihab1 ve oksidatif stres yoluyla erkek infertilitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir.

Obezojenik bir ortam, leptin gibi adipokinlerinhipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni ve
erkek tlireme fonksiyonlarimi modiile ettigi inflamatuar yanitlar1 ortaya ¢ikarabilir.
Oksidatif stresin indiiklenmesinin, obezitede erkek tireme fonksiyonlarinin bozulmasina
yol agan ortak bir yol oldugu ileri siiriilmektedir. Ek olarak, obez erkekler, artan
aromataz aktiviteleri nedeniyle veya Ostrojenin pulsatilGnRH salinimini ve ardindan LH
ve FSH salinimmi inhibe eden negatif geri besleme mekanizmasi nedeniyle testosteron

seviyelerinden daha yiiksek Ostrojene sahiptir (Leisegang ve ark., 2021).

Obezitedeki hipogonadizme, hem hipofizden LH 'min ddngiisel sekresyonunun nabiz
amplitiidiiniin azalmas1 hem de testis tarafindan LH 'ye verilen yanitin azalmasi aracilik
edebilir. Testosteronun periferik olarak artan aromatizasyonu yoluyla SHBG, FSH ve

inhibin B'de azalma ve E2'de yiikselme de yaygin olarak goriiliir (Craig ve ark., 2017).

Erkek obezitesi, salgin oranlarda biiyliyen dnemli bir sorundur. Obez erkeklerin infertil
olma olasilig1 daha yiiksektir. Sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte, muhtemelen
obeziteye bagli endokrin diizensizliklerin ve spermatogenez Tlzerindeki zararli
etkilerinin bir kombinasyonudur. Son zamanlardaki epigenetik kanitlar, bir erkegin,
gebe kalma zamanindaki obezitesininmetabolik hafizasinin, sperm yoluyla dogrudan
yavrularina aktarilabilecegini ve dolayisiyla onlarm somatik sagligi i¢in Onemli

sonugclar1 olabilecegini diisiindiirmektedir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Craig+JR&cauthor_id=28366411
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Craig+JR&cauthor_id=28366411
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Nesiller aras1 kalitim ve epigenetigin daha iyi anlasilmasi, hem bu mekanizmalar1
anlamak hem de erkeklerde prekonsepsiyonel davranig degisikligi i¢in giiclii bir arag
olarak kullanmak i¢in ¢ok dnemlidir. Morbidobez kadinlarin yardimci iireme teknikleri
sirasinda komplikasyon ve yiiksek riskli gebelik sansinin daha yiiksek oldugu artik iyi
bilindigi gibi, obez erkeklerin ayn1 zamanda daha yiiksek metabolik diizensizlik riski

tastyan ¢ocuklara babalik yaptigi da ortaya ¢ikabilir (Craig, 2017).

Obezite ayrica sperm DNA hasarmi indiikleyerek apoptoz, DNA fragmantasyonu ve
yavrulara epigenetik transferde artisa neden olur. Erkek obezitesi ayn1 zamanda klinik
pratikte yardime1 iireme tekniklerindeki basarmin azalmasiyla da iliskilidir (Leisegang

ve ark., 2021).

2.5.Sperm ve PLC-Zeta

Dinya Uzerinde yedi ciftten birinin infertilite sorunu c¢ektigi bilinmektedir (Evens,

2004). Erkek infertilitesinin altinda yatan nedenlerin sayis1 ¢ok fazladir.

Pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler olarak gruplandirilir.

Pretestikiiler nedenler, genellikle hormonal kaynaklidir.

Testikiler nedenler, Testis icinde etki ederek infertiliteye neden olan durumlari igerir.

Posttestikiiler ise sperm fonksiyon veya hareketliligiyle ilgili anomalilerdir (Tanagho,
2009).

In vitro fertilizasyon (IVF) kliniklerine basvuran ciftler icin ICSI, bircok erkek
faktorlit  kisirlilk  vakasmin  tedavisinde geleneksel tup bebek tedavileriyle

karsilastirildiginda son derece basarili bir tedavi seklidir.

Oosit aktivasyonu, ddllenmeden sonra embriyo gelisimini baglatan ilk ve en kritik
adimdrr. 'Oosit aktivasyonu' terimi, bir dizi biyokimyasal ve morfolojik olay1

tanimlamaktadir.

Bugiine kadar incelenen tiim tiirlerde, bir yumurtanin aktivasyonundaki en erken sinyal
olay1 hiicre i¢i serbest kalsiyum (Ca2+) konsantrasyonunun diizeyindeki biiyiikk ve

gegici bir artigtir (M. Swann ve Lai, 2012, Runft ve ark., 2002).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Craig+JR&cauthor_id=28366411
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Her Ca2+ artis1 yaklasik 1 dakika siirer ve Ca2+ gecisleri 5-30 dakikalik araliklarla
meydana gelir (Miyazaki S. ve ark., 2006). Bu tiir Ca2+ salimimlari, in vitro
fertilizasyon ve ICSI sonrasinda insan ve fare oositlerinde gézlemlenmistir (Sato, 1999).
Bu tir Ca2+ salinimlar1 oosit aktivasyonu i¢in son derece dnemlidir ve daha sonraki

embriyo gelisimini etkileyebilir.

Birikmis bilimsel ve klinik kanitlar, Ca2+ salmimlarmin, PLC-Zeta olarak
adlandirilan sperme 6zgii bir PLC izoformunun oosit sitoplazmasina girigine izin veren
sperm oosit membran flizyonundan sonra tetiklendigi fikrini desteklemektedir
(Saunders ve ark., 2002). PLC-Zeta cDNA veya rekombinant proteinin enjeksiyonu,
fare ve insan oositlerinin partenogenetik aktivasyonunu ve ardindan fare embriyolarinin
dollenmeden sonra goriilenlere benzer oranlarda blastosist agamasina kadar gelisimini

uyarir.

PLC-Zeta, insan oositlerini de igeren, tim memeli oositlerinde uzun sireli Ca2+

salimimlar1 tirettigi defalarca gosterilen tek fizyolojik ajan olmaya devam etmektedir (Ito
ve ark., 2011)

Sekil. 2.4. Sperm spesifik PLC-Zeta tarafindan tetiklenen yumurta aktivasyonunun

sematik gosterimi.
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Sperm-yumurta zari flizyonunun ardindan, PLC-Zeta spermden yumurta
sitozoliine salinir ve zara bagl substrati olan fosfoinositid 4,5-bisfosfat1 (PIP2) iceren
ayr1 bir hiicre i¢i vezikiiler zar1 hedefler. PLC-Zeta aracili PIP2 hidrolizi, InsP3 ve DAG
olmak uUzere iki ikinci haberci Uretir. InsP3 daha sonra endoplazmik retikulum
tizerindeki InsP3 reseptoriine (InsP3R) baglanir; bu etkilesim, hiicre i¢i depolardan
Ca2+ salimimimi tetikler ve daha sonra yumurta aktivasyonunu baslatan Ca2+

salmimlarmin karakteristik modelini Uretir.

c a2+
sensitivity

Sekil 2.5. PLC-Zeta 'nin memeli yumurtalarinda 6nerilen hiicre i¢i etki mekanizmasmin

sematik gosterimi.

