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ÖZET 

Jab1 Proteinin Fertil ve Ġnfertil Ġnsan Sperminde Lokalizasyonunun 

Ġmmunositokimyasal Olarak Saptanması, Sperm Kapasitasyonu ve Morfolojisi Ġle 

ĠliĢkisinin Belirlenmesi. 

Semen analizi erkek fertilizasyon potansiyelini belirlemede oldukça önemli bir yere 

sahiptir. Bu amaçla sağlıklı ve hasta bireylerin semenleri makroskobik ve mikroskobik 

analizlere tabi tutulur. Makroskobik olarak renk, koku, vizkozite, likefaksiyon süresi ve 

Power of Hydrogen (pH) olarak değerlendirilirken; mikroskobik olarak da herhangi bir 

istenmeyen hücre veya partikül varlığı, lökosit, eritrosit, epitel, sperm morfolojisi, 

hareketli/hareketsiz sperm sayısı olarak analiz edilir. Nasıl ki bu değiĢkenlerin sperm 

fonksiyonlarını değerlendirmede oldukça önemli katkıları olabileceğine inanmaktayız. 

Aynı Ģekilde spermdeki JAB1 v.b. proteinlerin varlığı, oranı ve bulunduğu yerin‟de sperm 

fonksiyonlarını değerlendirmede önemli bilgiler vereceğine ve ileriki yıllarda ICSI ve IVF 

gibi iĢlemlerde veya bu sahalardaki çalıĢmalarda bizlere önemli ıĢık tutacağına 

inanmaktayız. 

Bu nedenle çalıĢmadaki amacımız fertil ve infertil bireylerin semen örneklerinde 

JAB1 proteinin insan spermindeki varlığını tespit etmek, bu protein spermde var ise 

lokalizasyonunu immunositokimyasal yöntemlerle göstermek ve bu proteinin sperm 

kapasitasyonu ve morfolojisi ile iliĢkisini de stereolojik metotlarla belirlemektir. 

ÇalıĢmamızın sonucunda fertil bireylerin sperm hücrelerinde JAB1 proteini 

bulunmazken veya bazı sperm hücrelerinde sınırlı sayıda olduğu bulunurken infertil 

bireylerin sperm hücrelerinde JAB1 proteinin varlığı gözlemlendi. Aynı bireylerin 

semenlerini kapasitasiyona tabi tuttulduğunda hem fertil ve hemde infertil bireylerin sperm 
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hücrelerinde JAB1 proteinin miktarı sıfırıncı saatle birinci saat arasında fazla fark 

olmamakla beraber sıfırıncı saatle dördüncü saat arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

artıĢ görüldü (p≤0,05). Bunun yanı sıra morfolojisi bozuk sperm hücrelerinde JAB1 

proteininin daha yoğun bir Ģekilde bulunduğu gözlemlendi. 

Sonuç olarak: JAB1 proteini infertil bireylerde, fertil bireylere oranla; bozuk 

morfolojiye sahip spermlerde düzgün morfolojiye sahip spermlere oranla daha fazla 

bulunduğu ve kapasitasyon süresi arttıkça boyanma Ģiddetininde arttığı görüldü (p≤0,05). 

Anahtar sözcükler: JAB1/CSN5 proteini, infertilite, semen ve spermiyogram 

analizi, immünositokimya, kapasitasyon. 
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ABSTRACT 

The determination of JAB1 localization in fertil and infertil human sperm by 

immunocytochemistry and its relationship with sperm capacitation and morphology. 

Semen analysis has a crucial role in determining the male fertilization potential. 

Thus the macroscopic and microscopic examination of semen samples were evaluated in 

the healthy and sick individuals. The initial macroscopic evaluation considers; liquefaction, 

apparence (colour, odour, consistency), viscosity and power of hydrogen (pH). The 

microscopical parameters considered in a semen analysis are; sperm morphology, motility 

and presence of cell (leucocyte and erythrocyte) other than spermatozoa. Similarly to these 

parameters, the presence, rate and localization of JAB1 protein in the sperms may will 

provide important information assesing the sperm functions and better understanding of the 

ICSI and IVF studies. 

The objective of this study was to determine the presence and cellular localization 

of the JAB1 protein in the sperm by immunohistochemistry. In addition, evaluation of the 

relationship between this protein and cellular morphology and sperm capacitation by 

stereological methods.  

As a result of this study, there was no to minimal statining with JAB1 for sperm 

cells from fertile individuals and there were a JAB1 protein in the large part of the sperms 

from infertile individuals which was statistically significant. When semens subjected to 

capacitation, there were no significant differation between the first hour and zero-hour for 

the amount of the JAB1 protein in the fertile and infertile individuals while there were 

significally significant differatitation between the fourth hour and zero-hour. In addition, 
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immunohistochemical exemination showed there were significally large amount of JAB1 

in the morphologically abnormal sperms.   

Key words: JAB1/CSN5 protein, infertility, semen and spermiogram analysis, 

immunohistochemistry, capasitation. 

  



   vii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

TEġEKKÜR ...................................................................................................... ii 

ÖZET ............................................................................................................... iii 

ABSTRACT .......................................................................................................v 

ĠÇĠNDEKĠLER ................................................................................................ vii 

TABLOLAR LĠSTESĠ ........................................................................................x 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ ........................................................................................ xi 

KISALTMALAR VE SĠMGELER LĠSTESĠ .................................................. xiii 

1. GĠRĠġ .....................................................................................................................1 

2. GENEL BĠLGĠ VE ĠLGĠLĠ ARAġTIRMALAR .....................................................3 

2.1. Ġnfertilitenin Değerlendirilmesi .......................................................................3 

2.1.1. Semen Analizi (Spermiyogram) ...............................................................4 

2.1.2. Sperm Örneğinin Alınması .......................................................................4 

2.1.3. Semen Örneğinin Değerlendirilmesi (WHO, 2010) ..................................5 

2.1.4. Semenin Makroskopik Ġncelemesi ............................................................5 

2.1.4.1. Likefikasyon (Semenin Çözünülürlüğü) ...........................................6 

2.1.4.2. Görünüm ..........................................................................................6 

2.1.4.3. Volüm ..............................................................................................6 

2.1.4.4. pH ....................................................................................................7 

2.1.5. Semenin Mikroskopik Ġncelemesi .............................................................7 

2.1.5.1. Konsantrasyon .................................................................................7 

2.1.5.2. Motilite ............................................................................................9 

2.1.5.3. Dünya Sağlık Örgütüne Göre Sperm Motilitesinin Değerlendirilmesi9 

2.1.5.4. Morfolojik Değerlendirme .............................................................. 10 

2.1.5.4.1. Kruger Kriterleri (1986) ........................................................... 11 

2.1.5.4.2. WHO Kriterleri: ....................................................................... 12 

2.2. Ejekülat (Semen) ........................................................................................... 13 

2.3. Hücre Siklusu ................................................................................................ 14 

2.3.1. Siklinler: ................................................................................................ 15 

a) Proteinlerin Ubiquitin Modifikasyonu ....................................................... 16 



   viii 

 

b) Proteinlerin Deubiquinasyonu ................................................................... 16 

2.3.2. Siklin Bağımlı Kinazlar (CDK): ............................................................. 16 

2.3.3. Siklin bağımlı kinazların inhibitörleri: .................................................... 17 

2.3.3.1. Cip/Kip ailesi: ................................................................................. 17 

2.3.3.2. INK4/ARF ailesi: ............................................................................ 17 

2.3.3.3. p27: ................................................................................................. 18 

2.3.3.4. SKP 2 .............................................................................................. 19 

2.3.3.5. JAB1 ............................................................................................... 20 

3. MATERYAL VE METOD ................................................................................... 30 

3.1. Spermiyogram: .............................................................................................. 30 

3.2. Sperm Morfolojisinin Değerlendirilmesi: ...................................................... 31 

3.3. Morfolojik Ölçüm ve Değerlendirme: ............................................................ 31 

3.4. Maksimum Feret Aralığı: .............................................................................. 31 

3.5. Minimum Feret Aralığı: ................................................................................ 32 

3.6. Tarafsız Sayım Çerçevesi .............................................................................. 33 

3.7. Kapasitasyon ÇalıĢmaları: ............................................................................. 34 

3.8. Darkness Factor (Karanlık Faktörü/Boyanma ġiddeti) ................................... 38 

3.9. Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması .......................................................... 41 

3.9.1. Triton X-100 Hazırlanması ..................................................................... 41 

3.9.2. PBS Hazırlanması: ................................................................................. 41 

3.9.3. BSA (Bovine serum albumin) Hazırlanması ........................................... 41 

3.9.4. %10 Formaldehitin Hazırlanması: .......................................................... 42 

3.10. Ġmmünositokimyasal Boyama Yöntemi ......................................................... 42 

3.10.1. Antikorun HazırlanıĢı ......................................................................... 42 

3.10.2. Antikorla Muamele AĢaması ............................................................... 43 

3.10.3. DAB‟ın HazırlanıĢı ............................................................................. 43 

3.11. Kruger Strict Kriterleri‟ne Göre Diff-Quick Boyama Tekniği ........................ 44 

3.12. Diff-Quick Boyama Yöntemi ........................................................................ 45 

3.13. Ġstatistiksel Analiz ......................................................................................... 45 

4. BULGULAR ........................................................................................................ 46 

5. TARTIġMA VE SONUÇ ..................................................................................... 65 



   ix 

 

6. KAYNAKÇA ....................................................................................................... 76 

  



   x 

 

TABLOLAR LĠSTESĠ 

Tablo 1: Semen analizi için en düĢük referans değerleri. (5.persentil ve %95 güvenlik 

aralıkları) [3, 7]........................................................................................................... 10 

Tablo 2: Fertil ve Ġnfertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif 

boyanan bölgelerinin boyanma oranlarının yaklaĢık yüzdelik değerleri. ....................... 46 

Tablo 3: Fertil ve Ġnfertil bireylerin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan sperm 

hücrelerin boyanma derecelerine göre sperm hücresinin bölgelerinin ortalama morfolojik 

ölçümleri ve hesaplamaları. ......................................................................................... 53 

Tablo 4: Fertil ve Ġnfertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 

antikoru ile pozitif boyanan sperm hücrelerinin, darkness faktörü ile hesaplanmasının 

sonucunda elde edilen değerlerin tablosu. .................................................................... 63 

  



   xi 

 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ 

ġekil 1: Makler sperm sayım kamerası ve Makler sperm sayım kamerasının yakın 

görünümü[]. ....................................................................................................................... 8 

ġekil 2: Makler kamerasında semen örneğinin damlatılarak hazırlanması[14]. ................... 8 

ġekil 3: Makler kamerasında spermlerin görüntüsü. .......................................................... 9 

ġekil 4: Memeli sperminin boyun kısmının enine kesitinin Ģematik çizimi []. .................. 12 

ġekil 5 : Memeli sperminin baĢ, boyun, kuyruk kısmının Ģematik çizimi [19]. ................ 13 

ġekil 6: Hücre siklusunda siklin-siklin bağımlı kinaz (CDK) kompleks expresyonu. ....... 15 

ġekil 7: Hücre siklusunda siklin-CDK kompleks expresyonu ve p27 etkileĢimi []. .......... 18 

ġekil 8: Sinyal transdüksiyon yolakları. []. ...................................................................... 19 

ġekil 9: COP9 signalosomenin alt ünitelerinin etkileĢim modeli []. ................................. 20 

ġekil 10: p27
kip1 

„in Degradasyonu []. .............................................................................. 21 

ġekil 11: Jab1/CSN5‟in hedefleri ve regülasyonları []. .................................................... 22 

ġekil 12: Jab1/CSN5 moleküler mekanizmaları genel bakıĢ []. ........................................ 23 

ġekil 13: Kanserde diğer önemli sinyal yolları ile Jab1/CSN5 çapraz iliĢkisinin diyagramı 

[50]. ................................................................................................................................ 24 

ġekil 14: P27 aracılı hücre siklusu kontrolünde JAB1/CSN5 fonksiyonunun 

modellemesi[41]. ............................................................................................................. 26 

ġekil 15: AP-1 transkripsiyon aracılı düzenlenmesinde JAB1/CSN5 fonksiyonunun modeli 

[42]. ................................................................................................................................ 26 

ġekil 16: Bir algoritmanın grafik gösterimi.[58] .............................................................. 32 

ġekil 17: Ġki boyutlu kesit alanlarında profillerin örnekleniĢini gösterir diyagram. ........... 33 

ġekil 18:Fertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya varolma 

Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesinin gösterilmesi ...................... 47 



   xii 

 

ġekil 19: Ġnfertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya 

varolma Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesinin gösterilmesi ........ 48 

ġekil 19: Sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda 

ölçüm esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 büyütme. .......... 61 

ġekil 20: Sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda 

ölçüm esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 büyütme. .......... 61 

ġekil 21: Fertil bireye ait boyanmayan sperm hücrelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ 

istasyonunda ölçüm esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile negatif boyanma, X100 

büyütme. ......................................................................................................................... 62 

ġekil 22: Fertil bireye ait sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ 

istasyonunda ölçüm esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile negatif  boyanma, X100 

büyütme. ......................................................................................................................... 62 

ġekil 23: Ġnfertil bireye ait sperm hücrelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonu ile 

ölçümü ve sayımı. Jab 1 antikoru ile pozitif  boyanma, X100 büyütme. ........................... 63 

  



   xiii 

 

KISALTMALAR VE SĠMGELER LĠSTESĠ 

WHO    World Health Organization 

JAB1    Jun-Activation Domain Binding Protein 1 

IVF    Ġn Vitro Fertilizasyon 

ICSI    Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu 

SRÖ    Sistematik Rastgele Örnekleme 

RB    Retinoblastom Proteini 

SRC     Steroit Reseptör CO aktivatör 

CDK     Siklin Bağımlı Kinaz 

SKP 2    S-Phase Kinase–Associated Protein 2 

SCF    Skp1/Cullin/F-Box 

PGP 9,5 / UCHL-1  The Neuron Cytoplasmic Protein Gene Product 9,5 

COP9    Constitutive Photomorphogenic 9 

CSN5     COP9 Signalosome Subünit 5 

DNA    Deoksiribonükleik Asit 

pH    Power of Hydrogen 

GnRH     Gonadotropin SerbestleĢtirici Hormon 



   xiv 

 

FSH     Folikül Uyarıcı Hormon 

LH     LuteinleĢtirici Hormon 

LFA-1    Lymphocyte Function Associated antigen 1 

TBS    Tris Buffered Saline 

BSA    Bovine Serum Albümin 

PBS     Phosphate Buffered Saline 

DAB    3, 3'-Diaminobenzidine 

Her2/Neu   Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 

p27    Cyclin dependent kinase inhibitor 1B (p27
Kip1

) 

Smad7    Mothers against decapentaplegic homolog 7 

LHRH    Luteinizing Hormone Releasing Hormone 

AP-1    Aktivatör Protein 1 

NP    Nazal Polipozis 

CRS    Kronik Rinosinüzoit 

MĠF     Makrofaj Migrasyon Ġnhibitör Faktör 

HTF    Human Tubal Fluid 

ER    Endoplazmik Retikulum 



   xv 

 

PR    Progesterone Receptor 

Ɣ     Gama 

ĠR    Immuno Response 

DSB    Double Strain Break 

MEF    Mouse Embryonic Fibroblast 

HR    Homolog Rekombinant 

 



   1 

 

 

1. GĠRĠġ 

Bu çalıĢmanın amacı, fertil ve infertil bireylerin JAB1(jun-activation domain 

binding protein 1) proteinin varlığını saptamak, bu protein spermde var ise 

lokalizasyonunu göstermek ve aynı zamanda bu proteinin sperm kapasitasyonu ve 

morfolojisi ile iliĢkisini de stereolojik metotlarla belirlemektir. 

Erkek infertilitesi, bir erkeğin normal bir kadın partner varlığında korunmasız 

düzenli cinsel iliĢkiye rağmen, bir yılın sonunda konsepsiyon meydana gelmemesi veya 

çocuk sahibi olamaması olarak tanımlanmaktadır. Ġnfertilite, çiftlerin ruh sağlığı ile 

sosyal yaĢamlarını etkileyen önemli bir sorun olup Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 2008 

yılında 6,5 milyon çiftin çocuk sahibi olamama nedeniyle infertilite kliniklerine 

baĢvurduğu bilinmektedir [1]. Evli çiftlerde yaklaĢık olarak %10-15 oranında infertilite 

görülmektedir. Ġnfertilite sebepleri incelenirken olguların %50‟sinde sadece kadın 

faktörünün, %30‟unda sadece erkek faktörünün ve geri kalan %20‟lik grupta da hem 

erkek hem de kadın faktörünün sorumlu olduğunu biliyoruz [1, 2]. Erkek infertilitesi 

değiĢik nedenlere bağlı olarak ortaya çıkmaktadır. Bu nedenler; Sistemik ve kronik 

hastalıklar, genetik sebepler, hormonal bozukluklar, diyabet, böbrek yetmezliği gibi 

metabolik hastalıklar, inmemiĢ testis gibi patolojik durumlar, beslenme bozuklukları, 

çevre kirliliğinin artması ve bağımlılık yapıcı maddelerin kullanımı gibi çevresel sebepler 

ile ürogenital sistem infeksiyonları olarak sıralanabilir [1, 2].  

