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ERKEK UREME SAGLIGI

Erkek infertilitesinin basarisiz oosit aktivasyonunun
fosfolipaz cC ile dnlenmesi
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Fertilizasyondan sonra embriyonel gelisimin ilk asama-
si kalsiyum iyon (Ca?*) salinisi ile olan oosit aktivasyonu-
dur. Bu aktivasyon araciligl ile kapasitasyon ve embriyo
gelisimi ile iliskili olarak polispermi &nlenir; mayoz tamam-
lanir ve proniikleus formasyonu saglanir. Son yillarda yapi-
lan calismalarda, Ca*? iyon salinisinin testiste spesifik fos-
folipaz C zeta (PLCC) izoenzimi ile saglandig1 gosterilmis-
tir. Bu enzim aktivasyonu ile hiicre ici Ca** sinyal yolagi
aktive olur ve inozitol 1, 4, 5-trifosfat (InsP3) ile membran
fosfolipid uyarimi; fosfotidil inozitol 4, 5 bifosfat (PIP2) ile
sitoplazmik Ca** salinisi gerceklesir. Yetmis kilo dalton
agirigindaki PLCC izoenziminin dort EF baglanma bolgesi
vardir ve bunlar X, Y ve C2 bolgeleri olarak adlandirilir.

Yapilan calismalar anormal PLCT aktivasyonunun oosit
ici Ca?* salinigi yetersizligi ve bozulmus aktivasyona bagl
basansiz ICSI uygulamalar ile sonuglandigini ortaya koy-
maktadir. Yine yapilan galismalarda, PLCC H233L ve
PLCCH938P olmak lizere iki farkli PLCT mutasyonu tanim-
lanmistir. Bu ytizden PLCT yoklugunda normal (Wild
Type=WT) PLCC nin tedavide kullanilabilecegi belirtilmek-
tedir. Yapilan deneysel calismalarda mutant PLCC varligin-
da WT- PLCEC ile oosit aktivasyonunun saglandigl ve emb-
riyo gelisiminin uyarildig ileri strtimustir.

Bu calismada amag; PLCC mutasyonunun PIP2 hidrolizi
ve Ca** salinisini etkileyerek erkek infertilitesine yol actigi-
nin gosterilmesi; purifiye insan PLCC'nin PIP2 aktivasyonu
yapici etkisini ortaya konulmasi ve ICSI sonrasi oosit akti-
vasyonu ve embriyo gelisimi saglandiginin gosterilmesi-
dir.

cRNA sentezi icin insan PLC lusiferansini kodlayan
pPCR3 plazmid kullanilarak fare ve insan WT-PLCC ve
mutant- PLCC enzimleri elde edildi. NusA filizyon proteini
ekspresyonu E. Coli ve pETMMG0 plazmid kullanilarak
saglandi. PLC aktivasyonu PIP2 hidrolitik enzim aktivasyo-
nu ile degerlendirildi.

Fare oositleri hCG sonrasi 14,5-15,5 sa toplandi ve her

bir oosite oosit volimiiniin %3-5’i kadar cRNA veya
rekombinant protein enjeksiyonu yapildi. Oosit aktivasyo-
nu ve embriyo gelisimi icin 6 saat slre ile Cytochalasin B
5 pg/mL iceren potasyum bazli optimize medyum
(H-KSOM) icinde tutuldu ve sonrasinda 37°C’de %5CO,
KSOM ile inkiibe edildi. Embriyo gelisimleri 6, 24, 48, 72
ve 96 saatlerde degerlendirildi.

Hiicre ici Ca?* 6l¢imii ve sitoplazmik Ca?* degisimi
Oregon Green BAPTA dextran immiinofloresans yéntemi
ile sperm PLC immiinfloresans incelemesi ise konfokal
mikroskop x1000-Image] araciligi ile degerlendirildi.
insan sperm protein ayrilmasi ise SDS-PAGE ve immiinb-
lot yontemi ile yapildi.

PLCE’nin insan sperminde ekvatoral dagilim gosterdigi
izlendi. Akrozomal bélgede de inmiinofloresan goriinti
kaydedilmesine ragmen bunun yalanci pozitiflik olup
olmadigl ve mevcut bulunsa bile klinik dnemi heniiz belli
degildir.

Purifiye insan PLCC ile saglanan PIP2 hidrolik enzim
aktivitesi, fare PLCC ile saglanandan daha fazla olmasina
ragmen (655+36 nmol/dk/mg vs 460+24 nmol/dk/mg);
enzim aktivitesine bagl Ca?* degisimi (EC;,) anlamli olma-
mistir (70 nM vs 64 nM).

Rekombinan insan PLCC gerek insan oositlerinde
gerekse fare oositlerinde Ca?* salinisina yol acarken, fiiz-
yon proteini olarak kullanilan NusA’da bu etki elde edil-
memistir. Oosit Ca?* aktivasyonu icin gerekli doz insan ve
oositleri igin sirastyla 0.05 ng/ml NusA-hPLCC ve 0,0167
ng/ml NusA-hPLCC olarak belirtilmistir. ICSI sonrasi pro-
niikleus formasyonu, 2 ve 8 hiicreli evre gelisimi ve blas-
tosit formasyonu saptanmustir.

Rekombinan ve mutant PLCC formlar ile yapilan deger-
lendirmede WT-PLCC ile 25 dakika i¢inde Ca?* salinisi ger-
ceklesir ve 2 saat icinde ortalama 9.02+0.037 Ca** dalga-
si olurken, mutant PLCEH233L ile 190 dakika icinde
2.84+0.076 Ca** dalgasi izlenmistir. Buna karsin mutant
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PLCCH398P ile herhangi bir akitvasyon gbézlenmemistir.
Mutant formlar ile 3 saat siireyle inkube edilen oositlere
WT-PLCT konuldugu zaman oosit aktivasyonunun basladi-
81 izlenmistir.

Ginlimizde basansiz IVF/ICSI uygulamalarinda oosit
aktivasyonun saglamak amaci ile Ca iyonofor tedavisi kul-
laniimaktadir ve bu yéntem etkin ve giivenilir bir uygula-
madir. Yapilan in vitro calismalarda mPLCC ile Ca?* salini-
mi saglandigl gosterilmistir. Aktif rekombinan hPLCC pro-
tein ile ayni etkinin daha yliksek diizeyde saglanabilecegi
distniilmektedir.

Bu calismada elde edilen veriler oosit aktivasyonu ve
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embriyo gelisimi arasindaki iliskiyi daha net olarak ortaya
koymakta ve hPLCC'nin basarisiz ICSI uygulamalarinda
oosit aktivasyonu ve embriyo gelisimi icin kullanilabilece-
gini gbstermektedir. Ancak, zor sentez ydnteminin basit-
lestirilmesi yaninda kullanilacak hPLCE protein dozunun
da belilenmesi amaci ile ileri calismalara ihtiyag vardir.
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