Dolleyici spermden teslim edildikten sonra PLC-Zeta, C2 alanmin PI3P, PI5P
veya henliz tamimlanamayan bir (membran veya sitozolik) yumurta proteini ile
potansiyel etkilesimi yoluyla spesifik bir vezikiiler membran ile birlesir. Daha sonra
PLC-Zeta, pozitif yukli birinci EF-el alan1 ve XY-baglayict bolgesinin C-terminal
kismi ile elektrostatik etkilesimler yoluyla negatif yiiklii substrati1 PIP2 ile birlesir.

Katalitik XY alan1 daha sonra PIP2'nin enzimatik boliinmesiyle ilerler.

PLC-Zeta'nin dinlenme nanomolar Ca2+ seviyelerinde aktif olmasimni saglayan
yiiksek Ca2+ duyarliligi, EF-el alanlar1 tarafindan saglanir. Fare PLC-Zeta'sinin XY
baglayicisinin, enzimi hiicre dongiisiine bagl bir sekilde proniikleuslara hedefleyen bir
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) igerdigi rapor edilmistir (referanslara dayali sekil)

(Nomikos M., Swann K. ve Lai F.A., 2012, Nomikos M., ve ark., 2007, Lomasney ve
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ark., 1999). Ancak bu tiir popiilasyonlarn fizyolojik olarak gegerli olup olmadigi
belirsizligini koruyor. Spesifik PLC-Z lokalizasyonu, ayni memeli tiiri ig¢indeki
degisken kaliplar1 tanimlayan ve siklikla ayni antikor probunu kullanan ¢ok sayida

calisma nedeniyle bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hastalardan Orneklerin Alinmasi

Pamukkale Universitesi Hastaneleri Tiip Bebek Merkezi Androloji Laboratuvarma
semen analizi i¢in gelen hastalardan E-60116787-020-255627 sayil1 13.09.2022 tarihli,
13 sayili girisimsel olmayan etik kurul onayi ile semen numuneleri alindi(Ek-1).
Gegmis Oykiistinde kriptorsidizm, kemoterapi ve kanser tedavisi géren hastalar caligma

disinda birakildi.

Semen ornekleri, Diinya Saghk Orguti (WHO) niin hazirladigi “ 2021 WHO
laboratuvar el kitab1 insan semeninin incelenmesi ve islemlerden gecirilmesi” adli
kitapta anlatilan kurallar ¢ercevesinde degerlendirildi. Semen analizi sonuglarina gore
hastalar 2 gruba ayrildi. Kontrol grubu: obez olmayan spermiogram analizi veren
hastalar (n: 49) Obez Hasta Grubu (BMI>30) n=18) olarak belirlenen hasta gruplarmin

semen analizleri yapildi.

3.2. Semen Analizi

e [Ejakiilasyon yontemi ile alinan semen ornekleri steril kaplara alind.

e Ilk 15 dakika igerisinde 37C°’deki 1sitici tablaya konularak likefiye olmasi
beklendi. Yarim saatten uzun siiren likefaksiyon siireleri kay1t alta alindi.

e Likefiye olmayan semen Ornekleri i¢in esit miktarda fosfat-tamponlu salin
kullanilarak likefiye edildi.

o Likefiye olan sperm &rnekleri ilk 1 saat icerisinde viskozite, volim, sperm

konsantrasyonu, canlilik, pH 0l¢iimii, motilite yoniinden degerlendirilmesi
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gerekir. Kruger morfolojisi i¢in 1slak yayma preparatlar1 hazirland1 ve kurumaya
birakildi.

Ik olarak hacmi &lgiilen sperm ornekleri renk ve goriiniim agisindan
degerlendirildi.

Semen iyice karistirildi ve viskozitesi kontrol edildi. Viskoz olan semen
numunesi hafif¢e pipetlenerek ¢oziilmesi saglandi. Coziilmeyen numunelerde
likefaksiyon ¢dozme yontemi uygulandi ve viskozite not edildi. Viskozite igin
esik deger semenin damlatma esnasinda 2 cm’den daha uzun seklinde kabul
edildi.

Sperm saymmi i¢in Ozel gelistirilmis olan Makler sayim kamerasina 1damla
damlatilarak inverted mikroskopta sayild1.

Hicreler hareketli, hareketsiz ve yerinde hareketli olarak smiflandirilip sayim
tamamlanda.

Hacmi bilinen saymim alan1 sayesinde konsantarasyon, toplam sperm sayisi,
motilite, motil sperm sayis1 hesaplamalar1 yapildi.

Sperm sayim islemi en az iki tekrar yapilarak degerler karsilastirildi. Eger sperm
sayis1 disiikse ve maklerde sperm goriilmemis ise lam-lamel arasina
karistirilmig sperm 6rnegi damlatilip tarama yapildi. Sperm goriilmesi halinde
sonu¢ raporlandi. Eger tekrar sperm goriilmemesi durumu var ise semenin
tamamui santrifiij tiipline konuldu ve 15 dakika 3000 g’de santrifiij edildi.

Dipte olusan pelletin tamami lama aktarilarak lamelle kapatildi ve kontrol
edilmemis alan birakmayacak sekilde sperm taramasi yapildi. Sonuglar not
edildi. Semen analizi biten semen numunesinden Kruger morfolojisi i¢cin yayma
preparat hazirlandi.

Karistirilip homojenize edilen numuneden bir damla numune, kimliklendirilen
lamin ucuna birakilarak ikinci bir lam ile yayma yapildi. Kurumaya birakilan
lama Diff-quick boyama protokoliiyle ile boyama yapildi.Isik mikroskobunda
morfolojik degerlendirme yapildi.