Her geçen gün infertil erkek sayısının artığının bildirilmesi [3], spermin hassas 

yapısının ve özelliğinin moleküler düzeyde incelenmesine ve buradan hareketle daha 

ayrıntılı kesin tanı konulabilecek moleküler düzeyde ayıraçların bulunup geliĢtirilmesine 

ihtiyaç vardır. Sadece semen parametrelerinin günümüzün rutin kriterlerine dayanarak 
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incelenmesi sonucu bir erkeğin fertil olup olmadığının kesin olarak belirlenmesi çok 

zordur. Günümüzde kullandığımız rutin kriterlere ve belirteçlere göre yüksek sperm 

konsantrasyonlarına sahip bir erkek bireyin sperm hücresi ovosit fertilizasyonunu 

baĢaramazken, düĢük sperm konsantrasyonuna sahip bazı erkek bireylerin sperm 

hücreleri ovosit fertilizasyonunu baĢarabilmektedir [4]. Moleküler belirteçler aracılığı ile 

bir bireyin semenindeki matür (olgun) ve immatür (olgunlaĢmamıĢ) spermlerin varlığı ve 

miktarının belirlenmesi ile bir bireye fertil veya infertil tanısının konulması daha isabetli 

olacaktır. Bu moleküler belirteçler ve ayraçların bulunup klinikte kullanılması IVF (Ġn 

Vitro Fertilizasyon) / ICSI (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu) için kliniklere 

baĢvurmadan önce veya IVF / ICSI yöntemi uygulanmadan önce bu moleküler 

belirteçlerle semen hakkında ayrıntılı bilgi sahibi olmamız, hem hastanın maddi ve 

manevi yıpranmasının önüne geçebileceği hemde daha ucuz maliyetlerle daha isabetli 

kararlar alınabileceği kanaatindeyiz. Bu nedenle JAB1 proteinin insan spermindeki 

varlığının belirlenmesi, sperm kapasitasyonu ve morfolojisi ile iliĢkisi olup olmadığının 

tespit edilmesinin ilerideki klinik çalıĢmalara önemli katkılarının olabileceğini 

düĢünüyoruz. 
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2. GENEL BĠLGĠ VE ĠLGĠLĠ ARAġTIRMALAR 

2.1. Ġnfertilitenin Değerlendirilmesi 

Çiftler herhangi bir korunma yöntemi uygulamayarak bir yıl boyunca WHO‟nun 

belirlediği ölçütlere uygun olarak üç günde bir düzenli iliĢkiye girerek (WHO göre bu 

düzenli cinsel yaĢam olarak kabul edilmektedir) herhangi bir gebelik veya konsepsiyon 

sağlanamamasına infertilite denir. Eğer çiftlerin o güne kadar hiç konsepsiyonu veya 

gebeliği sağlanamamıĢsa Primer Ġnfertilite; fakat çiftlerin daha önce bir çocuk sahibi 

olmuĢ olmaları veya daha önceki bir gebeliğinin olmasından sonra ikinci veya üçüncü 

gebelikleri sağlanamıyorsa buna Sekonder Ġnfertilite denir. Günümüzün tıp bilgisiyle 

tedavi edilemeyen infertiliteye ise Sterilite veya Kalıcı kısırlık denilmektedir [4]. 

Yakın zamanda yapılan çalıĢmalarda dünya genelinde infertilite oranının %10 ila 

%15 arasında olduğu gösterilmiĢtir. Erkekteki infertilite %15 ila %30 da kadındaki 

problemle beraber görülürken; %10 ila %30 da sadece erkeğe dayalı sorun olarak 

karĢımıza çıkmaktadır [4]. Erkek bireylerde infertiliteye neden olan birçok etmen vardır. 

Isıya bağlı olarak kronik yüksek ateĢ, iliĢki öncesi sıcak duĢ vb., radyasyon, esrar, alkol, 

tütün mamülleri, ilaçlar (tarımsal ilaçlar da bunlara dahildir), altın ve kurĢun gibi 

metallerin kullanılması sonucu bazı hormonal bozukluklar, cinsel yollarla bulaĢabilen 

hastalıklar ve XXY gibi bazı kromozomal hastalıklar gibi etmenler de erkek 

infertilitesinin sebebini teĢkil edebilirler. Ġlgili erkek bireylerde ayrıntılı bir 

spermiyogram testi, kruger strickt testi, Eosin Y testi, bunların yanı sıra seminal 

plazmalarında antisperm antikor ölçümlerinin yapılması, postkoidal teste tabi tutulması, o 

bireyin fertilite kapasitesi hakkında önemli bilgiler vermektedir [5]. 
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2.1.1. Semen Analizi (Spermiyogram) 

Ġnfertil çiftlerde yarıya yakın bir oranda erkekte problem olduğu belirlenmiĢtir [6]. 

Erkek faktörünü ortaya koyan en basit test; kolay, ucuz ve kısa zamanda sonuç 

vermesinden dolayı spermiyogram testidir [6]. Spermiyogram, semen örneğinin makroskobik 

ve mikroskobik yönünden incelenmesidir. Semen örneği, makroskobik olarak; renk, koku, vizkozite, 

likefaksiyon süresi ve pH yönünden değerlendirilirken; mikroskobik olarak da; motilitesi, morfolojisi 

ve aglitünasyonu yönünden değerlendirilir. 

2.1.2. Sperm Örneğinin Alınması 

Androloji laboratuarına gelen fertil ve infertil bireylere, sperm numunesi 

vermeden önceki 3-5 günlük dönemde cinsel perhize uymaları önerilmektedir. Bazı 

androloji uzmanlarına göre 2-7 günlük cinsel perhiz süresi uygun görünse de WHO 

tarafından 3 günden daha az süren cinsel perhizlerde semendeki sperm sayısının azaldığı, 

5 günden daha uzun süren perhizlerde ise semendeki sperm sayısının yeterli olduğu fakat 

hareketliliğinin azaldığı bildirilmiĢtir. Bunlara ek olarak 5 günden daha uzun süreli 

yapılan cinsel perhizlerde, spermlerinin akrozom bölgelerinin içeriğinin azaldığı 

gösterilmiĢtir [3]. Önerilen cinsel perhiz sürelerine uyulduğunda ve semen analizlerinin 

ayrıntılı bir Ģekilde yapılması neticesinde, testislerdeki spermatogenetik aktivite hakkında 

ve aksesuvar bezlerin fonksiyonuna iliĢkin daha doğru bir bilgi elde edilebilmektedir [3, 

6]. Androloji laboratuarına baĢvuran fertil ve infertil bireylerin önce anamnezi (öyküsü) 

alınır. Daha sonra bireylere steril, kapaklı kutular verilerek bu amaçla düzenlenmiĢ, 

semen odasında semen vermeleri kullanmaları sağlanır. Semen numunesinin toplandığı 

kaplar kimyasal ve biyolojik yönden yapılan testlerle toksik olmadığı belirtilmiĢ steril 

kapaklı kaplar olması gerekmektedir [3, 6]. 
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2.1.3. Semen Örneğinin Değerlendirilmesi (WHO, 2010) 

Semen analizinin çabuk sonuç vermesi, kolay elde edilebilmesi ve maliyetinin 

düĢük olması nedeniyle erkek infertilitesinde ilk baĢvurulan test olma özelliğini 

korumaktadır. Androloji laboratuvarımızda makroskobik ve mikroskobik olarak yapılan 

bu testler, Dünya Sağlık Örgütünün (WHO) belirlemiĢ olduğu en güncel bilgiler ve 

kriterlere uyularak yapılmaktadır. WHO‟nun bu konuda yayınlamıĢ olduğu el kitabının 

beĢinci baskısında, dördüncü baskısına ek olarak semen analizi bölümü yeniden gözden 

geçirilerek ayrıntılı bir Ģekilde düzenlenmiĢtir. Buna göre analizlere iliĢkin hesaplamalar 

ve yorumlamalar ile sperm hazırlama aĢamalarına iliĢkin ayrıntılı bilgiler eklenmiĢtir. 

Örnekleme ve sayım hatalarına yönelik olarak kriyoprezervasyonla ilgili yeni kriterler 

ortaya konmuĢtur. Ayrıca testis fonksiyonlarının ortaya konulmasında, sperm 

konsantrasyonunun incelenmesi yerine total sperm sayısına bakmanın daha doğru bir 

yaklaĢım olduğu kabul edilmiĢtir. Bunlara ek olarak azospermi tanısı için alınan 

örneklerin santifürüj edilmeden direkt olarak 37
o
C‟deki etüvde likefiye olana kadar 

bekletilmesi ve daha sonra doğrudan incelenmesi önerilmiĢitir. Dördüncü baskıya kıyasla 

bu baskıdaki en büyük farklılık, sperm hücrelerinin hareketliliklerinin 

değerlendirilmesinde göze çarpmaktadır. a, b, c ve d Ģeklinde sınıflandırılan sperm 

hücreleri bu yeni baskısında lineer progresif hareketli, progresif hareketli, non-progresif 

hareketli ve hareketsiz Ģeklinde katagorize edilmiĢtir [7].  

2.1.4. Semenin Makroskopik Ġncelemesi 

GaziosmanpaĢa Üniversitesi Sağlık AraĢtırma ve Uygulama Merkezi Androloji 

Laboratuvarı‟na baĢvuran bireylerden alınmıĢ numuneler, öncelikle 37ºC deki etüve 

konmaktadır. Sonrasında makroskopik ve mikroskobik incelemelere tabi tutulmaktadır. 
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Bu incelemelerde; semen içeriği koagülasyon, aglütinasyon, likefikasyon, viskozite, 

görünüm, volüm, renk, koku ve gerektiğinde pH özellikleri ile mikroskobik yönden 

morfolojileri WHO‟ya veya Kruger strick kriterlerine göre değerlendirilmektedir. 

2.1.4.1. Likefikasyon (Semenin Çözünülürlüğü) 

Ejekulasyondan sonra koagüle olan semenin, prostattan salgılanılan proteolitik 

enzimler vasıtasıyla 10-30 dakika içerisinde likefiye olması beklenir [8]. Eğer bireylerden 

alınan numuneler 37°C‟de (etüvde) 15-45 dakika içerinde likefiye olmazlar ise 

vizkozitesi yönünde de incelenerek vizkozite derecesi belirtilir [3]. 

2.1.4.2. Görünüm 

Sağlıklı bir semenin parlak açık sarı, krem, açık gri renkte ve homojen bir 

görünüm içeren yapıya sahip olması bunun yanında kendine özgü bir kokusunun olması 

gerekmektedir. Eğer semende cerahat bulunuyor (pyospermi) ise ya da uzun süreli bir 

cinsel perhiz uygulanmıĢ ise numunenin sarı renkte olduğu görülür [3, 8] 

2.1.4.3. Volüm 

Semen hacminin normal sınırları 1,5-6 ml olarak kabul edilirken, 1 ml‟den az ise 

hipospermi, 6 ml‟den fazla ise hiperspermi olarak adlandırılmaktadır. Cinsel perhiz 

süresinin uzun olması durumunda hipersipermiyle karĢılaĢılırken; kısa cinsel perhiz süresi 

ve ejekulatör kanallarda darlık durumlarında ise hipospermi ile karĢılaĢılaĢılabilmektedir 

[3, 6] 
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2.1.4.4. pH 

Semenin normal pH değerleri 7,2-8 kabul edilmekte olup akut enfeksiyon gibi 

durumlarda bu değer 8‟in üzerine çıkabilmektedir. pH‟ı 7,2 nin altında olması ise alkali 

özelliğe sahip prostat sıvısının semen içindeki miktarının azlığından dolayı ortaya çıktığı 

düĢünülebilir [3]. 

2.1.5. Semenin Mikroskopik Ġncelemesi 

Sürüntü yayması yapılmıĢ, tespit edilmiĢ, boyanmıĢ sperm yaymaları ıĢık 

mikroskobisi seviyesinde incelenerek sınıflandırılır [ 9 , 10 ]. Bu esnada sperm 

konsantrasyonu, morfolojisi, hareketliliği ve yuvarlak hücre sayısı yönünden 

değerlendirilme yapılmaktadır. Canlı sperm ile Papanikolaou yöntemiyle boyanmıĢ 

spermler arasında belirgin bir farklılık olmamakla beraber iĢlemler sırasındaki büzüĢmeye 

bağlı olarak boyanmıĢ sperm baĢının biraz daha küçük olduğu görülür [11]. Fakat %95 

oranındaki bir güven aralığı ile değerlendirme yapılmasına olanak sağlamaktadır. Boyalı 

spermlerde baĢ uzunluğu 3-5 µm, geniĢliği ise 2-3 µm olarak ölçülmektedir ve normal 

baĢın Ģekli oval görünümdedir [3, 11, 12]. (ġekil 5). 

2.1.5.1. Konsantrasyon 

Günümüzde spermiyogram sayımları ve morfolojik yönden incelenmeleri 

otomatik cihazlarla yapılmaya baĢlanmıĢ olsa bile hala birçok hastahanelerde 

spermiyogram sayımları 1978 yılında Prof. Dr. Amnon Makler tarafından geliĢtirilen 

sperm sayımı için özel tasarlanmıĢ “Makler Sperm Sayım Kamerası” kullanılarak 

yapılmaktadır (ġekil 1,2). Makler Sperm Sayım Kamerasının 10 μm derinliğine sahip 

olması, spermatozoanın tek bir düzlemde serbest olarak hareket etmesine olanak 
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sağlamaktadır. Buda bize hareketlilik yüzdeleri hakkında daha doğru bir sonuç 

verilmesini sağlar [4, 13]. 

 

ġekil 1: Makler sperm sayım kamerası ve Makler sperm sayım kamerasının yakın görünümü[14].  

Makler sperm sayım kamerası ile sayım yapmak için 5 μl (bir damla) sayım 

kamerasının üzerine damlatılır ve X20‟lik objektif ile spermler sayılır. Makler Sperm 

Sayım kamerasındaki 100 karelik alanda bulunan sperm hücreleri sayılırsa daha doğru bir 

sonuç elde edilir. Eğer 10 karelik alandaki motil ve non-motil sperm hücreleri sayılmıĢ 

ise 10 μl derinlikte göz önünde bulundurularak bu sayı 10
6
 ile çarpılır ve mililitredeki 

(X10
6
/ml) sperm sayısı hesaplanmıĢ olur [14]. 

 

ġekil 2: Makler kamerasında semen örneğinin damlatılarak hazırlanması[14].  
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2.1.5.2. Motilite 

Konsantrasyon sayımına benzer Ģekilde motilitenin değerlendirilmesi de x20 lik 

objektif ile 100 karedeki sperm hücreleri sayılır (ġekil 3). Yüzdelik olarak moltilite 

değerini elde etmek için motil sperm sayısı, total sperm sayısına bölünür [13]. 

 

ġekil 3: Makler kamerasında spermlerin görüntüsü. 

2.1.5.3. Dünya Sağlık Örgütüne Göre Sperm Motilitesinin 

Değerlendirilmesi 

A- Ġleri hızlı doğrusal hareket (lineer progresif). 

B- Ġleri yavaĢ doğrusal olmayan hareket ( non-lineer progresif). 

C- Yerinde hareketli (non-progresif motilite). 

D- Hareketsiz (non motile). 

Normospermi: Morfoloji, motilite, konsantrasyon yönünden normal değerler 

aralığında olan ejekülata denir. 

Oligospermi: Sperm sayısının <20 milyon/ml olmasına oligospermi denir.  
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Oligoteratospermi: Spermlerin moltilitelerinin normal olduğu fakat morfolojilerinin 

bozuk ve konsantrasyonunun düĢük olduğu ejekulata denir. 

Teratospermi: Spermlerin motilitesinin ve konsantrasyonunun normal fakat 

morfolojisinin bozuk olduğu ejekulattır. 

Astenospermi: Sperm motilitesinin düĢük olduğu ejekulata denir. 

Azospermik: Ejekulatta spermin bulunmaması durumuna denir. 

Dünya sağlık örgütü‟nün 2010 verilerine göre konsantrasyon, motilite ve 

morfoloji için normal olarak kabul edilen semen analizi için en düĢük referans 

değerleri aĢağıdaki Tablo 1‟de verilmiĢtir (5.persentil ve %95 güvenlik aralıklı) [3]. 