Biiyiik veya kiigiik, sivri, armut sekilli, yuvarlak, vakuollii (2 vakuolden fazla
veya boyanmamis vakuollii alanlar1 bagin %20°sinde daha biiyiik) spermler bas
defekti olarak belirlendi. Ayrica post akrozomal bdlgede bir vakuol icermesi
veya akrozomun kiigiik veya biliyik olmasi, ¢ift bashilik ve bunlarin

kombinasyonlarmin goriildiigii spermler bas anomalisi grubuna dahil edildi.
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Kisa, birden fazla sayida, kirik, basin merkezi ile ayni1 konumda olmayan, keskin
ac1 ile kivrilmig, normalden ince veya kalin, sarmal veya bunlarin
kombinasyonlar1 seklinde goriilen spermler boyun anomalisi olarak kabul edildi.
Orta parca defekti olararak kisa, birden fazla sayida, keskin agili biikiilmeler,
sarmal, dilizensiz genislik ve bunlarin kombinasyonlar1i dahil edildi. Asiri
rezidiiel cisim: Bol miktarda diizensiz boyanmis, spermin basinin {igte birinden
veya daha fazla sitoplazmali siklikla orta parga ile iligkili olup bu spermler

anormal kabul edildi (WHO EI Kitabi, 2021)
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Resim 3.1. Sperm morfolojik degerlendirmesi. Yildiz: Bas anomalisi, ince ok: kuyruk

anomalisi, n = normal sperm, kalin ok: boyun anomalisi, diff-quik boyama, 100X Bar:

20um
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Resim 3.2. Sperm morfolojik degerlendirmesi Yildiz: Bas anomalisi, diff-quik boyama,
100X Bar: 20um
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Resim 3.3. Sperm morfolojik degerlendirmesi Y1ldiz: Bas anomalisi, ince ok: kuyruk
anomalisi, diff-quik boyama, 100X Bar: 20um

Resim 3.4. Sperm morfolojik degerlendirmesi Kalin ok: boyun anomalisi, diff-quik
boyama, 100X Bar: 20um
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3.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Alman semen Ornekleri lamlara yayma islemi yapilip kurumaya birakildi. %4
tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde 10 dakika bekletildikten sonra yikandi. Daha sonra
lamlar %70’lik etil alkolde 5 dakika bekletildi. Sirasiyla %90’lik ve %2100’lik etil
alkolde 5 dakika bekletildi. Hastalar toplanincaya kadar lamlar kurutulup +4 °C’de

sakland.
Immunohistokimyasal Boyama Y dntemi:
1)5-5-5 toplam 15 dakika PBS’ ile yikandi.

2)Hucrelerin endojenperoksidaz aktivitesi, %30° luk H202: Metanol (1:9) karisimu ile
10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirilda.

3)PhosphateBufferedSaline ile yikanan hiicreler, serum bloklama soliisyonu ile 10

dakika oda sicakliginda bekletildi.

4)Hicreler Uzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece inkiibasyona birakildi.

Bu c¢aligmada kullanilacak primer antikor PLC-Zetadir. Primer antikorlar distile su ile
dilie edildi.
S)Hiicreler, PhosphateBufferedSaline ile yikandiktan sonra primer antikorlarla

reaksiyon veren, biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorda 60 dakika bekletildi.

6) PhosphateBufferedSaline ile yikanmasi yapilan hiicreler, biotinlenmis-sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin 30

dakika kadar muamele edilir.

7)Hucreler son kez PhosphateBufferedSaline ile yikandiktan sonra kromojen boyasi
DAB ile 3- 30 dakika kadar muamele edilir.

8)Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gdzlenmesi icin hiicreler hematoksilen ile zit

boyama yapildi.

9)Preperatlar akan suda yikanir ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ lik etil alkol

serilerinde bekletildi.
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10)Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen I ve ksilenlI’de 2 ser dakika bekletildi.

11)Ksilenden alinan preperatlarin {izeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatildi.

3.4. Trizol ile RNA izolasyonu

MRNA diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla biitiin

gruplarda RNA izolasyonu TrizolReagent ile gerceklestirildi. Sivilagsmis semen steril

olarak spermiogrami degerlendirildikten sonra:

Konik tabani steril tiipiin alt kismina 0,5 ml %90°lik gradient solisyonu konulup
iizerine 0,5 ml %45°lik gradient soliisyonu sizdirilarak yavas yavas birbirine
karismayacak sekilde konuldu.

Uzerine semen numunesinin tamami konuldu. 1600 devirde 10 dakika (Prog.
No: 3) santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi {istteki tiim fazlar atilir dipte olusan pellet birakildi.

Pellet zerine 1 ml G-1VF (ya da Rinse) ilave edilip tekrar 1600 devir 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pelleti bozmadan {iistte supernatant eksiltilip 0,5
ml ye yakin birakild.

Semen 6rnegi yiiksek devirli santrifiijde dondirilerek c¢okturdldi, Gzerine 500

ul olacak sekilde Trizol uygulandi ve 1,5 mililitrelik ependorf tiiplerine alind1 ve

-200C de saklanda.

Deney asamasinda asagidaki protokole gore islemler devam ettirildi.

Her bir ependorf tiipe 100 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra
tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

Sogutmali santrifiij ile +40C’ de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Santriflij islemi sonrast RNA bulundugu renksiz olan iist faz ayr1 ependorf
tiplere aktarildi.

Toplanan st fazin iizerine 250plizopropanol eklenerek pipetleme islemi
yapilmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast tiipler +40C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi.
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e Santrifiij sonrasi supernatan kisim uzaklastirildi. Peletin tizerine %70’lik etanol
eklenerek ve +40C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi supernatant atilmis ve kalan etanoliin arinmasi sagland1.

e Kalan pelet iizerine 30 pIRNaz-DNaz icermeyen su eklenerek, RNA elde edildi.

e RNA’lar calismalar gerceklestirilene dek -800C’de saklandi.

e Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Termo)
yardimu ile gerceklestirilmistir.

e Sulandirilan RNA o6rnekleri, 1ul RNAsefree distile su kullanilarak Nanodrop
cihaz kaidesi lzerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program
analizi ile kor alindiktan sonra, 1ul olacak sekilde pipetlenip 230, 260, 280

nm'de okundu.

3.5. cDNA Sentezi

[zole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi temin edilen A.B.T. LABORATORY
INDUSTRY (A.B.T. tmCdna SYNTHESIS KIT WiTH RNaselnh. (Highcapacity) ticari
kit yardimiyla ilgil protokole gore gergeklestirildi.

Protokole gore:

Kitin icerisinde bulunan

10x Reactionbuffer 2 mikro molar54 DK
dNTPmix (2,5 Mm each) 1 mikrolitre 27
Randomhexamere (50 mikromolar ) 2 mikrolitre 54
ReverseTranscriptase (200) 1 mikrolitre 27
RNaselnhibitor 0,5 mikrolitre 13,5
RNasefreeWater 3,5 mikrolitre 94,5
RNA Template 10 mikrolitre 10

Hasta sayisina gore oranlayarak mix hazirlandi.ve dnceden rna analizi ile elde edip -20

de muafaza ettigimiz rnalardan 10 mikro litre ependorflara eklendi. RT-PCR cihazma
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yerlestirildi. Cihaz 25 derecede 10 dk,37 derece de 120 dk,85 derecede 5 dk ve 4 derece
de 5 dk tutarak cDNA elde edildi. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PCR islemine kadar -
80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Genlerin primer dizayni

Gene name Primer sekansi Uriin AccessionNumbers
Uzunlugu
GAPDH F:5’'ACAACTTTGGTATCGTGGAA 101 NM_001357943.2
GG-3'
R:5-GCCATCACGCCACAGTTTC-
3!
PLC-Zeta F:GCAGGCTACTTTTGGAGAGTC 98 NM_ 033123
C-3'

R:S'TTCATGGGTTTCCTTTAAGG
TTCC-3'

3.6. Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rt-PCR)

Calismada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen ThermoScientificPikoReal 96
cihaziyla PCR yapildi. Gergek-zamanli PCR isleminde, “PLC-zeta” geninin mRNA
diizeyindeki gen ekspresyonu degisimi arastirildi. Bunun i¢in housekeeping gen olan

GAPDH geni ¢calismamizda kullanildi.

Ilgili hiicre dizininden TRI-Reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir ve
takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total

RNA’lardan cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

Reaksiyon asamasinda, her bir kuyucuk bagina “5 pl SYBR Green” (AppliedBiosystem,
USA), “6.5 ul molekiiler biyolojik saflikta su”, “1.5 pl cDNA”, “1 ul ForwardPrimer”

ve “1 pl ReversePrimer” kullanilarak reaksiyon karigimi hazirlanda.
RT-PCR Protokolu :

Initialdenaturation 95°C’de 300 saniye 1 siklus

Denature 95°C’de 10-30 saniye 40 siklus

Anneal 55-68°C’de 10-60 saniye 40 siklus


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_033123
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Extend 72°C’de 2-5 saniye/step 1 siklus

3.7. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.)) paket
programiyla analiz edildi. Strekli degiskenler ortalama + standart sapma ve kategorik
degiskenler say1r ve  yiizde olarak verildi. Gruplar  arasindaki  farkliliklarin
incelenmesinde , parametrik test varsayimlari saglandiginda iki ortalama arasindaki
farkin 6nemlilik testi, parametrik test varsayimlar1 saglanmadiginda ise Mann Whitney

U testi kullanilds. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Demografik Ozellikleri

Yapilan ¢alismada kontrol grubuyla ve obez hasta gruplarinin yas araliklari
karsilastirildiginda 30 yas {istii hasta grubu obez hastalarda daha fazla oldugu saptandi.
Kontrol grubundaki hastalarin %55,1 (n=27) obez hasta grubunda %83 (n=15) 30 yas
iistli oldugu saptandi. Yapilan analiz sonucunda yas agisindan gruplar arasinda anlamli
bir farklilik saptanmadi (p>0,05). Fakat obez hasta grubunda daha yiiksek ylizdeye
sahip olmas1 klinik yonden dikkat ¢ekiciydi.

Gruplarm BMI leri karsilastirildiginda obez hasta grubunun BMI 32,48+2,53
saptanirken kontrol grubunda bu deger 24,94+2.81’¢ diigmiistii. Bu sonuglar kilo
degisimiyle de koreleydi ve istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p=0,0001).
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Tablo 4.1. Gruplarin demografik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

GRUPLAR
Kontrol Obez p

17-24 10 (%20,4) 1 (%5,6)
yas
25 - 29 _

vas 12 (%24,5) 2 (%11,1) 0,08 (kk=5,044)
30 ve 27 (%55,1) 15 (%83,3)
uzeri
AO+SS  17461+7,78 172,33+ 7,26

BOY med (IQR) 176 (168,5-180) 171 (168-178,25) 0,284 (t=1,081)

min -maks 155 -193 160 - 185
AO=SS 76,16 + 10,57 96,61 + 10,97

KILO med (IQR) 78 (70 - 85) 97,5 (87,5 - 100,75) 0,0001* (t=-6,948)
min -maks 55-95 80 - 123
AO=£SS 24,94 + 2,81 32,48 + 2,53

BMI med (IQR) 25,18 (22,89 - 26,37) 30,68 (30,68 - 34,86) 0,0001* (z=-6,238)
min -maks 16,6 - 29,76 30,02 - 38,39

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart
Sapma; Med (IQR): Ortanca (25. — 75. Ylzdelikler); kk= Kki-kare testi; t: Bagimsiz
gruplarda t testi; z: Mann Whitney U testi

4.2. Gruplarin Kan Hormon Analizi Sonuclar

Kan hormon analizleri degerlendirildiginde FSH, LH, TSH ve 0strojen dlzeyleri
arasinda gruplar arasi anlamli bir farkliik bulunamadi (p>0,05). Total testesteron
karsilastirildiginda kontrol grubunun testosteron diizeyleri obez gruba gore istatistiksel
olarak daha fazla oldugu saptandi (sirasiyla 4,8+1,28; 3,6 £ 1,61) (p<0,05). Prolaktin
diizeyleri Kontrol grubunda 12,6+7,2 bulunurken obez hasta grubunda bu degerin

17,1549,28 olarak yiikseldigi goruldu ve istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0,031).
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Tablo 4.2. Gruplarin kan hormon analizi sonuglari

Kontrol Obez
AO+SS med(IQR) AOxSS med(IQR) p
513 49 0,624
FSH 5,68 + 3,33 5,16 + 3,03
(3,11 - 6,87) (3,34 - 6,9) (z=-0,491)
5,02 5,96 0,733
LH 5,86 + 2,38 6,14 + 2,99
(3,92 - 7,21) (3,86 - 8,47) (t=-0,343)
1,75 1,57 0,622
TSH 514 +12,7 1,58 0,86
(1-2,61) (0,74 - 2,3) (z=-0,545)
TOTAL 6410 4,72 es1c 35 0,01*
48+1, 621,61
TESTOSTERON (3,86 - 5,53) (2,28 - 5,43) (t=2,687)
. 10,8 13,5 0,031*
PROLAKTIN 126+72 17,15+ 9,28
(8,56 - 12,78) (10,7 - 24,9) (z=-2,157)
) 24,2 20,15 0,809
OSTROJEN 23,03 +£72 22,2 +9,48
(17,15 - 29,55) (16,08 - 25,6)  (t=0,244)

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart
Sapma; Med (IQR): Ortanca (25. — 75. Yiizdelikler); t: Bagimsiz gruplarda t testi; z:
Mann Whitney U testi

4.3. Gruplarin Semen Analizi Sonuclari

Gruplarin semen analizleri incelendiginde abstinans siiresi,volim degerleri
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Sperm konsantrasyonu, progresif sperm sayist
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubunda daha fazla oldugu saptandi.
Semen pH analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli obez hastalarin semen 6rneklerinin

daha alkali olmasi dikkat ¢ekiciydi (p<0,05).