Tablo 1: Semen analizi için en düĢük referans değerleri. (5.persentil ve %95 

güvenlik aralıkları) [3, 7]. 

Semen Parametreleri En düĢük referansdeğer 

Hacim (ml) ≥1.5 (1.4-1.7) 

Total sperm sayısı (10
6
) 39 (33-46) 

Konsantrasyon (10
6
/ml) ≥15 (12-16) 

Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42) 

Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34) 

Vitalite (canlı sperm,%) >%58 (55-63) 

Morfoloji (normal formlar) ≥%14 (3.0-4.0) (Kruger) 

pH >7.2 

2.1.5.4. Morfolojik Değerlendirme 

Kliniklerde yaygın olarak morfolojik değerlendirmede kullanılan iki farklı kriter 

vardır. Bunlardan Kruger strict kriteri‟ne göre normal değer >%14 olması gerekirken 
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WHO‟ya göre normal değer >%30 olmalıdır [15]. Bu kriterlere göre mikroskop altında 

analiz yapılırken spermlerin baĢ, boyun ve kuyruk gibi bölgelerindeki anomalilere 

bakılarak morfolojik analiz yapılır [13, 16]. Bunun için önce semen lam üzerine yayılır ve 

sonrasında iĢlem için uygun boya Ģeçilerek boyama yapılır (WHO için Papanicolaou ve 

Kruger strict kriterleri için Diff-Quick veya Spermac boyama yöntemi). Hazırlanan 

preparat uygun solüsyon ve lamel ile kapatılır. 100‟lük objektif altında immersiyon yağı 

damlatılarak 100 veya 200 sperm hücresi analiz edilir ve % normal cinsinden sonuç rapor 

edilir [13, 17] 

2.1.5.4.1. KRUGER KRĠTERLERĠ (1986) 

Sperm hücresinin baĢ bölgesi düzgün oval bir morfolojide olması gerekir. Ayrıca 

akrozom baĢın ön kısmının %40 ile %70‟ ini kaplamalıdır. Normal bir sperm hücresinin 

baĢ bölgesinin eni 2 ila 3 µm arasında iken baĢ bölgesinin uzunluğu 3 ila 5 µm arasında 

olmalıdır. BaĢ bölgesinin eninin uzunluğuna olan oranı 2/3 veya 3/5 arasında olmalıdır. 

Borderline baĢ formları anormal olarak sınıflanır. BaĢın uzun ekseni ile boynun uzun 

ekseni aynı hizada olmalıdır. Eğer sitoplazmik artık var ise baĢ büyüklüğünün yarısından 

büyük olursa bu anormal sperm hücresi olarak kabul edilir. Sperm hücresinin orta 

kısmının eni 0,5 µm (Ģekil 4), boyu ise sperm baĢının 1,5 katı uzunlukta olmalıdır. Ayrıca 

orta kısım, baĢın uzun ekseni boyunca bağlanmıĢ bir silindir Ģeklinde olmalıdır. Normal 

bir sperm hücresinin kuyruk uzunluğu 35 ila 45 µm aralığında ve düzgün bir yapıda 

olmalıdır. Kalınlığı spermin orta kısmından biraz daha ince olmalıdır. Bu kriterlere 

uymayan sperm hücreleri anormal sperm hücreleri olarak kabul edilir [12, 13, 16, 18]. 
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ġekil 4: Memeli sperminin boyun kısmının enine kesitinin Ģematik çizimi [19]. 

2.1.5.4.2. WHO KRĠTERLERĠ: 

Sperm hücrelerinin akrozomal bölgesinin baĢ bölgesine oranı en az 1/3 olmalıdır 

(ġekil 5). Ayrıca baĢın eninin boyuna oranı 1/2 ila 1/3 arasında olmalıdır. Normal bir 

sperm hücresinin baĢ bölgesinin uzunluğu 3 ila 5 µm aralığında iken geniĢliği ise 2 ila 3 

µm aralığındadır. BaĢ bölgesinin morfolojisi düzgün kenarlı ve oval Ģeklinde olmalıdır. 

WHO kriterlerine göre sperm hücresinin boyun bölgesinin normal olması gereken 

kriterleri belirtilmemiĢtir. 

WHO‟ya göre sperm hücresinin orta kısmının dıĢı düzgün hatlı ve silindir 

Ģeklinde olmalıdır, orta kısmının en/boy oranı 1/3 den küçük olmamalıdır. Eğer 

sitoplazmik artık var ise ve bu artık baĢ bölgesinin yarısından daha büyükse bu sperm 

hücreleri anormal olarak kabul edilir. Kuyruk 35-45 µm aralığında, silindirik Ģekilli, 

düzgün süturlu bir yapıda olmalı. Tek bir sperm hücresinde birtane kuyruk olmalı, 

çatallanma veya katlanma olmamalıdır [3]. WHO kriterleri ile Kruger strickt kriterleri 

arasında farklar bulunmaktadır. Biz çalıĢmamızda Kruger strict kriterlerini baz alarak 

değerlendirme yaptık. Morfolojik değerlendirme için 100‟lük objektif altında immersiyon 

yağı damlatılarak, 100 ila 200 arasında sperm hücresinin incelenmesi gerekmektedir. 
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Kruger strict kriterlerine göre normal sperm sayısının oranı %14‟den fazla olan bireyin 

fertilizasyon oranı %81 ila %91 arasında, %14‟den küçük olan bireylerde ise fertilizasyon 

oranı %37 olarak bildirilmiĢtir [12, 20]. 

 

ġekil 5 : Memeli sperminin baĢ, boyun, kuyruk kısmının Ģematik çizimi [19]. 

2.2. Ejekülat (Semen) 

Epididimis ve duktus deferens kaslarının sempatik sinir sistemi aracılığıyla 

uyarılıp peristaltik kasılmasına neden olduktan sonra semen epididimis, duktus deferens 

ve vas deferensin ampüllasından geçtikten sonra ejakülatör kanaldan ilerleyerek prostatik 

üretraya ulaĢır. Ejakülatör kanalın asitliğini düĢürmek için seminal keseler aracılığıyla 2-

3 ml arasındaki alkali sıvıyı üretraya aktarır [8]. Bunun akabinde 1-2 ml lik prostat sıvısı 

prostat kaslarının kontraksiyonuyla salınır ve tüm seminal sıvı prostatik üretradan 

üretraya aktarılmıĢ olur. Ejakülasyonun mesaneye geri kaçıĢını (retrograt) önlenmek için 

mesane boynundaki sfinkter kapatılır ve daha sonrasında üretra kaslarının kontraksiyonu 

sayesinde ejakülat üretradan dıĢarıya atılır [8]. Ġnsan semeninin plazma kısmının üçte 

birlik kısmını prostattan salgılanan sıvı teĢkil ederken üçte ikilik kısmını ise seminal 

keselerden salgılanan sıvılar oluĢturur. Testisler tarafından üretilen spermatozoa ile 

birlikte toplam semen hacmi 3-6 ml miktarında olmalıdır [12]. pH değeri 7,2 ile 7,8 
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arasında değiĢen seminal plazma, hem pH tamponu olarak hem de spermatozoanın 

taĢınmasında görev almaktadır. pH değeri 6,2‟nin altına indiğinde spermatozoalar hareket 

yeteneklerini kaybedecekleri için seminal plazma sıvısı vajinanın pH‟ını yükseltir. 

Normal bir bireye ait ejakülatın %90‟lık kısmını seminal plazma, %10‟luk kısmını ise 

spermatozoa teĢkil eder. Seminal plazma belirtilen normal miktardan az olduğu 

durumlarda spermatozoalar hareket yeteneklerini kaybederler. Seminal plazma miktarı 

çok yüksek olduğu durumlarda ise sperm hücrelerinin konsantrasyonları düĢecektir [8]. 

2.3. Hücre Siklusu 

Hücrelerin düzenli çoğalması için bir takım faktörlere, sitümüle ve inhibe eden 

ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır. Eğer bu ajanların miktarlarında bir değiĢme olursa hücre 

ya apoptoza gider ya da hücreyi tümörleĢmeye sokar. Bu sitümülatörler ve inhibitörler 

siklinler ve siklin bağımlı kinazlar aracılığı ile düzenlenmektedir. 15‟den fazla siklin 

tanımlanmıĢtır. Bunlardan bazıları siklin D, E, A ve B dir. Bunlar hücre siklusunda art 

arda bir ya da daha fazla siklin bağımlı kinazlar (CDK)‟a bağlanır. Bir diğeri siklin 

bağımlı kinazlardır. Bu siklin bağımlı kinazlarda inhibitörleri aracılığıyla düzenlenirler 

(ġekil 6). Bunlarada siklin bağımlı kinaz inhibitörleri denir. BaĢlıca iki tane CDK 

inhibitörü vardır. 

Bunlar: 

1-Cip/Kip ailesi (p21
cip1

,  p27
kip1

 ve p57
kip2

) 

2-INK4/ARF ailesi (p14
ARF

, p15
INK4b

, p16
INK4a

, p18
INK4c

, p19
INK4d

) 
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ġekil 6: Hücre siklusunda siklin-siklin bağımlı kinaz (CDK) kompleks expresyonu. 

CDK‟ların görevi hücre siklusunda bir sonraki faza geçerken hedef proteinleri 

fosforile etmektir. Hücre siklusu boyunca düzenli olarak inaktif formda salınan CDK‟lar 

ancak siklinlere bağlandıktan sonra fosforile olup aktif forma geçerler [21]. 

2.3.1. Siklinler: 

Hücresel döngüde yeralan düzenleyici proteinlerin birçoğu ubiquitin veya 

ubiquitin benzeri proteinlerle birleĢip değiĢime uğramaktadır. Bu değiĢimler genellikle 

proteinin aktivitesinde, yarılanma ömründe, sinyal iletiminde ve diğer moleküllerle 

etkileĢiminde ve hücre içindeki konumunda değer kazanır. Siklinler hücresel döngüde 

kendine özgü fazlarda sentezlenerek, CDK‟ları aktive ettikten sonra stabil olmayan bir 

yapıya sahip oldukları için ubukitin-proteazom yolağı ile yıkılmak suretiyle seviyeleri 

süratle düĢer [22]. Ubukitin-proteazom yolakları Ģu Ģekilde görev alırlar: 
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a) Proteinlerin Ubiquitin Modifikasyonu 

Proteinlerin ubiquitin modifikasyonunun önemi hücre siklusunun 

düzenlenmesinde, nöral ağ morfogenezinde, immün sistemin düzenlenmesinde veya 

inflamatuar reaksiyonlarda, stres ve ekstrasellüler uyaranlara hücresel cevapta, DNA 

onarımda ve organellerin iĢleyiĢi gibi önemli yolaklarda görev almaktadır [22]. 

b) Proteinlerin Deubiquinasyonu 

Protein modifikasyonunun tersi olan protein deubiquinasyonu thiol proteaz 

enzimleri aracılığıyla gerçekleĢir [22].  

2.3.2. Siklin Bağımlı Kinazlar (CDK):  

Hücre döngüsünde fazlar arasında ilerlerken hedef proteinler CDK‟lar tarafından 

fosforile edilirler. Hücre siklusu boyunca düzenli olarak inaktif formda salınan CDK‟lar 

ancak siklinlere bağlandıktan sonra fosforile olup aktif forma geçerler [21]. G0 veya 

erken G1 döngüsünde dinlenme pozisyonunda olan hücreler growth hormonu gibi 

büyüme faktörleri ile uyarıldığında hücresel döngüde ilk basamak olarak Siklin D ve 

siklinE miktarı artıĢ göstererek siklin D-CDK4 ve CDK6‟ya; siklin E ise CDK2‟ye 

bağlanarak aktive olurlar. Hücresel döngüde G1S eĢiğini aĢarak hücreyi DNA fazına 

sokmak için siklin D-CDK6 ve siklin E-CDK2 bileĢeni Retinoblastom Proteinini (RB) 

fosforile eder. Aktif halde bulunan siklin E-CDK2 yapısı DNA replikasyonunun 

baĢlamasını ve hücresel döngünün S fazında ilerlemesini sağlar. G2M geçiĢinde siklin 

A ve siklin B‟ler CDK‟lar ile kompleks oluĢturup kritik olayları regüle etmektedirler. 

Burada siklin A, CDK2‟ye bağlanarak aktive eder. Mitotik profazdaki reaksiyonları siklin 

A-CDK2 bileĢkesi düzenler. Hücrenin profazdan çıkması siklin B-CDK1 yapısının 
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aktifliğini kaybetmesiyle gerçekleĢir [22]. CDK inhibitörleri, siklin-CDK bileĢeninin 

aktive olmasıyla düzenlenirler [23, 24]. 

2.3.3. Siklin bağımlı kinazların inhibitörleri: 

Ortamda CDK‟lar bulunduğu için hücre sürekli bölünmeye girmek isteyecektir. 

Fakat bu CDK inhibitörleri aracılığıyla baskılanırsa hücre tümörleĢmesi engellenmiĢ 

olacaktır. Ġki tane önemli siklin bağımlı kinaz inhibitör ailesi vardır. Bunlar: 

2.3.3.1. Cip/Kip ailesi:  

(p21
cip1

, p27
kip1

 ve p57
kip2

) 

2.3.3.2. INK4/ARF ailesi: 

(p14
ARF

, p15
INK4b

, p16
INK4a

, p18
INK4c

, p19
INK4d

) 

Hücrelerin düzensiz bir Ģekilde çoğalmasının (proliferasyon) sebebi hücresel 

döngüdeki kontrolü sağlayan siklin ve CDK‟ların aktivasyonlarının düzen ve 

dengelerinin bozulmasıdır [23]. Siklin ve CDK‟ların düzensiz salınımları, pek çok insan 

kanserlerinin sebebini oluĢturmaktadır. CDK inhibitörlerinin yapılarının bozulması, 

CDK‟ların ve siklinlerin düzen ve dengelerinin bozulmasına, bu mutasyonel bozulma da 

hücrenin düzensiz çoğalmasına sebep olur. Hücre döngüsünün düzeninde kilit rol 

oynayan dört önemli regülatör vardır. Bunlar: p16
INK4a

, Siklin D, CDK4 ve RB dir. Bu 

regülatörlerden herhangi birinin düzenindeki bir mutasyon veya bozulma pekçok kanserin 

sebebini oluĢturur. Bu bozulma hücre döngüsündeki kontrol mekanizmalarının bozulması 

veya kaybolması yoluyla olur [23]. 
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ġekil 7: Hücre siklusunda siklin-CDK kompleks expresyonu ve p27 etkileĢimi [25]. 

2.3.3.3. p27: 

p27, CDK inhibitörü (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27
Kip1

)) olup 

insanda CDKN1B geni ile kodlanan enzim inhibitörleridir [26]. Hücre döngüsünde rol 

alan p27, G1S aĢamasına geçerken düzenleyici role sahip olan siklin E-CDK2 ve S 

döngüsünden mitotik profaza geçiĢteki (SG2M) siklin A–CDK2 bileĢeninin 

potansiyel inhibitörüdür [ 27 , 28 ]. (ġekil 7, 8). Bilindiği üzere p27 hücrenin 

kanserleĢmesini baskılamada görevlidir. Fakat p27 nin mutasyonlara uğrayarak 

bozulması sonucu oluĢan kanserleĢme insanlarda çok az görülen durumdur [29]. Fakat 

hücresel döngüde regülatör özelliği olan p27 proteinin döngüsünün kırılması, 

hücrelerdeki miktarının azalması veya yokluğunun birçok kanser vakalarında 

görülmesinde, bu kanserlerin yayılmasında ve yaĢamla bağdaĢmamasında rolü olduğu 

bildirilmiĢtir [30]. p27‟nin sitoplazmada veya nükleusta konuĢlandığı yerin ve hücre 

içindeki salınım miktarı arasında bağlantı vardır [31, 32, 33]. Önceki yıllarda yapılan 

çalıĢmalar, meme ve kolorektal karsinomlarda artmıĢ tümör derecesi ve lenf nodu 

metastazı veya yaĢamla bağdaĢmayan vakalarda artmıĢ p27 ekspresyonunun olduğunu 
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göstermektedir [34, 35]. p27 ekspresyonu ile ilgili yapılan bazı çalıĢmalarda diffüz büyük 

B hücreli lenfomaların bazı alt türlerinde artmıĢ p27 salınımları görülmüĢtür [35, 36, 37]. 

 

ġekil 8: Sinyal transdüksiyon yolakları. [38]. 

p27 nin translasyon sonrası regülasyonunda baĢlıca iki molekül rol almaktadır. 