Non-progresif hareketli ve hareketsiz sperm sayisinin obez hastalarda daha fazla
oldugu belirlendi. Fakat yapilan istatistiksel analiz sonucu anlamli degisiklikler

saptanmadi. Sperm dis1 hiicreler tanimlamak i¢in kullandigimiz diger hiicreler



30

istatistiksel olarak anlamli olmasa da obez hasta grubunda daha yiiksekti. Gruplarin
kruger morfolojik siniflamasi sonucu yapilan degerlendirmede normal sperm, bas,
boyun ve kuyruk anamalisi degerleri gruplar arasinda anlamli bir farklilik olusturmadi
(p>0,005). Her iki gruptaki sperm hiicrelerinin canlilik yiizdeleri birbirinden farkli
bulunmadi (p>0,005).

Tablo 4.3.1. Gruplarin Semen analizi sonuc¢lar

Kontrol Obez
AO+SS (I\l/lc;g) AO+SS ('I\’c';g) o

é‘l.?rs;;?ans 39+1,19 (3‘_1 N 383086 5 1725) (2318714%7)
pH 821047 g *_3'85’5) 8,5+ 0,38 (8,58_*58, &) (22*22’328)
Voliim 3,07+1,25 2 31316, o1
Konsantrasyon 6234155 (yc'7yq SA92S5L9  gor g Ty
gregégsz# 17,02+ 16,22 (6,51? py  1256%1216 (1,751_020,25) (2313,68%9)
greég;‘i’?s 16,05 + 17,37 (31_425) 14,8 + 15,39 (1,99_ 2) (2212?512 N
Progresif 33,21 + 26,9 (12’15? mg TBEBI o e ) (2213’78684)
Non progresif 5,14 +5,12 (2": 7 5,77 £7,05 (142 7 (2318,15465)
Hareketsiz ~ 1805:1564 (0% aamz2ras 1o o425,
Diger hiicre ~ 4,20+3,75 (23_ " 5,5+ 5,14 (2’753_ 65) (()Z’i%z)

Norma 197200 (ol 22190 (157 Geoam
Kruger Bas 91,92+ 6,46 (88?235? o) 8885%1123 (819f‘97) (z(_—)ig?fog)
Kruger Boyun 17112686 (j,c'p0 2215830, e )
ﬁﬁ;’grﬁ[( 789£1528 _1'??75) 915:121 _%20,5) (2312’5559 )
Vitalite DHERO 40 s 9413 iless oo

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart
Sapma; Med (IQR): Ortanca (25. — 75. Yiizdelikler); t: Bagimsiz gruplarda t testi; z:
Mann Whitney U testi.
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4.4. PLC-Zeta RT-PCR Analizi Sonuglar

Yapilan triplike PCR analizleri sonucunda PLC-Zeta ekspresyonunun obez
hastalarda kontrol grubuna goére 1,69 kat arttigi belirlendi. Yapilan istatistiksel

incelenmede anlaml1 bir fark saptanmadi (p>0,05).

Position Gene Symbol Fold Regulation (comparing to control gro:
Sroup 1
Fold Regulation r-VYalue
1 SAPDH 1.00 nan
2 PLC-zeta 1.5 O. 107008
2 PLC-zeta

B GAPDH
1.6 B PLC-zeta
1.4

1.2

0.8

Fold Change

0.6

0.2

Group 1

Control Group

Tablo 4.4.1. PLC-Zeta PCR Sonuglar1

4.5. immiinohistokimyasal Degerlendirme (PLC-Zeta)

Yapilan immiinohistokimyasal analiz sonucunda kontrol grubunda PLC-Zeta
boyamasi bas kisminda, akrozomda, ekvatoryal dizlemde, postakrozomal cekirdek
bolgesinde lokalizeydi. Degerlendirilen her alanda PLC-Zeta (+) hiicre varligi dikkat
cekiciydi. Obez hastalarin sperm immiin boyamalarinda boyanan hiicre sayisinin ¢ok

azaldigi, baz1 hastalarda hi¢ reaksiyon alinmadigi saptandi. Kontrol grubuna benzer
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sekilde PLC-Zeta boyanma 06zellikle akrozomal bdlgesi ve postakrozomal cekirdekte

belirgindi.

Kontrol

Resim 4.1. Kontrol ve Obez hasta gruplarinda PLC-Zeta ekspresyon bolgeleri.
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Resim 4.2. Kontrol ve Obez hasta gruplarinda PLC-Zeta ekspresyon bolgeleri
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5. TARTISMA

Calismamizda total testosteron diizeyi Kontrol grubunda obez hastalara gore
yiiksek saptanmustir. Fakat kan prolaktin diizeyi, obez grubunda istatistiksel olarak
anlamli daha yiiksektir. Yapilan semen analizlerinde obez grubunun sperm
parametreleri normal gruba gore daha diisiik saptanmasina ragmen istatistiksel
anlamlilik yoktu. Sadece pH diizeyinin obez hastalarda daha yliksek olmasi istatistiksel
anlamliydi. PLC-Zeta ekspresyonu obez grubunda kontrol grubuna gére mRNA
ekspresyonu anlamli olarak yiiksek saptanmasina ragmen immiinohistokimyasal

boyama sonuglarinda obez grubunda sperm hiicrelerinin zayif boyandigi goriildii.

Yapilan bir caligmalarda yliksek BMI'li erkeklerde sperm epigenetik 6zelliklerin
degistigi bildirildi (Soubry ve ark., 2016). Baska bir ¢calisma sperm DNA metilasyon
degisiklikleri ile bunlarin sperm sayisi, hareketliligi ve canlihigi iizerindeki etkileri
arasindaki iligskiyi gosterdi (Jenkins., 2016). Bununla birlikte, obezite ve sperm
parametreleri ile ilgili dnceki ¢alismalar, karigik sonuglar gostermistir. Bazilar1 obezite
ve sperm sayist (Eisenberg ve ark., 2014, Hakonsen, 2011) arasinda negatif iligkiler
gozlemlerken, bazilar1 konsantrasyon (Hakonsen ve ark., 2011, Alshahrani ve ark.,
2016, Jensen ve ark., 2004), baska caligmalar hareketlilik ve normal morfolojik
formlarin sayis1 (Hammoud ve ark., 2008, Magnusdottir ve ark., 2005), arasinda negatif
iliski saptamustir. Fakat diger bazi ¢aligmalar obezite ve sperm parametreleri arasinda
bir iliski bulamamustir (Aggerholm ve ark., 2008, Duits ve ark 2010, Pauli ve ark 2008,
Qin D. D ve ark., 2007).

Belloc ve ark. tarafindan yapilan arastrmada alinan semen hacmi ile BMI'nin
konsantrasyonu ve ilerleyen hareketliligi tlizerindeki etkisi arasinda bir korelasyon
bulmuslardir. Ancak, sperm morfolojisi ile BMI arasinda bir korelasyon
bulamamiglardir (Belloc S. ve ark., 2014). Aksine, Relwani ve arkadaslar1 (Relwani R.

ve ark., 2011) BMI'nin sperm &zellikleri {izerinde herhangi bir etkisi bulamamustir.
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Obezite ve erkek subfertilitesi ile ilgili sonuglar1 yaymlayan MacDonald ve arkadaslar1
tarafindan 4853 erkegi kapsayan ve 5 c¢alismayr iceren biiyilk bir meta-analiz
yaymlanmig ve sperm Ozellikleri ile herhangi bir korelasyon bulunmamistir
(MacDonald A.A. ve ark., 2010). Sermondade ve arkadaslar1 21 ¢alismadan 13 077
hastay1 igeren giincellenmis bir ¢alisma yaymnlamig ve sonuglari asiri kilolu, obez ve
morbid obez erkeklerde azospermi riskinin arttigini gostermistir (Sermondade N. ve
ark., 2013).

1.285 erkekten alman sperm Orneklerinin incelendigi bir ¢alismada, obezite ile
sperm parametreleri arasindaki iliski arastirilmis. Obezite, daha diisiik semen hacmi,
sperm sayisi, konsantrasyon ve hareketlilik (ilerleyen hareketlilik, toplam hareketlilik)
ile iligkilendirilmistir. Obezite ayrica oligospermi ve astenospermi de dahil olmak tizere
erkek infertilitesinin kategorik sonuglariyla baglantili bulunmustur. Ek olarak, diyabetik
erkekleri tek basina incelediklerinde obezite ile diisiik sperm konsantrasyonu ve
motilitesi ve daha yiiksek oligospermi olasiligi arasindaki iliski devam ettini
saptamiglar. Bulgular obezitenin sperm kalitesine olumsuz etkileri ile ilgili literatiire

katkida bulunmustur (Ramaraju G.A. ve ark., 2018).

Bizim ¢alismamizda ise hasta gruplarinda biitiin sperm parametrelert WHO 2021
kriterlerine gore incelenmistir. Sperm konsantrasyonu, progresif hareketli sperm sayis1
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubunda obez grubuna gore daha fazla
bulunmustur. Semen pH analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli obez hastalarin
semen Orneklerinin daha alkali bulunmustur. Non-progresif hareketli ve hareketsiz
sperm sayisinin obez hastalarda daha fazla oldugu, fakat istatistiksel anlamli olmadig:
gorildi. Sperm disi hiicreler obez hasta grubunda daha yiiksekti. Gruplarin kruger
morfolojik smiflamasi sonucu yapilan degerlendirmede normal sperm, bas,boyun ve
kuyruk anamalisi degerleri gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Bu
sonuclar bize diger ¢alismalarla karsilastirildiginda Obez hasta sayisinin arttirilmasiyla

anlamli sonuglarmm elde edilme olasiliZinin artacagini diistindiirttii.

Normal saglikli erkeklerin sperm kromatin biitiinliigii dahil olmak {izere semen
parametrelerine (DNA fragmantasyon indeksi) bakilmis ve elde edilen sonuglar; Sperm
hareketliliginde 6nemli azalma ve DNA fragmantasyon indeksinde Onemli artis,
yardimci lireme teknikleri uygulanan obez erkeklerin normal kilolu erkeklere kiyasla
canli dogum oraninda istatistiksel olarak anlamli bir diisiise sahip oldugunu gostermistir

(Campbell J.M. ve ark., 2015).
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Stewart ve arkadaglar1 2009 (Stewart T.M. ve ark., 2009) yilinda yaptigi
calismada WHO kriterlerine gére sperm parametrelerini, gebelik sonuglarini ve hormon
profillerini ve obeziteyle iliskisini karsilastirmiglar. Elde ettikleri sonuglarda obezite,
azalan toplam sperm sayist ile anlamli sekilde iliskili bulmuslardir. Yapilan ¢alismada
Obez erkeklerde (BMI >30 kg/m2) T, SHBG ve inhibin 6nemli dlglide diistik, ancak
FSH yiiksek saptanmistir (Stewart T.M. ve ark., 2009).

2004 de Jensen ve arkadaslarinin yapmis olugu calismada 96-98 yillar1 arasinda
askere alman erkeklerde semen analizi ve hormon profillerini karsilastirmiglar. BMI
>25 kg/m2, sperm konsantrasyonunda %21.6 (%95 GA %4.0-%39.4) ve toplam sperm
sayisinda %23.9 (%95 CI %4.7-%43.2) azalmaya sahipti. Sperm sayisinda Oonemsiz
azalma, testis boyutu, semen hacmi ve hareketli sperm yizdesi yiksek BMI'den
etkilenmedigi saptanmistir. Azalmig serum testosteron, SHBG ve inhibin B, artmig E2

ile pozitif bir iliski géstermistir(Jensen TK ve ark., 2004).

Yapilan bir calismada 2014 ve 2019 yillar1 arasinda, 35'1 (%46,7) pozitif sperm
elde edilen toplam 75 azospermik erkek degerlendirilmis. Hastalarm ¢ogunlugu (%57,3)
normal BMI'ye (20 kg/m2 ile 25 kg/m2 arasinda) veya birinci derece obeziteye (25
kg/m2 ile 30 kg/m2 arasinda) sahipti. Yapilan calismada BMI ile pozitif sperm alimi
veya hormon seviyeleri (LH, FSH, SHBG, prolaktin) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon bulunmamustir. Bununla birlikte, daha ylksek BMI'ye sahip
hastalarda daha diisiik serum testosteron seviyeleri gézlenmistir (p=0,035) (Pavan-Jukic
D ve ark., 2020).