Bunlar baĢlıca: 

1) Skp 2 (S-phase kinase–associated protein 2)  

2) JAB1 

2.3.3.4. SKP 2 

F-box ailesinin SCF (skp1/cullin/f-box) yapısının özel substrat tanıma alt 

ünitesinin bir elemanı olan SKP 2, ubiquitin aracılı p27‟nin degradasyonunda görev alır 
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[39]. p27‟nin proteazomal yıkımında rol alan skp2‟nin ubiquinasyon için önemli olduğu 

gösterilmiĢtir [39, 40]. 

2.3.3.5. JAB1  

Jun activation domain-binding protein-1 (JAB1), Constitutive Photomorphogenic 

(COP9) Multiprotein Kompleksi‟nin komponenti olan bir proteindir (ġekil 9). JAB1, 

COP9 signalasomunun 5‟inci alt ünitesi olarak bilinir. 

 

ġekil 9: COP9 signalasomunun alt ünitelerinin etkileĢim modeli [41]. 

COP9 signalasomunun kütle dağılımı ve altbirim-altbirimi etkileĢimleri 

temelinde, CSN kompleksinin bir modeli oluĢturulmuĢtur (ġekil 9) [41]. CSN5 (JAB1) 

ilk kez hücre çoğalmasında rol alan gen düzenleyici AP-1 proteinin (c-jun/c-fos 

protoonkogen) koaktivatörü olarak bildirilmiĢtir [42]. Regülatör multi protein yapısında 

olan COP9, protein stabilitesini düzenlemede, gen transkripsiyonunda ve sinyal 

dönüĢümünde önemli rol oynar. CSN5 (JAB1) bu multi proteinin beĢinci alt ünitesidir. 

Bu yüzden JAB1, CSN5 olarak da adlandırılır [43, 44]. Nükleer export proteini olan 

CSN5 (JAB1), p27‟nin çekirdekten sitoplazmaya taĢınmasında ve burada p27 proteininin, 
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The Neuron Cytoplasmic Protein Gene Product 9,5 (PGP 9,5) ve CSN5 aracılığı ile 

degradasyonunda görev alır [45, 46]. 

 

ġekil 10: JAB1/CSN5‟in etkin rolü ile p27
kip1‟

in degradasyonu [47]. 

JAB1/CSN5, COP9 signalosomunun bir komponentidir. JAB1, p27‟i nukleustan 

sitoplazmaya taĢıyarak burada F-Box protein ailesinin SCF kompleksinin substrat tanıma 

alt birimi olan Skp2‟e bağlanarak ubiquitin proteasome degradation yoluyla yıkımını 

sağlar (ġekil 10). Aynı zamanda JAB1/CSN5, TGF-β‟i, “Mothers Against 

Decapentaplegic Homolog 7 (Smad7)” ye bağlamak ve bozulmasını desteklemek yoluyla 

(ilerletmek suretiyle) regüle eder. TGF-β ailesi üyeleri, hücre büyümesi, diferansiasyonu, 

apoptozisisi ve morfogenesizin Ģekillenmesini/Ģekillenme sürecini içeren geniĢ bir 

biyolojik aktivite dizisine sahiptir [42]. COP9 signalasome kompleksi ise ilk olarak 1996‟ 

da Chamovitz ve ark. tarafından bitkilerde ıĢık aracılı geliĢimin/büyümenin bir regülatörü 

olarak izole edilmiĢtir. 450 kd ağırlığında 8 alt üniteden oluĢan multikompleks soluble bir 

proteindir [42]. Hem in vivo hem in vitro olarak PGP 9,5‟un JAB1 ile iliĢkisi 

gösterilmiĢ olup ayrıca akciğer kanseri hücrelerinde nukleusta JAB1 ve PGP 9,5‟un, p27 
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içeren heteromerik bir kompleksin parçaları olabileceği gösterilmiĢtir[42]. JAB1 ve PGP 

9,5‟un nükleer lokalizasyonunun, p27‟nin nukleusta azalmıĢ seviyeleri ile iliĢkili 

bulunmuĢtur. Tersine kontakt inhibisyonla PGP 9,5 ve JAB1 perinükleer veya 

sitoplazmik yerleĢim gösterirse, p27 yalnızca nukleusta lokalize olmaktadır. Bu nedenle 

PGP 9,5, JAB1 ile olan etkileĢimi ve nükleer translokasyonu ile p27 degradasyonunda 

rol alabilmektedir [45, 46]. JAB1/CSN5 ilk olarak Claret ve ark. tarafından hücre 

proliferasyonunda görev alan gen regülatörü olan aktivatör protein 1 (AP-1) koaktivatörü 

olarak tanımlanmıĢtır. Kwok ve ark. 1998‟de, Ferlich ve ark. ise 1999‟da JAB1/CSN5‟in 

diğer CSN alt ünitelerine benzemeyen Ģekilde CSN kompleksten bağımsız olarak da 

çalıĢabildiği gösterilmiĢtir [64]. Yine Kwok ve ark. 1998‟de, Ferlich ve ark. ise 1999‟da 

Arabidopsis ve Drosophila‟da CSN alt ünitelerinde meydana gelmiĢ mutasyonların 

bunların geliĢimlerinin durmalarına ya da ölümlerine neden olduğu gösterilmiĢtir [42]. 

Gerek CSN kompleksine bağımlı gerekse CSN kompleksinden bağımsız JAB1/CSN5‟in 

çok çeĢitli proteinlerle ortak çalıĢmak yolu ile pek çok biyolojik süreçte görev aldığı 

gösterilmiĢtir [67].  

 

ġekil 11: Jab1/CSN5‟in hedefleri ve regülasyonları [48]. 
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ġekil 11‟de yeĢil ok ve artı (+) iĢaretleri Jab1/CSN5-positive etkileĢimi gösterir; 

kırmızı oklar ve eksi (-) iĢaretleri Jab1/CSN5-negatif etkileĢimi gösterir. Kısaltmalar: AP-

1, activator protein 1; HIF-1α, hypoxia inducible factor-1α; MDM2, murine double 

minute 2; PR, progesterone receptor, SRC-1, steroid receptor coactivator 1; TRC8, 

translocation in renal carcinoma [49]. 

JAB1/CSN5 nin ortak çalıĢtığı proteinlerden en önemlisi p27 dir. p27-JAB1 ortak 

etkileĢimi ile spesifik bir CDK inhibitörü olan p27 proteinine bağlanarak p27‟yi 

nukleustan sitoplazmaya taĢıyıp p27‟nın 26s proteozom aracılı degradasyonunu arttırdığı 

ve bu yolla p27 düzeyini azalttığı Tomoda ve arkadaĢları tarafından 1999‟da 

gösterilmiĢtir. Sui ve ark. yaptıkları çalıĢmada, JAB1‟in spesifik olarak CDK inhibitörü 

p27 proteinine bağlanarak, p27‟yi nukleustan sitoplazmaya taĢıyarak ubiquitin-

proteozom sistemi ile degradasyonunu artırdığı ve hücre içinde p27 düzeyini azalttığı 

gösterilmiĢtir [49]. 

 

ġekil 12: Jab1/CSN5 moleküler mekanizmaları genel bakıĢ [50].  

Jab1/CSN5 protein yıkımı ile p27 hücre döngüsü inhibitörü düzeyleri negatif 

Hücre siklus disregülasyonu 

           Hücre proliferasyonu 

DNA hasarı 
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düzenlenmesi sonucu, hücre döngüsü regülasyon bozukluğu ve geliĢmiĢ hücre çoğalması 

ile sonuçlanır. Ayrıca Jab1/CSN5, DNA hasarı onarım ve NPC apoptoz inhibisyonuna 

yol açan p53 ve RAD51‟i düzenler [50]. (ġekil 12). Buna ek olarak JAB1-p27
kip1

 

etkileĢimindeki fonksiyonel rolü, tirozin kinaz growth reseptör HER-2/neu çalıĢmasıyla 

kanıtlandı [ 51 , 52 , 53 ]. Yang ve ark. tarafından 2000 yılında bu reseptörün 

overekspresyonuna bağlı kanser türlerinde artıĢ olduğu gösterilmiĢtir. Her2/Neu, p27‟yi 

down regüle ederek tirozin kinaz yolu ile hücre çoğalmasını stimüle eder, Her2/Neu p27 

degradasyonunu ise JAB1‟nın sitoplazmaya geçiĢini aktive ederek yapar [53]. 

 

 

ġekil 13: Kanserde diğer önemli sinyal yolları ile Jab1/CSN5 çapraz iliĢkisinin diyagramı [50].  

Kanserde JAB1/CSN5‟in ekspresyonu ve IL-6/STAT3, EGFR/ERK, PI3K/AKT, 

HER2/Ras ile regülasyonu [50] (ġekil 13). Birkaç yıl önce yapılan son çalıĢmalarda ise 

JAB1‟nın spesifik olarak CDK inhibitörü p27 proteinine bağlanarak, p27‟yi nukleustan 

sitoplazmaya taĢıyarak ubiquitin proteozom sistemi ile degradasyonunu arttırdığı ve 

Kanser Progresyonu 
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hücre içinde p27 düzeyini azalttığı gösterilmiĢtir. JAB1‟nın çekirdekteki fonksiyonlarının 

yanısıra plazma membranında da fonksiyonu vardır [42]. Bianchi ve ark. 2000 yılında 

yaptıkları çalıĢmada, geçici olarak Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) 

(adezyon proteini) salgılayan bazı hücrelerde JAB1‟nın aynı membran bölgesinde LFA-

1‟i zenginleĢtirdiğini göstermiĢlerdir [42]. CSN kompleksi hiçbir zaman membranda 

gösterilememiĢ olduğundan, JAB1‟nın bu formunun CSN bağımsız formu olduğunu 

düĢünmüĢler. Aynı zamanda bu hücrelere ne zaman suni ya da fizyolojik ligandlarla 

muamele edilse membran JAB1‟larının kaybolduğu ve aĢama aĢama sitoplazmadan 

çekirdeğe geçtikleri görülmüĢ. Buradan da JAB1 LFA-1 iliĢkisinin çok spesifik olduğu 

sonucunu çıkarmıĢlardır. JAB1‟nın; pankreatik duktal karsinom, laringeal skuamöz 

hücreli karsinom, akciğer adenokarsinomu, baĢ-boyun kanserleri, invaziv meme 

kanserleri, pitüiter tümörler, anaplastik büyük hücreli lenfomalar ve tiroid medüller 

karsinomu gibi daha pek çok tümörlerde artmıĢ ekspresyonu tanımlanmıĢtır [22, 46]. 

Diğer bir JAB1 sitokin iliĢkisi de Kleemann ve arkadaĢları tarafından 2000 yılında 

aydınlatılmıĢtır. Bu çalıĢma JAB1‟nın p27 ile hücre siklus kontrolündeki rolünü 

anlamada aydınlatıcı olmuĢtur. Makrofaj migrasyon inhibitör faktör (MĠF) bir 

antiinflamatuar faktördür ve eksojen (dıĢardan) uygulandığında intrasellüler JAB1‟nı 

bağlar. MĠF-JAB1 kompleksi sitozolde görülür. MĠF‟in JAB1 üzerinde inhibe edici etkisi 

vardır. Böylece MĠF‟in, JAB1 bağımlı p27 degradasyonunu durdurduğu gösterilmiĢtir 

[41]. 
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ġekil 14: P27 aracılı hücre siklusu kontrolünde JAB1/CSN5 fonksiyonunun modellemesi[41]. 

Ġçi dolu çemberlerle biten ince çizgiler inhibitör etkileĢimlerini gösteriyor. Kapalı 

ok baĢlarıyla biten ince çizgiler stimulan etkileĢimlerini gösteriyor. Noktalı çizgiler 

protein hareketlerini gösteriyor.  

p27‟nin JAB1‟a bağlanması, p27‟nin nükleustan sitoplazmaya eĢ zamanlı 

taĢınmasına, bozulmasına ve hücre döngüsünde ilerlemesine yol açar: MIF‟e JAB1‟ın 

bağlanması ise nükleusta P27‟nin birikmesine ve hücre döngüsünün arrestine (durmasına) 

yol açar (ġekil 14). 

 

ġekil 15: AP-1 transkripsiyon aracılı düzenlenmesinde JAB1/CSN5 fonksiyonunun modeli [42]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1083824_kve02802.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1083824_kve02803.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1083824_kve02802.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1083824_kve02803.jpg
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ġekil 15‟de çizgi renklerinin özel fonksiyonları: Mavi, c-Jun aracılı trans, pembe, 

hormon reseptör aracılı transaktivasyonunun. Dolu daireler ile biten ince çizgiler inhibitör 

etkileĢimleri temsil eder. Kapalı ok uçları ile biten ince çizgiler uyarıcı etkileĢimleri 

temsil eder. Noktalı çizgiler protein hareketi gösterir. 

Jab1, c-Jun sayesinde AP-1 transaktivasyonuna aracılık eder. LFA-1, MIF veya 

LHR ile JAB1 etkileĢimi, AP-1 transaktivasyonunu engeller. AP-1 transaktivasyonda 

nükleustan ekstarasellüler yüzeye yeniden dağılan serbest JAB1, LFA1‟e bağlanır. Aynı 

zamanda PR ve SRC-1, JAB1/CSN5 bağlanması, AP-1 transaktivasyonunu indükler. 

CSN içindeki protein-protein etkileĢimleri belirtilmemiĢ [42]. 

JAB1 hücre proliferasyonunun kontrolü ve multiple proteinlerin stabilitesine 

katılan çok fonksiyonlu bir proteindir. JAB1‟nın aĢırı salgılanması insan kanserlerinin 

patogenezinden sorumlu görülmüĢtür. JAB1 birkaç anahtar proteini regüle eder ve 

böylece hücre siklusu progresyonunda, genom stabilitesinde ve hücre yaĢamında 

değiĢiklik meydana getirir. Fakat bu hücresel sinyal yolaklarında JAB1 aktivitesinin 

biyolojik önemi henüz tam olarak belirlenememiĢtir [54]. JAB1 eksikliği olan farelerin 

saf embriyoları ve heterezigot hücreleri analiz edildiğinde, farelerde apoptozun 

hızlanmasına bağlı olarak erken embriyonik ölümlerle sonuçlandığı görülür. JAB1 

ekspresyonun kaybı, hem primer embriyonik fibroblastları, hemde Ɣ (gama) 

radyasyonunun indüklediği osteosarkoma hücrelerini duyarlı hale getirdiği görülür. 

Ayrıca spontan DNA hasarı ve homolog rekombinant defektlerini arttırmasıyla korele 

olarak da DNA onarım proteini olan Rad51 seviyesinde azalıĢ ve p53 seviyesinde artıĢ 

görülür. Dahası, biriken p53 doğrudan Rad51 proteinine bağlanarak, aktivitesini inhibe 

ederek, JAB1 eksikliği olan hücrelerde homolog rekombinant onarım defekti altında 
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yatan önemli bir mekanizmayı temsil etmektedir. Buna göre, JAB1 verimli bir DNA 

onarımı, kurduğu mekanik bağlantılarla genom bütünlüğünün korunması ve hücresel 

sağkalım için gereklidir [54]. Eksojen ajanların sebep olduğu lezyonlar, DNA‟nın 

spontan bozulması, replikasyon hataları ve diğer tipteki hasarlar normal metabolik 

aktivitelerle sonuçlanır [55]. Hasarlı DNA‟nın onarımı, genomik bütünlük ve hücresel 

sağkalım bakımımından çok önemlidir [56]. Tian ve ark. yaptıkları çalıĢmalarda, eksojen 

DNA hasar uyarısı olmadığında, JAB1 eksikliği olan embriyolar ve osteosarkoma 

hücrelerinde spontan geliĢen genom fenotip bozukluğunda artıĢ gördüler. Bu bulgular 

doğrultusunda, JAB1 eksikliği olan hücrelerin spontan DNA kırıklarına yol açtığını ve 

böyleliklede JAB1‟nın eksikliğinin DNA onarımını etkileyebildiğini gösterdiler [54]. Çift 

zincir kırılması [Double Strain Break (DSB)] en ölümcül DNA hasarıdır. DSB ya düzgün 

bir Ģekilde onarılır, genomik bütünlük düzeltilir ya da onarılmaz ve hücresel ölüm, 

genomik düzensizlik ve kanser gibi ciddi sonuçlar meydana gelir [56]. DSB‟lerin onarımı 

için memeli hücrelerinde bir dizi yöntem geliĢtirilmiĢtir ve bunların en önemlisi de DNA 

replikasyonu esnasında S fazı boyunca predominant halde bulunan homolog 

rekombinantdır (HR). Çünkü HR hatasızdır ve genom bakımından ve hücresel sağ 

kalımında kritik bir role sahiptir [57, 58]. Ökaryotlarda DNA onarım proteini olan Rad51, 

DSB‟lerin HR aracılığıyla onarım yaparken nükleoprotein iplikçiklerini Ģekle sokarak ve 

DNA ikili iplikçikleri arasında iplikçikleri değiĢim yaparak merkezi bir rol oynar [59, 

60 ]. Rad51‟in, eksojen DNA hasarı ajanlarına ve çoğalan hücrelerdeki ani oluĢan 

kromozom kırıklarına karĢı verdiği tepki, embriyonik sağ kalım için önemlidir [61, 62]. 