Bieniek ve arkadaslari Kuzey Amerika da yaptig1 prospektif cok merkezli
calismada BMI ile ejekiilat voliimii (r=-0.04), Sperm konsantrasyon (r=0.08), morfoloji
(r= 0.04) ve motilite (r=0.07) arasinda zayif ama anlamli negatif korelasyon saptandu.
Azospermi ve oligospermi oranlari normal viicut agirlikli (sirasiyla %9,8-%24,5)
kisilerle karsilastirildiginda obez erkekler den daha yiiksek (swrasiyla %12.7,%31.7)
BMI ile T seviyesi negatif kolere bulundu. E2 diizeyi ile BMI arasinda pozitif
korelasyon saptandi. FSH ve LH seviyeleri ile BMI arasinda herhangi bir iligki
saptanmadi (Bieniek J.M. ve ark., 2016).

Bizim ¢alismamizda FSH, LH, TSH ve 6strojen diizeyleri arasinda gruplar arasi

anlaml1 bir farklilik saptanmamustir. Fakat Total testesteron diizeyleri kontrol grubunda
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obez gruba gore istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek saptanmistir. Prolaktin
diizeyleri ise obez hastalarda istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek bulundu. Obez
hastalarda LH hormonunda anlamli fark olmamasina ragmen, T diizeyindeki anlamli
diisiis literatiirle uyumlu bir sekilde steroidogenezin baskilanmasi yoOniinde bilgi

vermektedir.

PLC-Zeta fonksiyonunun potansiyel klinik etkileri vardir. Memelilerde azalmis
bir PLC-Zeta ifadesi, spermin oositte Ca2+ salinimlar1 olusturma yetenegini kismen
veya tamamen siler. Ancak Ca2+ sinyali, oosit aktivasyonu ve partenogenetik gelisim,
sadece fare/insan PLC-Zeta mikroenjeksiyonu ile saglanabilir. Ek olarak, yakin tarihli
klinik kanitlar, PLC-Zeta'nin basarisiz ifadesi ile erkek veya idiyopatik infertilite
arasinda olas1 bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle, tekrarlayan IVF
basarisizlig1 durumlarinda PLC-Zeta islevselligi ciddi sekilde etkilenmis goriinmektedir
(Yoon S-Y ve ark., 2008, Heytens E. ve ark., 2009, Kashir J. ve ark., 2012).

Escoffier ve ark. (2016) ICSI'yi takiben dollenme basarisizhigi durumlarinda
PLC-Zeta'nin kilit bir faktor olduguna dair kanit iiretti; PLC-Zeta'y1 kodlayan insan
genindeki bir mutasyonun, spermde proteinin yokluguna yol agtigin1 ve bu durumun
oosit aktivasyonunu dnlemek icin yeterli oldugunu gosterdi (Escoffier J. ve ark., 2016).
Bozuk PLC-Zeta veya PLC-Zeta kaynakli Ca2+ salinimi, anormal sperm parametreleri
ve morfolojisi, sperm DNA fragmantasyonu ve oksidasyonu ve anormal
embriyogenez/gebelikler dahil olmak Uzere bircok erkek infertilitesi formuna
baglanabilir. Bu tiir spermler, sperm basi i¢inde yok/azalmis seviyeler ve PLC-Zeta'nin

anormal lokalizasyon paternleri sergiler (Kashir J., 2020).

PLC-Zeta cok sayida tiiriin sperminde tanimlanmistir ve genel olarak sperm
basmin farkli hiicre alt1 bolgelerinde lokalize olarak goriinmektedir ve her spesifik
popiilasyon i¢in potansiyel olarak farkli fonksiyonel rollere sahiptir (Kashir J. ve ark.,
2014) PLC-Zeta, fare ve domuz sperminin akrozomal ve post-akrozomal bdlgelerinde
tamimlanmis olup, domuz sperminde de bir kuyruk popilasyonu tanimlanmistir
(Fujimoto ve ark., 2004, Kaewmala ve ark., 2012). At sperminde PLC-Zeta'nin
akrozomda, ekvatoral segmentte, bas orta kisminda ve flagellumun ana parcasinda rapor
edildigi rapor edilmistir (Bedford-Guaus ve ark., 2021). Insanlarda sperm bagmin
akrozomal, ekvator ve akrozomal sonrasi bolgelerinde ii¢ farkli PLC-Zetapopulasyonu

tanimlanmustir.
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Onceki bir c¢alisma, PLC-Zeta 'min fare ve insan sperminin akrozomunda
lokalize oldugunu ve sperm yiizeyinde daha fazla PLC-Zeta populasyonunun mevcut
oldugunu one siirdii (Aarabi ve ark., 2012). Bununla birlikte, ayni antikorlar1 kullanan
cok sayida calisma, PLC-Zeta'nin fare sperminin akrozomal sonrasi bolgesine (Fujimoto
ve ark., 2004, Young ve ark., 2009) ve ayrica insan sperminin akrozomal, ekvatoral ve
akrozomal sonrasi bolgelerine lokalizasyonunu gostermistir (Yoon ve ark., 2008, Kashir
ve ark., 2011, Kashir ve ark., 2013, Grasa ve ark., 2008) Aslinda, fare sperminde PLC-
Zeta lokalizasyonu konusunda yalnizca fikir birligi var gibi goriiniiyor. PLC-Zeta
lokalizasyonundaki bu farklilik sadece farkli tiirler arasindaki gozlemlerle sinirlt
degildir; bir calisma, insan denekler arasmnda spermde gozlemlenen lokalizasyon

modellerinde 6nemli farkliliklar oldugunu rapor etmektedir (Kashir ve ark., 2013).

Saleh ve arkadaslari, ilerleyen erkek yasmin fare spermindeki PLC protein
seviyeleri ve lokalizasyon modelleri lizerindeki etkisini yar1 kantitatif olarak tespit
etmek i¢in immunoblotlama ve imminofloresan kullanirken, ayni zamanda testislerdeki
PLC mRNA seviyelerini de kantitatif olarak incelemiglerdir. Genis bir yas dagilimi
saglamak i¢in 8, 12, 24 ve 36 haftalik fareleri incelemisler ve ayrica fare sperminin
insan sperminde oldugu gibi ayn1 6lglide PLC degiskenligi gosterip gostermedigini ve
ilerleyen erkek yasinin ve fare tiirliniin bunun tizerinde 6nemli bir etkisi olup olmadigini
incelemislerdir. Fare spermindeki PLC seviyeleri, insan spermine benzer sekilde 6nemli
diizeyde degiskenlik gostermistir. Bununla birlikte, bu degiskenlik yas, tlir ve fare
spermindeki toplam PLC seviyelerinden etkilenmistir. Daha geng farelerden alman
spermlerin agirlikli olarak postakrozomal bir lokalizasyon paterni sergiledigini, yaslh
farelerden alman spermlerin ise daha geng muadillerine kiyasla daha yiiksek akrozomal
PLC seviyeleri sergiledigini ve bunun yani swra sperm i¢indeki PLC seviyelerinin
azaldigin1 gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, PLC protein ve mRNA seviyelerinde
oldugu gibi, PLC seviyelerindeki degiskenlik de hem B6 hem de CD1 suslarini farkli
sekillerde etkilemistir. (Saleh ve ark., 2020)