Çevredeki fiziksel ve kimyasal faktörler tarafından DNA‟nın yapısal bütünlüğü 

sürekli olarak değiĢime zorlanmaktadır. Tian ve ark. elde ettikleri sonuçlara göre, artmıĢ 

sayıdaki spontan DNA kırığının, azalmıĢ Rad51 ekspresyonuyla iliĢkili olması, JAB1 
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eksikliği olan hücrelerde spontan DNA kırıklarının artması, DNA onarımında hata 

olduğunu göstermiĢlerdir. Bu, JAB1 eksikliği olan farelerdeki embriyonik letaliteyi ve 

bozulmuĢ büyüme kapasitesiyle JAB1+/- Mouse Embryonic Fibroblast (MEF)‟lardaki 

hücre ölümü artıĢının sebebini açıklayabilir [54]. Ġnsan rekombinant Rad51 proteini, 

genom bütünlüğü ve kanser geliĢimi bakımından anahtar bir proteindir [59, 63]. JAB1‟da 

olduğu gibi Rad51‟in de artmıĢ ekspresyonu, çeĢitli kötü huylu kanser tiplerinde (akciğer, 

göğüs, pankreas) görüldüğü rapor edilmiĢtir [64]. Ek olarak, kötü huylu transformasyonu 

indükleyen farklılaĢmıĢ hücre tiplerinin bir kısmında aĢırı miktarda Rad51 gözlemlenir 

[65, 66]. Ġnsan rekombinansında Rad51, genom bütünlüğü ve kanser geliĢimi bakımından 

anahtar bir proteindir. DNA hasarının yol açtığı hücre ölümleri ve hücre siklusunun 

durmasına karĢı, çoğalan hücreleri öldürmek için, pek çok kemoterapotik ilaç 

kullanılmıĢtır. Ama bu terapotik ajanların hücrelerin DNA‟sını tamir yetenekleri 

azalmıĢtır. Bu nedenle, Rad51‟in inhibisyonu, kanser hücrelerini kemoterapi ve 

radyoterapiye hassas hale getirmenin yolu olarak keĢfedilmiĢtir. JAB1 eksikliğinde 

Rad51 seviyesinin azalması, JAB1‟nın inhibisyonunu olanaklı kılarak, bu hücrelerin 

DNA hasarı veren kemoteropatik ajanlara veya Immuno Response (ĠR) karĢı hassasiyet 

geliĢtirmesine neden olur. JAB1‟nın inhibisyonu sadece kanserli hücrelerin 

proliferasyonunu durdurmaz, aynı zamanda kanser terapisinden sonra DNA HR 

onarımını azaltır [54]. JAB1 ve Rad51 inhibisyonu arasındaki iliĢki, ilaç ve ĠR terapotik 

dayanım daha ileri çalıĢmaların konusu olabilir. JAB1 gen hedefli embriyolarında, DSB 

onarımındaki defektler, homozigot JAB1 baskılanmıĢ farelerde hücre ölümüne yol açar. 

Bu onlara JAB1 eksikliği olan hücreler ve embriyolarda, p53‟ün birikmesinin Rad51‟in 

promotor aktivitesini baskıladığı ve HR onarım defektlerinde majör mekanizma olarak 

rol aldığını düĢündürdü [54]. 
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3. MATERYAL VE METOD 

ÇalıĢmamızda yaĢları 18-50 arasında olan, Üroloji kliniğine müracaat eden 20 

fertil bireyin ve 20 infertil hastanın semen örnekleri alınarak, 20 kiĢiden oluĢan iki gruba 

ayrıldı. Birinci grubumuz fertil bireylerden oluĢurken ikinci grubumuz infertil bireylerden 

oluĢmaktaydı. Her iki grubun bireylerine semen analizi (Spermiyogram) yapıldıktan 

sonra arta kalan semen örnekleri aĢağıda belirtilen deneysel amaçlı çalıĢmalar için 

kullanıldı. Steril kutular içerisinde hasta gruplarından elde edilen örnekler 37
0
C‟de 

likefiye edilip, spermiyogram özelliklerine göre; hacim, konsantrasyon, motilite ve 

morfoloji yönünden değerlendirildi. Semen örneğinin artakalan kısmı kapasitasyon 

çalıĢmalarında kullanıldı. Sperm seleksiyon yöntemi olan isolate gradient (%45-%85) ile 

yıkandı, sperm ve seminal sıvı içeriği normal santrifügasyon ile birbirinden ayrıldı. Elde 

edilen sperm peleti, HTF (Human tubal fluid) ile muamele edilip, sperm örneği morfoloji, 

immunositokimya ve kapasitasyon çalıĢmaları için kullanıldı. ÇalıĢmada kullandığımız 

labaratuar testleri Ģu Ģekildedir: 

3.1. Spermiyogram: 

Spermiyogram, semen örneğinin makroskobik ve mikroskobik yönünden 

incelenmesidir. Semen örneği, makroskobik olarak; renk, koku, vizkozite, likefaksiyon 

süresi ve pH yönünden değerlendirilirken; mikroskobik olarak da; motilitesi, morfolojisi 

ve aglitünasyonu yönünden değerlendirilir. Sperm konsantrasyonu, motilitesi [(A- Ġleri 

hızlı doğrusal progresif hareket (lineer progresif), B- Ġleri yavaĢ doğrusal ya da doğrusal 

olmayan hızlı hareket ( non-lineer progresif), C- Progresif olmayan hareket (yerinde 

hareketli) (non-progresif motilite), D- Hareketsiz (non motile)] ve hacmi WHO kriterleri 

göz önüne alınarak Makler chamber sayım kamerası ile sayılarak değerlendirildi. 
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3.2. Sperm Morfolojisinin Değerlendirilmesi: 

Yukarıda belirtildiği Ģekilde yıkanıp muamele edilen sperm örneği lamlar üzerine 

yayılıp Diff-Quik boyası ile aĢağıda belirttiğimiz aĢamalardan geçirilerek boyandıktan 

sonra, Kruger kriterlerine dayalı sperm morfolojisinin değerlendirilmesi yapıldı.  

3.3. Morfolojik Ölçüm ve Değerlendirme: 

Isolate gradientle seçilmiĢ ve normal yıkama ile elde edilmiĢ sperm örnekleri 

lamlar üzerine yayıldıktan sonra bu slaylar üzerinde JAB1 proteinin lokalizasyonu 

immunositokimya ile belirlendi. JAB1 ile positif reaksiyon gösteren sperm bölgeleri 

morfolojik yönden değerlendirildi. Boyanmanın olduğu bölgeler (kuyruk, baĢ, boyun, 

akrozom, ekvatoryal bölge gibi) her bir hastada 200 sperm olmak koĢuluyla 

değerlendirilip, bu bölgelerin uzunluk, geniĢlik, alan ve hacimleri hesaplandı. Ayrıca 

normal semen örneklerindeki spermler, isolate ile seçilmiĢ olan hareketli spermlerle 

karĢılaĢtırılıp, yukarıda belirtilen parametreler yönünden farklılıkların olup olmadığına 

bakıldı. 

3.4. Maksimum Feret Aralığı:  

Maksimum feret çapı mikron olarak ifade edilir ve görüntü yakalandığı zamanki 

açısal dönüĢten bağımsız olarak parçacığın en büyük boyutunu temsil eder. Maksimum 

feret çapı, nesnenin çevresinde ki köĢelerde bulunan pikseller izole edildikten sonra her 

köĢe pikseli arasındaki mesafe alınarak hesaplanır. Bu algoritmanın grafik sunumu Ģekil 

16‟de görülüyor. Piksel olarak en uzun boyutu tespit edildikten sonra, tespit edilen bu 

değer doğabilecek hatalardan kaçınmak için özel hesaplama teknikleri kullanılarak, 

görünen boyutların alana göre doğrudan hesaplanması ile mikrona dönüĢtürülür. Elde 
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edilen mikron cinsindeki bu değer maksimum feret (max feret) olarak adlandırılır [67, 

68]. 

3.5. Minimum Feret Aralığı: 

Minumum feret çapı mikron olarak ifade edilir ve görüntü yakalandığı zamanki 

açısal dönüĢten bağımsız olarak parçacığın en küçük boyutunu temsil eder. Minumum 

feret çapı, nesnenin çevresindeki köĢelerde bulunan pikseller izole edildikten sonra her 

köĢe pikseli arasındaki mesafe alınarak hesaplanır. Bu algoritmanın grafik sunumu Ģekil 

16‟de görülüyor. Piksel olarak en küçük boyutu tespit edildikten sonra, tespit edilen bu 

değer doğabilecek hatalardan kaçınmak için özel hesaplama teknikleri kullanılarak, 

görünen boyutların alana göre doğrudan hesaplanması ile mikrona dönüĢtürülür. Elde 

edilen mikron cinsindeki bu değer minumum feret (min feret) olarak adlandırılır [67, 68]. 

 

ġekil 16: Bir algoritmanın (Sperm baĢının) grafik gösterimi.[68] 
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3.6. Tarafsız Sayım Çerçevesi 

En doğru partikül sayımı için Ģuan günümüzde pek çok alanda kullanılan en etkin 

ve güvenilir sayım alanı tarafsız sayım çerçevesidir. Gundersen 1977‟de bu tarafsız sayım 

çerçevesinin partikül izdüĢümlerinin gerçek sayı değerine en yakın ve doğru bir Ģekilde 

sayma olanağını kazandırdığını geometrik hesaplamalar ile matematiksel olarak 

kanıtlamıĢtır [69]. 

 

ġekil 17: Ġki boyutlu kesit alanlarında profillerin örnekleniĢini gösterir diyagram. 

A: Sperm yayması yapılmıĢ bir preparattaki örneklenen alanlardan birinin Ģekli. 

B:Tarafsız sayım çerçevesi kullanılarak sperm yayması yapılmıĢ bir preparattaki örneklenen alanlardan 

birinin Ģekli. 

ġekil 17-A da sperm yayması yapılmıĢ bir preparattaki örneklenen alanlardan 

birinin Ģekli görülmektedir. Sperm hücrelerinin tüm bölümleri görüntü alanımız içersinde 

bulunanlar siyah, kenarlara temas edenler veya bir kısmının görüntü alanımız içersinde 

diğer kısmının görüntü alanımız dıĢında olanlar beyaz renkte gösterildi. Kullanacağımız 

sayım kuralına göre sayılan sperm hücrelerinin sayısı farklı çıkabilir. Örneğin Ģekil 17-A 
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daki sadece siyah boyanmıĢ sperm hücreleri sayılırsa elde edeceğimiz sayı 17 olurken, 

kenarlara temas eden sperm hücreleride sayıma dahil edilirse bu sefer sonucu 25 buluruz. 

Görüntü alanımızın kenarlarına değenlerin yarısını hesaba katacak olursak bu sefer elde 

ettiğimiz sayım 21 olacaktır. ġekil 17-A için Ģimdiye kadar uyguladığımız sayım 

metotlarının hiçbirisi tarafsız değildir. Yani bu sayım metotlarının hepsinde gerçek 

değerden sistematik olarak uzaklaĢır. 

ġekil 17-B de ise 1977 yılında Gundersen tarafından geliĢtirilen bir tarafsız sayım 

çerçevesi ve bu çerçevenin kullanım prensibi ile uygulanmıĢ doğru bir sayım iĢlemi 

gösterilmiĢtir. Bu uygulama Ģekline göre çerçeve içerisinde olanlara ilave olarak 

çerçevemizin üst ve sağ kenarlarına (kesikli çizgiyle gösterilen kısım) değen sperm 

hücreleri sayıma katılır. Fakat alt ve sol kenarlara ve bunların uzantılarına (düz siyah 

çizgilli kenar/yasaklanmıĢ kenar) değen sperm hücreleri sayım dıĢı bırakılır. Bu sayım 

metoduna göre sayım alanımızda 11 tane sperm hücresi (siyah renkte olanlar) 

sayılmaktadır. Bu sayım metoduna göre görüntülediğimiz alan tarafsız sayım çerçevesi 

ile daraltıldığından buradan elde ettiğimiz sayısal değerler daha öncekiler ile direkt olarak 

karĢılaĢtıramayız. Ancak bir düzlemdeki partikül sayısını belirli bir alan ile tarafsız bir 

sayım Ģeklinde gösterebileceğimiz yegane ve en pratik kural budur [69]. 

3.7. Kapasitasyon ÇalıĢmaları 

3.7.1. Spermatozoaların Kapasitasyonu 

Kapasitasyon, sperm hücresinin kadın genital sistemi içersine girdikten sonra 

oositi fertilize edebilme yeteneği kazanmasına denir. Sperm hücresi ejekülasyondan 

hemen sonra kadın genital sistemine girse ve motil olsa bile oositi fertilize etme 

yeteneğine/kapasitesine sahip değildir. Fakat kadın genital sisteminde belli bir aĢamayı ve 
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mesafeyi katettikten sonra burada bulunan bazı faktörlerin yardımı ve etkisiyle sperm 

hücreleri oositi fertilize edebilme yeteneğine ve kapasitesine sahip olabilirler. 

Kapasitasyonda protein kinazlar tarafından belirli proteinlerin fosforilizasyonu sayesinde, 

sperm hücrelerinin membranlarında ve hücre içinde bir dizi olaylar ve değiĢimler 

meydana gelir. Bu değiĢimler sperm hücresinin hiperaktif motiliteye, akrozom 

reaksiyonuna bununla birlikte oolemma ile sperm membranının füzyonunun meydana 

gelmesi için çevre ortamından gelecek bir takım fizyolojik sitümüleleri alabilecek 

pozisyona gelmesidir. Yanagimachi‟nin 1994 yılında yayınlamıĢ olduğu makalede 

kapasitasyon için geçen sürenin her insanda farklı zaman dilimlerine sahip olduğu 

bildirmiĢtir [70]. 

Kapasitasyonun önemi kadar; dekapasitasyon (kapasitasyon önleyici), 

dekapasitasyon faktörleri ve bu dekapasitasyonun sürecide önemlidir. Spermatozoalar 

kapasitasyona uğrarken bu dekapasitasyon faktörlerinden arındırılırlar ve tubaların 

ampullalarında uygun ortam bulduğunda fertilizasyon gerçekleĢebilir. Sperm hücreleri 

Epididimiste, kuyruk hareketlerinin daha güçlü olması için sperm plazma zarında disülfid 

bağları oluĢur. Bunun yanı sıra hücre zarlarında meydana gelen bazı maturasyonların 

sonucunda da sinyal iletim sistemi olgunlaĢarak sperm hücrelerinin hiperaktivitesi ve 

akrozom reaksiyonunun oluĢabilmesi için gerekli ortam sağlanmıĢ olur. Fakat sperm 

hücreleri epididimiste kapasitasyon baskılayıcı faktörler veya eksik olan bazı etmenler 

nedeniyle oositi fertilize edebilme yeteneğine henüz sahip değillerdir. Seminal 

veziküllerden salgılanılan dekapasitasyon faktörleri de ejekülasyon sırasında semene 

katılarak sperm hücrelerinin/spermatozoaların erken kapasite olmalarını engellemiĢ 

olurlar. Bu dekapasitasyonun olması önemlidir. Çünkü kapasite olan sperm hücresinin 

oositi dölliyebilme yeteneği/kapasitesi bir süre sonra sona ermektedir. Bu sona erme 
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spermatozoaların yumurta hücresine ulaĢamadan gerçekleĢirse infertilite görülür. DiĢi 

genital sistemine giren sperm hücreleri serviks, uterus ve tubalar içersinde bu 

dekapasitasyon etmenlerinden ve faktörlerinden sperm hücresini arındırırlar. Akabinde 

sperm hücrelerinin membranında ki kolesterolün bağlanılması ve dıĢarı atılması 

gerçekleĢir. Bu olay spermatozoaların kapasitasyonu için en önemli olaylardan biridir 

[71]. Tuba uterinanın epiteline tutunmuĢ olan spermatozoalar kapasitasyona uğradıktan 

sonra hiperaktif motilite kabiliyetini kazanarak buradan ayrılıp oosite doğru ilerlerler 

[72]. Kapasitasyon G-protein bağımlı, cAMP-bağımlı, redoks-bağımlı, kinaz-bağımlı, ve 

kalsiyum-bağımlı bir olaydır[73]. 

Oviduktal ortamın taklit edildiği invitro ortamda seminal plazmanın bulunmaması 

gerekir. Yoksa bu seminal plazmanın varlığı kapasitasyonun oluĢmasını baskılar. 

Kapasitasyonun oluĢabilmesi için ortamda enerji kaynakları, serum albümin, glikoz ve 

bikarbonat iyonları olmalıdır. Albümin, kapasitasyonda en önemli basamaklardan biri 

olan membrandaki kolesterolü bağlar ve arındırır bunun sonucunda membranın 

biyofiziksel özellikleri değiĢir ve hücre zarının fluditesini yükselterek çevreden gelecek 

olan sinyal ve uyarılara açık ve etkin bir hale gelir. Kapasitasyon esnasında insan 

sperminde, kalsiyum iyon konsantrasyonu, progesteron ve zona proteinlerine olan 

hassasiyeti artar. Kapasitasyon spermatozoaların geçici bir süreliğine kazanmıĢ oldukları 

bir iĢlevdir. Bütün spermatozoalar aynı anda kapasitasyona baĢlayıp aynı anda 

kapasitasyondan çıkmazlar. Her biri farklı farklı zamanlarda kapasite olurlar ve belli bir 

sürenin sonunda da (farklı farklı zamanlarda da) bu kapasitasyon kabiliyetinden çıkarlar 

ve dölleme yeteneğini kaybederler. Hatta bazı spermatozoalar kapasitasyonunu 

tamamladığında bazı spermatozoalar kapasitasyonuna yeni baĢlamıĢ olurlar. Sperm 

hücrelerinin invitro Ģartlarda kapasitasyonunu sağlamak için ortamda mutlaka kalsiyum 
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iyonunun bulunması gerekir. Çünkü kalsiyum iyonunun fosfatlar, fosfodiesterazlar ve 

adenil siklazlar gibi pek çok hücre içi enzimlerin reaksiyonlarında etkin rollere sahip 

olduğu bilinmekte. Kalsiyumun hücre içindeki miktarının artıĢının mekanizması tam 

olarak aydınlatılamamıĢ olmasının yanında Dragileva ve ark. 1999‟da kalsiyum giriĢini, 

kalsiyum pompası(Ca-Mg-ATPaz)‟nın ayarladığı yönünde görüĢ bildirmiĢtir [74]. Bunun 

yanı sıra hücre membranındaki kalsiyum kanallarının açılması söz konusu olabilir, ama 

Florman 1994 de yapmıĢ olduğu çalıĢmada spermatozoalarda voltaj bağımlı kalsiyum 

kanallarının bulunduğunu kesin olarak gösterememiĢtir [ 75 ]. Sperm hücrelerinin iç 

ortamının pH‟nın yükseltilmesi yani alkalizasyonu, kalsiyum kanallarının açılmasına ve 

hücre içersine kalsiyum iyonlarının gimesini ve artmasını sağlar [ 76]. Kapasitasyon 

mekanizmasının baĢlamasını uyaran bir diğer önemli etmen sperm hücresinin içindeki 

pH‟nın yükselmesidir. Holappa 1999‟da sperm hücrelerinin bulunduğu ortamda HCO3 

iyonlarının bulunması gerektiği ve bu hücrelerde Na bağımlı Cl-HCO3 pompasının 

bulunduğunun gösterilmesi, sperm hücrelerinin içinin alkali olmasının gerekliliğini 

belirtmiĢtir [77]. Birçok çalıĢma hücre içindeki cAMP miktarının artmasının pH ve 

kalsiyumun miktarının artmasıyla iliĢkili olduğu belirtilmesine karĢın diğer çalıĢmalarda 

kalsiyumun artmasının cAMP‟ı arttırdığı yönünde görüĢ bildirmiĢlerdir [78]. 

Bu bilgiler doğrultusunda fertil bireylere ait semen örneği isolate gradient ile 

yıkandıktan sonra, elde edilen sperm peletleri human tubal fluid (HTF) solüsyonu ile 

resuspende edilip (Yöntem kısmında anlatılan iĢlemlere tabii tutuldu) ve hiç 

bekletilmeden lamlara yayılarak kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal 

boyama yöntemiyle lamlar iĢlemlerden geçirildi ve lamlar Aqueous-Mount Solüsyon‟u 

ile kapatılıp incelenmek üzere kurumaya bırakıldı. Bu bizim sıfırıncı saat JAB1 

grubumuzdu. Sonra spermlerin kapasitasyonunu sağlamak amacıyla elimizde kalan 



   38 

 

 

semen örneğini Human Tubal Fluid Solüsyon‟lu karıĢım ile 37 ºC‟de etüvde 1 saat 

bekletildi. 1 saat sonunda bu karıĢımdan bir miktar (10 µl) alınarak lamlara yayıldı ve 

kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal boyama yöntemiyle lamlar 

iĢlemlerden geçirildi, JAB1 Rabbit Polyclonal Antikoru (Abcam ab12184) ile boyandı ve 

lamlar Aqueous-Mount Solüsyon‟u ile kapatılıp incelenmek üzere kurumaya bırakıldı. Bu 

da bizim birinci saat JAB1 grubumuz oldu. Sonra elimizde kalan semen Human Tubal 

Fluid Solüsyon‟lu karıĢım 37 ºC‟de etüvde 3 saat daha bekletildi (Yani toplamda 4 saat 

bekletildi.) 4 saat sonunda bu karıĢımdan bir miktar (10 µl) alınarak lamlara yayıldı ve 

kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal boyama yöntemiyle lamlar 

iĢlemlerden geçirildi ve lamlar Aqueous-Mount Solüsyon‟u ile kapatılıp incelenmek 

üzere kurumaya bırakıldı. Bu da bizim dördüncü saat JAB1 grubumuz oldu. 

Ġmmunositokimyasal boyama sonucunda JAB1 lokalizasyonunda, kapasitasyona bağlı 

olarak bir farklılılığın olup olmadığı 0, 1 ve 4. saatlerdeki boyanmalar mikroskobik 

(Nikon E200 ECLIPSE ve Nikon Digital Sight DS-U2, Basic Research NIS-Elements 

BR) iĢ istasyonu ile incelemeye ve analize tabi tutularak karĢılaĢtırıldı. 

3.8. Darkness Factor (Karanlık Faktörü/Boyanma ġiddeti) 

Ġsminden de anlaĢılacağı gibi karanlık seviyesinin değeridir. Bir beyaz kağıdın 

üzerine konulan siyah noktanın sıklığı/çokluğu ile doğru orantılı olan koyuluk 

seviyesinin/derecesinin/Ģiddetinin her bir basamağına verilen değerler ile boyanmama 

durumunda verilen sıfır değerlerinin sayılan partiküllerin sayısı ile çarpılması sonucu elde 

edilen sayısal değerler toplamına darkness faktörü denir. Yani bir yapının boyanma 

Ģiddeti/derecesi o yapıda bir derecede koyuluk (renk tonu farkı) meydana getirecek ve bu 

meydana gelen koyuluğun derecesine göre kendimiz bir değer belirliyoruz. Mesela 
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elimizde kırık DNA yapılarını boyayan bir boyamız olsun. Bu boya ile bir sperm 

hücresindeki kırık DNA‟ları boyamak istediğimizde, o bölgede hiç kırık DNA molekülü 

yok ise herhangi bir boyanma olmayacaktır. Biz burada hiç boyanmayan hücreye 

darkness faktörü olarak vereceğimiz değer sıfırdır ve bunun darkness faktörü “0 x 

boyanmayan hücre sayısıdır.”. Yani hiç boyanma yok. Bir ya da birkaç DNA kırığı var 

ise o bölgede hafif bir koyuluk meydana gelecektir. Bu koyuluğa ise +1 değerini verecek 

olursak yapacağımız hesaplama “+1 x boyanan hücre sayısı” dır. Fakat ortamda birkaç 

taneden fazla DNA kırığı var ise boyanma biraz daha fazla olacağı için koyuluk 

dereceside bununla beraber doğru orantılı olarak artacaktır ve o bölge koyu görünecektir. 

Bu koyuluğun seviyesine/derecesine ise +2 değerini verecek olursak yapacağımız 

hesaplama “+2 x boyanan hücre sayısı” dır. Eğer ortamda çok fazla DNA molekülü kırığı 

var ise bununla beraber doğru orantılı olarak boyanma koyuluğu/derecesi de daha fazla 

olacaktır. Bu seviyedeki bir boyanmaya bizim vereceğimiz değer +3 olsun. Bunun 

darkness faktörü hesaplanması “+3 xboyanan hücre sayısı” dır. Sonra bunların hepsinin 

toplamı, toplam darkness faktör değerini bize verir. Yani: (0 x boyanmayan hücre 

sayısı)+(+1 x boyanan hücre sayısı)+(+2 x boyanan hücre sayısı)+(+3 x boyanan hücre 

sayısı)]=toplam darkness factor değerini bize verir. 

    ((     )  (     )  (     )  (     )) 

TDF, toplam darkness factor;    ,boyanmayan sperm hücre sayısı;    ,+1 Ģiddetinde boyanan 

sperm hücre sayısı;    ,+2 Ģiddetinde boyanan sperm hücre sayısı;    ,+3 Ģiddetinde boyanan sperm 

hücre sayısı; 
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Ġmmünositokimyasal boyama, aĢağıda belirttiğimiz basamaklara uyularak yapıldı. 

Bu basamaklar: 

1- Yayma preparatı hazırlandı, 

2- PBS ile yıkama yapıldı, 

3- %3-4 formalin ile 5 dk oda sıcaklığında fiksasyona tabii tutuldu, 

4- Ġki kez soğuk PBS‟te yıkandı, 

5- Permeabilizasyona tabii tutuldu. 

6- PBS‟li %0,25‟lik Triton X-100 içerisinde inkübe edildi, 

7- PBS‟de 3x5 dk yıkama yapıldı, 

8- Blocking ve incubation aĢamalarına tabi tutuldu, 

9- Hücreleri %1‟lik BSA ile 30 dk inkübe edildi, 

10- %1‟lik BSA ile Antibody dilüe edilip, 60 dk odasıcaklığında inkübe edildi, 

11- PBS ile 3x5 dk yıkama yapıldı, 

12- %1‟lik BSA içersinde seconder antibody ile dilüe edildip, 60 dk oda sıcaklığında 

inkübe edildi, 

13- PBS‟te 3x5 dk yıkama yapıldı, 

14- DAP ile muamele edildi. 

15- PBS1X ile 3x5 dk yıkama yapıldı, 

16- Distile suda 1 dk yıkandı, 

17- Hematoksilen solüsyonuna iki sefer daldırıp çıkartıldı, 

18- Distile su ile yıkama yapıldı, 

19- %45-%50-%60-%70-%80-%90-%96 ve mutlak alkol serilerinden geçirildi, 

20- Aqueous-Mount Solüsyon‟u ile preparatlarımız kapatıldı. Kurutulduktan sonra 

incelenmeye hazır hale getirildi. 
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3.9. Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 

3.9.1. Triton X-100 Hazırlanması 

Triton X-100 stoğundan, % 0,25‟lik Triton X-100 hazırlamak için; 

100 ml PBS1X              0,25 ml Triton X-100 ekleyip karıĢtırıyoruz. 

0,25 ml triton X-100 den çekip falkon tüpümüze koyuyoruz. Üzerine 1X‟lik 

Phosphate Buffered Saline (PBS)‟imizinden 100 ml ilave ediyoruz ve falkon tüpümüzün 

ağzını kapatıp vorteksde iyice karıĢtırarak homojenize yapıyoruz. 

3.9.2. PBS Hazırlanması: 

PBS ile yıkama (5dk oda sıcaklığında PBS1X ile yıkama) 

Tris Buffered Saline (TBS 20X‟lik) den 50 ml alıp, bunun üzerine 950 ml distile 

su koyuyoruz. Böylece elimizde 1000 ml (1lt) 1X‟lik PBS hazırlamıĢ oluyoruz. 

3.9.3. BSA (Bovine serum albumin) Hazırlanması 

BSA ile Bloklama (15dk oda sıcaklığında %1 lik BSA ile bloklama) 

BSA (Bovine serum albumin) %1 lik hazırlamak için. 100 ml PBS1X           1 gr BSA 

gerekiyor. O halde 10 ml %1‟lik BSA hazırlamak için; 10 ml PBS1X             0,1 gr BSA 

hassas terazide toz halde olan BSA dan 0,1 gr tartacağız. Hassas terazide tartmıĢ 

olduğumuz 0,1gr BSA‟mızın üzerine 10 ml PBS1X ekliyoruz ve vortekste karıĢtırdıktan 

sonra elimizdeki bu çözelti %1 lik BSA dır. 
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3.9.4. %10 Formalinin Hazırlanması: 

Pratikte stok, (~%40) formaldehit %100‟lük gibi kabul edilerek hazırlanır [79]. 4 

ml formaldehit üzerine 96 ml su eklenip %4‟lük formalin elde edilir. Hazırlanan %4 

formalin, gerçekte % 1,6 lık bir solüsyondur. 

3.10. Ġmmünositokimyasal Boyama Yöntemi 

Preparatlar %4 formalin ile 5 dk. fiksasyona tabi tutulduktan sonra distile suda 1-2 

dk. bekletilerek yıkama iĢlemi yapıldı. Akabinde preparatlara yayma yapılan alanın 

çevresi Pappen Kalemi ile çizildi ve ardından %0,25 lik Triton X-100 ile 10 dk. oda 

sıcaklığında bekletildi. Oda sıcaklığında 5 dk. PBS1X ile yıkama yapıldı ve 

preparatlarımıza oda sıcaklığında 15 dk. %1 lik BSA ile bloklama iĢlemi uygulandı. 

Ardından 15dk. BSA‟ da bekleyen lamların üzerlerindeki sıvılar atıldı, PBS1X ile bir kez 

5 dk. yıkama yapıldı ve lamları eğerek üzerindeki bütün sıvılar uzaklaĢtırıldı. 

3.10.1. Antikorun HazırlanıĢı 

Normal Antibody Diülent‟den 200µl çekildi ve eppendorf tüpünün içine konuldu. 

200 µl antibody diülent çekilip hazırlanan eppendorf tüpünün içine eklendi. JAB1 Rabbit 

Polyclonal Antikor‟undan (Abcam ab12184) 4 µl çekildi ve bu 200 µl antibody diülent 

içeren eppendorf tüpünün üzerine eklendi ve birkaç sefer pipetaj yapıldı. Ağzı kapatılıp 

parafilmlendi. Sonra vortekste hazırlanan antikor iyice homojenize oluncaya kadar 

karıĢtırıldı. 
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3.10.2. Antikorla Muamele AĢaması 

Hazırlanan antikor pipetaj yapılıp lamların üzerlerine konuldu. Preparatları nemli 

bir ortamda, oda sıcaklığında 60 dk bekletildi. Gece boyu antibodyde kalan preparatların 

üzerindeki antikorlar atıldı ve üzerleri PBS 1X ile 3 kere 5‟er dk. yıkandı. Preparatların 

üzerlerine sekonder antibody (antikor) ler damlatıldı. Sensi Tek Anti-Polyvalent 

Biotinylated Antibody (BiyotinlenmiĢ Anti-Rabbit) den üzerine damlatıldı ve oda 

sıcaklığında, nemli bir ortamda 30 dk. bekletildi. Üzerindeki sekonder antibodyleri 

uzaklaĢtırdıktan sonra üzerlerine PBS1X damlatıp 3 kere 5‟er dk. yıkama yapıldı. 

Sekonder antibody (Sensi Tek HRP) (Avidin HRP‟li anti-rabit.)‟yi üzerine damlatıp 

nemli bir ortamda 20 dk. oda sıcaklığında bekletildi. Tekrar üzerlerindeki sekonder 

antikorları döküp; üzerlerini PBS1X ile 3 kere 5‟er dk. yıkama iĢlemine tabi tutuldu. Aynı 

zamanda 3, 3'-Diaminobenzidine (DAB) hazırlandı. 

3.10.3. DAB’ın HazırlanıĢı 

Derin dondurucudan aldığımız Sigma UREA H 202 ile Sigma Fast DAB 

kullanıldı. Bunları eppendorf tüplerinin içinde 2 ml (mililitre) distile su içinde çözüldü. 

Eppendorf tüpümüzün ağzını kapattıktan sonra eriyene kadar vortekslendi.  

1. Hazırlanan bu karıĢım (DAB) ilgili lamlara damlatıldı.  

2. Yeterli bir süre beklendikten sonra PBS1X ile 3 kere 5‟er dk. yıkama yapıldı ve 

üzerlerindeki PBS1X‟ler uzaklaĢtırıldı.  

3. 1 dk. distile suda yıkama yapıldı.  
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4. Hematoksilene bir iki sefer batırılıp çıkarıldı. (Backround görüntüsü oluĢturmak 

istiyorsak hematoksilen ile bunu sağlayabiliriz).  