Bizim ¢alismamizda ise bazi obez hastalarda az sayida spermlerde akrozomal ve
postakrozomal PLC-Zeta ekspresyonu devam ederken,bazi obez hastalarda hig
ekspresyon goriilmedigi saptandi. Calismamizdaki obez hastalarin %83,3 i 30 yas ve

tizeri oldugu i¢in Saleh ve arkadaslarinin yaptig1 calismay1 destekler niteliktedir.
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Sperm spesifik PLC-Zeta, PLC-Zeta'y1 kodlayan RNA enjeksiyonu ile fare
yumurtalarinda ifade edildiginde hiicre i¢ci Ca(2+) salinimlarmi ve yumurta
aktivasyonunu indukledigi bilinmektedir (Yoda ve ark., 2004). PLC-Zeta fare, insan ve
domuz sperminin sirastyla akrozomal ve akrozomal sonrasi, akrozomal ve ekvatorun
yani sira akrozomal sonrasi ve ekvatoral bolmelerinde tanimlanmigtir. Tim tiirlerde
stirekli olarak potansiyel kuyruk lokalizasyonu gozlemlemistir (Kashir., 2017). Grasa
ve ark. (Grasa ve ark., 2008) ve Young ve ark. (Young ve ark., 2009), sirasiyla insan ve
fare sperminde, kapasitasyondan 6nce, PLC-Zeta 'nin akrozomal popiilasyonlarmin
belirgin oldugunu ve kapasitasyon sonrasinda agirlikli olarak post-akrozomal

lokalizasyona kaydigini gosterdi.

Yapilan bir calismada Flow sitometrisi ile degerlendirilen PLC-Zeta miktar1 ile
in vitro fertilizasyon oranlarinin iligkili olup olmadigini test etmek i¢in tasarlanmistir.
Infertil 43 ciftten alinan semen drneklerinde PLC-Zeta proteininin yiizde ve ortalama
floresan yogunlugu (MFI) ylizde olarak analiz edilmistir. Sonuglar immiinofloresan
etiketleme ile dogrulanmistir. D6llenme orani1 %40 veya daha diisiik olan hastalar diisiik
dollenme grubunda yer alirken, yiiksek ddllenme grubunda doéllenme oranit %60 ve
iizerinde olan hastalardan olusmustur. Akis sitometrisi ile yapilan kantitatif analizler,
diistik ve yiiksek fertilizasyon oranlar1 arasinda fosfolipaz C-zeta orami veya MFI
dikkate alindiginda anlamli bir fark olmadigmni gostermistir. Gebelik oranlar1 ile
fosfolipaz C-zeta miktar1 arasinda bir korelasyon bulunmamistir. Toplam fertilizasyon

basarisizlig1 vakalarmin hi¢birinde fosfolipaz C-zeta eksikligi yoktu.

Yapilan bir ¢alismada toplamda 32 erkekten alman 32 numune kullanilmis ve analiz
edilmistir. Tiim ejakiilatlar normal semen parametreleri sergileyen hastalar ¢alismaya
dahil edilmistir. (sperm konsantrasyonu: 62.7+44.1 x106, motilite: % 41+£9, canlilik: %
784+9). Bu calismanin sonuglari, dondurma-¢ézme islemlerinden sonra spermatozoa
Uzerinde PLC-Zeta varhgmin azaldigimi gostermektedir (Aras-Tosun D ve ark., 2022).
Kashir et al. (2011), alt1 sperm dondriinde kriyoprezervasyonun ardindan
spermatozoadaki PLC-Zetaimmunofloresan seviyelerinde dnemli bir azalma (6rneklere
gore %20'den %56'ya) bulmustur (Moreau ve ark., 2019). Western blot kullanarak
Kriyoprezervasyon oOncesi ve sonrasi nicel PLC-Zeta ifadesini karsilastrmigtir.
Cozuldukten sonra tam uzunluktaki PLC-Zeta proteinini temsil eden bandin azaltilmis

bir yogunlugunu gosterdigini saptamistir. Ayrica, kriyoprezervasyondan sonra
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akrozomal PLC-Zeta lokalizasyonu sonrasi gdsteren spermlerin oraninda onemli bir

diisiis bulmuslardir.(Kashir ve ark., 2011)

Yapilan baska bir ¢alismada kontrol denekleri (kanitlanmis oosit aktivasyon kapasitesi
olan erkekler; n = 16) ve spermleriyle tekrarlayan intrasitoplazmik sperm enjeksiyon
basarisizlig1 ile sonuglanan erkekler (oosit aktivasyon eksikligi [OAD]; n = 5) ¢aligmaya
dahil edilmistir. Calisma sonunda kontrol deneklerinden alinan spermler, OAD teshisi
konan infertil erkeklere kiyasla PLC-Zetaimminofloresan sergileyen sperm oranmnin
onemli dlgiide daha yiiksek oldugunu gosterdi (sirasiyla %82.6 ve %27.4) (Kashir ve
ark., 2013).

Bizim c¢alismamizda immiinohistokimyasal sonuglara zit olarak PCR
analizlerinde obez hastalarda PLC-Zeta ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmistir. mRNA ekspresyon diizeyindeki bu artis protein diizeyinde
gerceklesmemesi bize obez hastalarda protein sentezi asamalarinda sekteye ugrayan

kismin traslasyon agamasi oldugunu diistindiirti.

Calismamizin ~ limitasyonlar1 ~ vardir. Obez  hasta sayisinin  az  olmasi,
Androlojilabaratuvarma basvuran hastalarin infertilite tedavisi uygulandiysa yapilan
Intrauterin inseminasyon, ICSI sonuclar1 ve bunlarin gebelik ya da canli dogumla

sonuglanip sonuglanmadiklar1 konusunda bilgi yoktur.



41

6. SONUC

Sonu¢ olarak caligmamizda obez hastalarda testosteron diisiikliigii, prolaktin
yiiksekligi ispatlanmistir. Yapilan PCR analizinde PLC-Zeta ekspresyonunun arttigi
fakat immunohistokimyasal diizeyde protein ekspresyonunun azaldigi goriildii. Bu
sonucta bize obezitenin mRNA ekpresyon diizeyinde degil, protein sentezinde,
translasyon asamasinda PLC-Zeta ekspresyonunda bozukluga neden olabilecegini
gosterdi. Fakat net bilgileri elde edebilmek igin hasta sayisinin arttirildigi daha ileri

calismalara ihtiyag vardir.
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