5. Distile su ile yıkama yapıldı.  

6. Sırasıyla %45-%50-%60-%70-%80-%90-%96 ve mutlak alkol serilerinden 

geçirildi.  

7. Ksilen (xylene) 1-2-3 serilerinden geçirildi.  

8. Kapatma aĢamasına gelinerek Aqueous-Mount Solüsyon‟u ile preparatlarımız 

kapatıldı.  

9. Preparatlarımız kurumaları için oda sıcaklığında bekletildi ve kuruyan preparatlar 

incelenmek için hazır hale getirilmiĢ oldu. Hemen inceleme yapılmayacak ise veya 

inceleme yapıldıktan sonra ıĢık geçirmeyen kapalı bir lam saklama kabında buzdolabında 

saklanır. 

3.11. Kruger Strict Kriterleri’ne Göre Diff-Quick Boyama Tekniği 

1. 4μl likefiye olmuĢ, taze semen örneği lam üzerine damlatılarak yayma yapıldı.  

2. Preparat 3-5 dakika dıĢ ortamda kurutuldu.  

3. Preparatlar 5 dakika Ģale içerisinde bulunan fiksatif (tesbit) solüstonu içerisinde 

bekletildi (Diff-Quick Fix: Fixative Solution Contains Fast Green (0.002 g/l) in 

Methanol).  

4. Kurutularak Diff-Quick boyası ile boyandı. 
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3.12. Diff-Quick Boyama Yöntemi 

1. I nolu boya içinde 1 dakika bekletildi. [I nolu boya: fosfat tamponu içerisinde 

Eozin Y (1,22 g/l)-pH 6.6 ve koruyucu madde olarak sodyum azid içerir. Diff-Quick I: 

Stain Solution I Contains Eosin Y (1.22 g/l) in phosphate buffer (pH 6.6) and 0.1% (w/v) 

sodium azide as preservative] ve Distile su ile yıkandı. 

2. II nolu boya içinde 1 dakika bekletildi. [II nolu boya: fosfat tamponu içerisinde 

tiazin boyası (1,1 g/l) pH 6,6 içerir (Diff-Quick II: Stain Solution II Contains Thiazine 

Dye (1.1 g/l) in phosphate buffer (pH 6.6)]. 

3. Musluk suyu ile yıkandı ve Preparatlar kurutuldu. 

4. Üzerine immersiyon yağı damlatılarak (X100) mikroskopta incelendi. 

3.13. Ġstatistiksel Analiz 

Sperm hücrelerinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan bölgelerin fertil ve infertil 

bireyler arasındaki karĢılaĢtırılmasında “ki-kare testi” kullanıldı. Fertil ve infertil bireyler 

arasında sperm hücrelerine ait morfolojik ölçüm değerlerinin karĢılaĢtırılması “student t-

testi” ile yapıldı. Ölçüm değerleri açısından fertil ve infertil bireylerin kendi içindeki 

karĢılaĢtırılmalarda ise “One-way ANOVA” istatistik yöntemi tercih edildi. Jab1 

immunoreaktivitesinin değerlendirilmesinde kullanılan boyanma Ģiddetine (darkness 

faktörü) iliĢkin grup içi ve gruplar arası karĢılaĢtırmalar sırasıyla “student t-testi” ve 

“One-way ANOVA” testi ile yapıldı. Ġstatistik testlerinin uygulanmasında SPSS V21.0 

programı kullanıldı ve tüm karĢılaĢtırmalarda p<0.05 anlamlı bir farklılık olarak kabul 

edildi.  
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4. BULGULAR 

Genel olarak hem fertil hemde infertil bireylerin sperm hücrelerinde JAB1 

antikoru ile pozitif / negatif boyanma görüldü. Bu boyanmanın oranı ve boyanma yerleri 

fertil bireyler ile infertil bireyler arasında farklılık göstermekle beraber, aynı bireyin 

sperm hücreleri 1.saat ve 4.saat kapasitasyona tabi tutulduğunda da farklı Ģiddetlerde 

boyanma oranlarına sahip olduğu görüldü (ġekil 18-A, 19-A). 

Fakat infertil bireylerin sperm hücrelerindeki pozitif boyanma oranı fertil 

bireylerin sperm hücrelerinin pozitif boyanma oranlarına göre çok daha yüksek olduğu 

gözlemlendi (Tablo 2).  

Tablo 2: Fertil ve Ġnfertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan 

bölgelerinin boyanma oranlarının yaklaĢık yüzdelik değerleri. N=40, her bireyde ortalama 200 sperm 

sayıldı. 
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FERTĠL 0 3,282 8,910 9,616 0 21,808 

ĠNFERTĠL 7,875 30,858 18,771 20,689 0 78,192 

      100 
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ġekil 18:Fertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya varolma Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesinin gösterilmesi 

Fertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya varolma Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesi ve bunun 0., 1. ve 

4.saatler sonundaki kapasitasyonundaki JAB1 proteinin varlığının ve boyanma Ģitdetinin darkness faktörü ile gösterilmesi. A: 0.saat (hiç kapasite edilmeyen); B:1 saat 

boyunca 37ºC de, human tubal fluid solüsyonu içerisinde kapasite edilen sperm numunesi; C:4 saat boyunca 37ºC de, human tubal fluid solüsyonu içersinde kapasite 

edilen sperm numunesi. 0 numaralı ok: JAB1 proteini ile boyanmayan sperm hücreleri. +1 numaralı ok: Darkness boyanma faktörüne göre +1 Ģiddetinde JAB1 

proteini ile boyanan sperm hücresi. +2 numaralı ok: Darkness boyanma faktörüne göre +2 Ģiddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hücresi. +3 numaralı ok: 

Darkness boyanma faktörüne göre +3 Ģiddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hücresi. 
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ġekil 19: Ġnfertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya varolma Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesinin gösterilmesi 

Ġnfertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varlığının/yokluğunun veya varolma Ģiddetinin immünositokimyasal yöntemlerle iĢaretlenmesi ve bunun 0., 1. ve 

4.saatler sonundaki kapasitasyonundaki JAB1 proteinin varlığının ve boyanma Ģitdetinin darkness faktörü ile gösterilmesi. A: 0.saat (hiç kapasite edilmeyen); B: 1 saat 

boyunca 37ºC de, human tubal fluid solüsyonu içerisinde kapasite edilen sperm numunesi; C:4 saat boyunca 37ºC de, human tubal fluid solüsyonu içersinde kapasite 

edilen sperm numunesi. 0 numaralı ok: JAB1 proteini ile boyanmayan sperm hücreleri. +1 numaralı ok: Darkness boyanma faktörüne göre +1 Ģiddetinde JAB1 

proteini ile boyanan sperm hücresi. +2 numaralı ok: Darkness boyanma faktörüne göre +2 Ģiddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hücresi. +3 numaralı ok: 

Darkness boyanma faktörüne göre +3 Ģiddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hücresi. 
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Aynı zamanda hiç boyanmayan fertil bireylerin sperm hücrelerinin sayısı hiç 

boyanmayan infertil bireylerin sperm hücrelerinin sayısından daha fazla olduğu görüldü 

(Tablo 2). Bunun yanı sıra boyanan sperm hücrelerinin boyanan bölgelerinin yüzdelik 

dağılımı Tablo 2‟de görülmektedir. Fertil bireylerin % 21,8‟i boyanırken infertil 

bireylerin % 78,2 boyanmaktaydı (Tablo 2). Fertil ve infertil bireylerin boyanan 

bölgelerinin boyanma yüzdelerini karĢılaĢtırdığımızda fertil bireylerin sperm hücrelerinin 

akrozom bölgelerinde boyanma yüzde sıfır (% 0) iken infertil bireylerin sperm 

hücrelerinin bir kısmının ya akrozom bölgeleri olmadığı için ya da gerçekten akrozom 

bölgeleri boyandığından olsa gerek o bölgelerde % 7,9 oranında bir boyanma 

gözlemlendi (Tablo 2). BaĢ bölgelerinin boyanma oranları ise fertil bireylerde % 3,3 iken 

infertil bireylerin sperm hücrelerinde baĢ bölgesinin boyanma yüzdesi % 30,9‟dı (Tablo 

2). Aynı Ģekilde sperm boyun
1
* ve kuyruk bölgelerini de karĢılaĢtırdık. Fertil bireylerin 

sperm hücrelerinin boyun bölgelerinin boyanma yüzdesi % 8,9, kuyruk bölgesinin 

boyanma yüzdesi % 9,6 iken; infertil bireylerin boyun bölgesinin boyanma yüzdesi % 

18,8, kuyruk bölgesinin boyanma yüzdesi ise 20,7 olarak bulundu (Tablo 2). Fertil bireye 

ait sperm hücresinin kendi içinde boyanan bölgelerinin boyanma oranlarının yüzdelik 

ifade ile dağılımı grafik 1, 2, 3‟de görülmektedir. 

                                                 

 

1
 *Boyun ve mid-piece bölgelerini bir/ortak kabul ederek değerlendirdik. Çünkü ıĢık 

mikroskobu seviyesinde tam ayrımını yapamıyacağımızı düĢündüğümüz için her iki 

bölgeyi bir kabul edip öyle değerlendirdik. 
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Grafik 1: Fertil ve Ġnfertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan 

bölgelerinin boyanma oranlarının yüzdelik değerlerinin grafiksel gösterilmesi. 

 

  

Grafik 2 ve 3: Fertil ve Ġnfertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan 

bölgelerinin boyanma oranlarının yüzdelik diliminin gösterilmesi. 

Boyanan fertil bireyin sperm hücresini, kendi içinde boyanan bölgelerinin 

boyanma oranlarını yüzdelik bir dağılımla inceleyecek olursak akrozom bölgelerinde 

boyanma hiç yoktu (ġekil 18-A, 18-B, 18-C). En fazla kuyruk bölgesi sonra boyun 

bölgesi ve en az oranda da baĢ bölgesinin boyandığını gözlemledik (Tablo 2). Kuyruğun 

son parçasını ise ıĢık mikroskobu seviyesinde net bir Ģekilde ayırt edemediğimiz için o 

bölgeyi değerlendiremedik. Aynı Ģekilde Tablo 2‟de infertil bireye ait sperm hücresinin 
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kendi içinde boyanan bölgelerinin boyanma oranlarının yüzdelik ifade ile dağılımı 

görülmektedir. 

Ġnfertil bireylerin sperm hücresini kendi içinde boyanan bölgelerinin boyanma 

oranlarını yüzdelik bir dağılımla inceleyecek olursak en az boyanma akrozom bölgesinde, 

en fazla boyanan bölge ise baĢ bölgesi olduğu görülmektedir (ġekil 19-A, 19-B, 19-C). 

Geriye kalan boyun ve kuyruk bölgelerinin boyanma oranları ise; kuyruk bölgesi boyun 

bölgesine oranla çok az bir fazlalığı olduğu görülmekte (Tablo 2). Kuyruğun son 

parçasını ise ıĢık mikroskobu seviyesinde net bir Ģekilde ayırt edemediğimiz için o 

bölgeyi değerlendiremedik. 

Fertil bireylerin +3, +2 ve +1 Ģiddetlerinde JAB1 antikoru ile boyanan sperm 

hücreleriyle, 0 Ģiddetinde (JAB1 antikoru ile boyanmayan) sperm hücrelerinin morfolojik 

ölçümlerinin karĢılaĢtırmaları incelendi. Buna göre +3 Ģiddetinde boyanan fertil bir 

bireye ait sperm hücresinin baĢ bölgesinin alanı 17,07 µm² bulundu. +2 Ģiddetinde 

boyanan sperm hücresinin baĢ bölgesinin alanı 13,86 µm², +1 Ģiddetinde boyanan sperm 

hücresinin baĢ bölgesinin alanı 11,88  µm² olarak bulundu. Hiç boyanmayan fertil bireyin 

baĢ bölgesinin alanı ise 11,02 µm² olduğu bulundu (Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan 

sperm hücresinin baĢ bölgesinin alanı ile hiç boyanmayan sperm hücresinin baĢ 

bölgesinin alanı arasında istatistiksel olarak anlamlı oranda fark olduğu görüldü 

(p≤0,001). Aynı Ģekilde fertil bireyin +3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin ekvatoral 

bölgesinin değeri 4,66 µm iken +2 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin ekvatoral 

bölgesinin ölçümü 4,20 µm, +1 Ģiddetinde boyananın 3,89 µm iken hiç boyanmayan 

sperm hücresinin ekvatoral bölgesinin değeri 3,74 µm olarak ölçüldü (Tablo 3). +3 

Ģiddetinde boyanan fertil bireylere ait sperm hücresinn ekvatoral bölgesinin ölçüm 
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değeriyle hiç boyanmayan fertil bireye ait sperm hücresinin ekvatoral bölgesinin ölçüm 

değeri arasında istatistiksel olarak anlamlı oranda fark görülmektedir (p≤0,001). 
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Tablo 3: Fertil ve Ġnfertil bireylerin JAB1 antikoru ile pozitif boyanan ve boyanmayan sperm hücrelerin boyanma derecelerine göre sperm hücresinin bölgelerinin 

ortalama morfolojik ölçümleri ve hesaplamaları.  

  

Boyanma 

Ģiddeti 

Area [ 

µm²] 

Eqdia [ 

µm] 

Max 

feret [ 

µm] 

Min feret 

[ µm] 

Perimeter [ 

µm] 

Tail 

Length [ 

µm] 

Shape 

factor [ 

µm] 

Tail 

Length/Max 

feret [ µm] 

N 

JA
B

1
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an

an
 

h
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cr
el

er
in

 m
o
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F
E

R
T

ĠL
 +3 17,07 4,66 6,93 3,23 16,32 52,97 0,79 7,64 73,00 

+2 13,86 4,20 4,94 3,70 13,46 53,38 0,89 10,81 107,00 

+1 11,88 3,89 4,65 3,32 12,53 50,65 0,88 10,89 200,00 

0 11,02 3,74 5,20 3,41 12,21 53,04 0,85 10,20 200,00 

           

ĠN
F

E
R

T
ĠL

 

+3 17,77 4,76 6,36 3,61 15,85 47,68 0,82 7,50 200,00 

+2 17,49 4,72 5,69 3,99 15,30 50,42 0,88 8,86 200,00 

+1 16,82 4,63 5,03 4,37 14,69 49,12 0,95 9,77 169,00 

0 12,19 3,94 5,51 2,85 13,46 50,63 0,81 9,19 122,00 

Fertil ve infertil bireylerin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan sperm hücrelerin boyanma derecelerine göre sperm hücresinin 

bölgelerinin ortalama morfolojik ölçümleri ve hesaplamaları görülmektedir. Area: Spermin baĢ bölgesinin alanı, Eqdia: Sperm baĢının ekvatoral 

uzunluğu, Max feret: Sperm baĢının boyuna uzunluğu, Min feret: Sperm baĢının enine uzunluğu, Perimeter: Sperm baĢının çevresi, Tail length: Kuyruk 

uzunluğu, Shape factor: baĢ bölgesinin Ģekil yönünden uygunluğunun hesaplanması ile belirlenen değer, Tail length/Max feret: kuyruk uzunluğunun baĢ 

bölgesinin uzunluğuna oranı. N: Sayılan sperm sayısı. 
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Benzer Ģekilde fertil bireyin sperm hücresinin max feret [µm] ve min feret [µm] 

ölçümleri +3 Ģiddetinde boyananlarda sırasıyla 6,93 µm„ye 3,23 µm iken +2 Ģiddetinde 

boyananlarda 4,94 µm ve 3,70 µm olarak ölçüldü. +1 Ģiddetinde boyananlarda ise 4,65‟e 

3,32 olarak ölçüldü. Hiç boyanma olmayan fertil bireyin max feret [µm] ve min feret 

[µm] değerleri sırasıyla 5,20‟ye 3,41 olduğu görülmekte (Tablo 3). +3 Ģiddetinde 

boyanan fertil bireye ait sperm hücrelerinin hiç boyanmayan fertil bireye ait sperm 

hücresinin max feretleri arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunurken 

(p≤0,001); min feretleri arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık söz konusu değildi. 

Fertil bireyde sperm hücresinin çevresinin ölçümlerini değerlendirecek olursak; +3 

Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin baĢ bölgesinin çevresi 16,32 µm, +2 Ģiddetinde 

boyananın 13,46 µm ölçüldü. +1 Ģiddetinde boyanın 12,53 µm iken hiç boyanmayan fertil 

bireylerin sperm hücresinin baĢ bölgesinin çevresel uzunluğu ortalama 12,21 µm olarak 

ölçüldü (Tablo 3). Burada +3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin baĢ bölgesinin 

çevresinin uzunluğu; hiç boyanmayan fertil bireyin sperm hücresinin baĢ bölgesinin 

çevresinin uzunluğu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p≤0,001). 

Kuyruk uzunlukları bakımından da değerlendirecek olursak; +3 Ģiddetinde boyanmıĢ 

fertil bireylerin kuyruk uzunluğu 52,97 µm, +2 Ģiddetinde boyanın 53,38 µm, +1 

Ģiddetinde boyanın ki 50,65 µm iken hiç boyanmayan fertil bireylerin sperm hücresinin 

kuyruk bölgesinin uzunluğu 53,04 µm olarak ölçüldü (Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan 

fertil bireylerin sperm hücresinin kuyruk bölgesinin uzunluğu, hiç boyanmayan fertil 

bireylerin sperm hücresinin kuyruk uzunluğu arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 

görülmedi (p≥0,05). Bununla beraber +3 Ģiddetinde boyanan fertil bireyin shape factor 

(Partiküllerin büyüklüklerinden bağımsız olarak partiküllerin Ģekillerini sayısal olarak 

tanımlayabilmek için mikroskobi ve görüntüleme analizinde kullanılan boyutsal 
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niceliklere shape factor denir) [80, 81, 82, 83], değeri 0,79 iken +2 Ģiddetinde boyanan 

sperm hücrelerinin shape factor değeri 0,89, +1 Ģiddetinde boyananlarda 0,88 ve hiç 

boyanmayan fertil bireylerin shape factor değeri 0,85 olarak hesaplanmıĢtır (Tablo 3). 

Fakat bunların da +3 Ģiddetindeki shape factor değeriyle hiç boyanmayan fertil bireylerin 

shape factor değeri arasında istatistiksel olarak anlamlılık görülmemektedir. Gene fertil 

bireylerin sperm hücrelerinin boyanma Ģiddetleri ile kuyruk uzunluğu (Tail Length)/Max 

feret [µm] oranı arasındaki iliĢkiye bakılacak olursa; +3 Ģiddetinde boyanan fertil 

bireylere ait sperm hücresinin oranı 7,64 iken, +2 Ģiddetinde boyanan fertil bireylere ait 

sperm hücrelerinin oranı 10,81 olarak bulundu. +1 Ģiddetinde boyanan fertil bireylere ait 

sperm hücrelerinin Tail Length/Max feret [µm] oranı 10,89 bulunurken, hiç boyanmayan 

fertil bireylerin sperm hücrelerinin Tail Length/Max feret [ µm] oranı ise 10,20 olarak 

bulundu (Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan fertil bireylere ait sperm hücrelerinin Tail 

Length/Max feret [ µm] oranıyla hiç boyanmayan fertil bireylere ait sperm hücrelerinin 

Tail Length/Max feret [ µm] oranı arasında istatistiksel olarak anlamlıydı (p≤0,001). 

Ġnfertil bireylerin +3, +2 ve+1 Ģiddetlerinde JAB1 antikoru ile boyanan sperm 

hücreleriyle, 0 Ģiddetinde (JAB1 antikoru ile boyanmayan) sperm hücrelerinin morfolojik 

ölçümlerinin karĢılaĢtırmaları incelendi. +3 Ģiddetinde boyanan infertil bir bireye ait 

sperm hücresinin baĢ bölgesinin alanı 17,77 µm² bulundu. +2 Ģiddetinde boyanan sperm 

hücresinin baĢ bölgesinin alanı 17,49 µm², +1 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin baĢ 

bölgesinin alanı 16,82 µm² bulundu. Hiç boyanmayan infertil bireyin baĢ bölgesinin alanı 

ise 12,19 µm² olduğu bulundu (Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin baĢ 

bölgesinin alanı ile hiç boyanmayan sperm hücresinin baĢ bölgesinin alanı arasında 

istatistiksel olarak anlamlı oranda fark olduğu görüldü (p≤0,001). Aynı Ģekilde infertil 

bireyin +3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin ekvatoral bölgesinin değeri 4,76 µm iken 
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+2 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin ekvatoral bölgesinin ölçümü 4,72 µm, +1 

Ģiddetinde boyananın 4,63 µm iken hiç boyanmayan sperm hücresinin ekvatoral 

bölgesinin değeri 3,94 µm olarak ölçüldü (Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan infertil 

bireylere ait sperm hücresinn ekvatoral bölgesinin ölçüm değeriyle hiç boyanmayan 

infertil bireye ait sperm hücresinin ekvatoral bölgesinin ölçüm değeri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı oranda fark görülmektedir (p≤0,005). Gene infertil bireyin 

sperm hücresinin max feret [µm] ve min feret [µm] ölçümleri +3 Ģiddetinde boyananda 

sırasıyla 6,36 µm„ye 3,61 µm iken +2 Ģiddetinde boyananda 5,69 µm‟ye 3,99 µm, +1 

Ģiddetinde boyananda ise 5,03„e 4,37 ölçüldü. Hiç boyanma olmayan infertil bireyin max 

feret [µm] ve min feret [µm] değerleri sırasıyla 5,51‟e 2,85 olduğu görülmekte (Tablo 3). 

+3 Ģiddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hücrelerinin hiç boyanmayan infertil 

bireye ait sperm hücresinin max feretleri ve min feretleri arasında istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu görüldü (p≤0,001). Ġnfertil bireyde sperm hücresinin çevresinin 

ölçümlerini değerlendirecek olursak +3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin baĢ 

bölgesinin çevresi 15,85 µm, +2 Ģiddetinde boyananın 15,30 µm, +1 Ģiddetinde boyanın 

14,69 µm iken hiç boyanmayan infertil bireyin sperm hücresinin baĢ bölgesinin çevresel 

uzunluğu 13,46 µm olarak ölçüldü (Tablo 3). Burada +3 Ģiddetinde boyanan sperm 

hücresinin baĢ bölgesinin çevresinin uzunluğu; hiç boyanmayan infertil bireyin sperm 

hücresinin baĢ bölgesinin çevresinin uzunluğu arasında ki fark istatistiksel olarak anlamlı 

oranda farklı bulundu (p≤0,001). Kuyruk uzunlukları bakımından da değerlendirecek 

olursak +3 Ģiddetinde boyanmıĢ infertil bireylerin kuyruk uzunluğu 47,68 µm, +2 

Ģiddetinde boyanın 50,42 µm, +1 Ģiddetinde boyanın ki 49,12 µm iken hiç boyanmayan 

infertil bireyin sperm hücresinin kuyruk bölgesinin uzunluğu 50,63 µm olarak ölçüldü 

(Tablo 3). +3 Ģiddetinde boyanan infertil bireyin sperm hücresinin kuyruk bölgesinin 
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uzunluğu, hiç boyanmayan infertil bireyin sperm hücresinin kuyruk uzunluğu arasında 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (p≤0,001). Bununla beraber +3 Ģiddetinde 

boyanan infertil bireyin shape factor değeri 0,82 iken, +2 Ģiddetinde boyanan sperm 

hücresinin shape factor değeri 0,88, +1 Ģiddetinde boyanan da 0,95 ve hiç boyanmayan 

infertil bireyin shape factor değeri 0,81 olarak hesaplanmıĢtır (Tablo 3). Fakat bunların da 

+3 Ģiddetindeki shape factor değeriyle hiç boyanmayan infertil bireyin shape factor 

değeri arasında istatistiksel olarak anlamlılık görülmemektedir. Gene infertil bireylerin 

sperm hücrelerinin boyanma Ģiddetleri ile Tail Length/Max feret [µm] arasındaki iliĢkiye 

bakıldı. +3 Ģiddetinde boyanan infertil bireylere ait sperm hücresinin Tail Length/Max 

feret [µm]oranı 7,50 iken +2 Ģiddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hücresinin Tail 

Length/Max feret [µm] oranı 8,86, +1 Ģiddetinde boyanan infertil bireylere ait sperm 

hücresinin Tail Length/Max feret [µm] oranı 9,77; hiç boyanmayan infertil bireylerin 

sperm hücrelerinin Tail Length/Max feret [µm] oranı ise 9,19 olarak bulundu (Tablo 3). 

Burada da +3 Ģiddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hücresinin Tail Length/Max 

feret [µm] oranı hiç boyanmayan infertil bireye ait sperm hücresinin Tail Length/Max 

feret [µm] oranı arasında istatistiksel olarak anlamlıydı (p≤0,001).  

Fertil ve infertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile boyanma 

Ģiddetlerinin morfolojileri ile iliĢkisini değerlendirildi. +3 Ģiddetinde boyanan fertil ile +3 

Ģiddetinde boyanan infertil bireylerin baĢ bölgelerinin alanları istatistiksel olarak anlamlı 

değilken +2 ve +1 Ģiddetinde boyanan fertil bireylerle +2 ve +1 Ģiddetinde boyanan 

sperm hücreleri arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görüldü (p≤0,001). Fakat hiç 

boyanmayan fertil bireylerin sperm hücrelerinin baĢ bölgelerinin alanı ile boyanmayan 

infertil bireylerin baĢ bölgelerinin alanları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktu 

(p≥0,05). Fertil ve infertil bireylerin ekvatoral bölgelerinin JAB1 ile +3, +2, +1 ile pozitif 
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boyanan ve hiç boyanmayan sperm hücreleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

görülmedi (p≥0,05). Fertil ve infertil bireylerin sperm hücrelerinin +3, +2, +1 ve 0 

Ģiddetinde pozitif / negatif boyanma Ģiddetlerinin max feret [µm] leri ile min feret [µm] 

leri arasındaki iliĢkiye bakacak olursak +3 Ģiddetinde boyanan fertil bireyin sperm 

hücresinin max fereti ile +3 Ģiddetinde boyanan infertil bireyin max fereti arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark görülmezken +2, +1 ve 0 Ģiddetinde 

boyanan/boyanmayan fertil bireylerin max feretleri ile; +2, +1 ve 0 Ģiddetinde 

boyanan/boyanmayan infertil bireylerin max feretleri arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğu görüldü. Fertil bireyin +3 ve +2 Ģiddetinde boyanan sperm hücrelerinin min 

feretleri ile infertil bireyin +3 ve +2 Ģiddetinde boyanan sperm hücrelerinin min feretleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark görülmezken, +1 Ģiddetinde pozitif boyanan ve 

boyanmayan fertil bireylerin sperm hücrelerinin min feretleri ile, +1 Ģiddetinde pozitif 

boyanan ve boyanmayan infertil bireylerin sperm hücrelerinin min feretleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farlılıklar olduğu görüldü. Fertil bireylerin +3 Ģiddetinde JAB1 

ile pozitif boyanan sperm hücrelerinin çevre uzunlukları (perimeter) ile infertil bireylerin 

+3 Ģiddetinde JAB1 ile pozitif boyanan sperm hücrelerinin perimeterleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlılık görüldü (p≤0,001). Aynı Ģekilde +2 Ģiddetinde JAB1 

antikoru ile pozitif boyanmıĢ fertil bireyin sperm hücresinin perimeteri ile, +2, Ģiddetinde 

JAB1 antikoru ile pozitif boyanmıĢ infertil bireylerin sperm hücrelerinin perimeterleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlılık olduğu görüldü (p≤0,001). +1 Ģiddetinde JAB1 

antikoru ile pozitif boyanan fertil bireye ait sperm hücresinin perimeteri ile +1 

Ģiddetindetinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan infertil bireye ait sperm hücresinin 

perimeteri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark görüldü (p≤0,001). Hiç boyanmayan 

fertil bireyin sperm hücresinin perimeteri ile boyanmayan infertil bireye ait sperm 
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hücresinin perimeteri arasında istasistiksel olarak anlamlı fark olduğu görüldü (p≤0,001). 

+3, +2, ve +1 Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan ve JAB1 antikoru ile 

boyanmayan fertil bireye ait sperm hücresinin kuyruk uzunlığu ile, +3, +2 ve +1 

Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan ve JAB1 antikoru ile boyanmayan infertil 

bireye ait sperm hücresinin kuyruk uzunlukları arasında istatistiksel olarak herhangibir 

anlamlı fark görülmedi (p≥0,05). +3, +2 ve +1 Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif 

boyanan ve JAB1 antikoru ile boyanmayan fertil bireye ait sperm hücresinin shape factor 

değeri ile +3, +2 ve +1 Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan ve JAB1 antikoru ile 

boyanmayan infertil bireye ait sperm hücresinin shape factor değeri arasında istatistiksel 

olarak herhangi bir anlamlı fark görülmedi (p≥0,05). +3 Ģiddetinde JAB1 antikkoru ile 

pozitif boyanan fertil bireye ait sperm hücresinin Tail Length/Max feret [µm] oranı, +3 

Ģiddetinde JAB1 antikkoru ile pozitif boyanan infertil bireye ait sperm hücresinin Tail 

Length/Max feret [µm] oranı arasında istatistiksel olarak herhangibir anlamlı fark 

görülmedi (p≥0,05). Fakat +2, +1 ve 0 Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif / negatif 

boyanan fertil bireye ait sperm hücrelerinin Tail Length/Max feret [µm] oranı ile, +2, +1 

ve 0 Ģiddetinde JAB1 antikoru ile pozitif / negatif boyanan infertil bireye ait sperm 

hücrelerinin Tail Length/Max feret [µm] oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

görüldü (p≤0,001). 
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Grafik 4: Fertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan bölgelerinin 

boyanma derecelerine göre ayrı ayrı ortalama morfolojik ölçümlerinin ve hesaplamalarının grafiksel 

görünümü. 

 

Grafik 5: Ġnfertil bireylerin sperm hücrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan bölgelerinin 

boyanma derecelerine göre ayrı ayrı ortalama morfolojik ölçümlerinin ve hesaplamalarının grafiksel 

görünümü. 

Area: Spermin baĢ bölgesinin alanı. Eqdia: Sperm baĢının ekvatoral uzunluğu. Max feret: Sperm baĢının 

boyuna uzunluğu. Min feret: Sperm baĢının enine uzunluğu. Perimeter: Sperm baĢının çevresi. Tail 
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length: Kuyruk uzunluğu. Shape factor: BaĢ bölgesinin Ģekil yönünden uygunluğunun hesaplanması ile 

belirlenen değer 
           

         
: kuyruk uzunluğunun baĢ bölgesinin uzunluğuna oranı.  

 

ġekil 20: Sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda ölçüm 

esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 büyütme. 

 

ġekil 21: Sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda ölçüm 

esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 büyütme. 
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ġekil 22: Fertil bireye ait boyanmayan sperm hücrelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda ölçüm 

esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile negatif boyanma, X100 büyütme. 

 

ġekil 23: Fertil bireye ait sperm hücrelerinin farklı bölgelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonunda 

ölçüm esnasındaki görüntüsü. Jab 1 antikoru ile negatif  boyanma, X100 büyütme. 
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ġekil 24: Ġnfertil bireye ait sperm hücrelerinin, NIS Element yazılımlı iĢ istasyonu ile ölçümü ve sayımı. 

Jab 1 antikoru ile pozitif  boyanma, X100 büyütme. 

Tablo 4: Fertil ve Ġnfertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 antikoru ile pozitif 

boyanan sperm hücrelerinin, darkness faktörü ile hesaplanmasının sonucunda elde edilen değerlerin 

tablosu. 

DARKNESS FAKTÖRÜ 

Fertil 

Birey 

0 saat JAB1 57,75 

1 saat JAB1 74,9 

4 saat JAB1 108,05 

Ġnfertil 

Birey 

0 saat JAB1 477,7 

1 saat JAB1 504,4 

4 saat JAB1 540,3 
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Grafik 6: Fertil ve Ġnfertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 antikoru ile 

pozitif boyanan sperm hücrelerinin, darkness faktörü ile hesaplanmasının sonucunda elde edilen 

değerlerin grafiksel gösterimi.  

 

Grafik 7: Fertil ve Ġnfertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 antikoru ile 

pozitif boyanan sperm hücrelerinin, darkness faktörü ile hesaplanmasının sonucunda elde edilen 

değerlerin çizgisel grafiği. 

0

100

200

300

400

500

600

0 saat

JAB1

1 saat

JAB1

4 saat

JAB1

0 saat

JAB1

1 saat

JAB1

4 saat

JAB1

Fertil Birey Ġnfertil Birey

DARKNESS FAKTÖRÜ 

DARKNESS FAKTÖRÜ

0

100

200

300

400

500

600

0 saat
JAB1

1 saat
JAB1

4 saat
JAB1

0 saat
JAB1

1 saat
JAB1

4 saat
JAB1

Fertil Birey İnfertil Birey

Seri 1

D
ar

k
n

es
s 

fa
k

tö
r 

d
eğ

er
i 

D
ar

k
n

es
s 

fa
k

tö
r 

d
eğ

er
i 



   65 

 

 

5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Byung-Chul Kim ve ark. 2004 yılında transforming growth faktör (TGF-β) 

sinyalinin bir inhibitörü olan SMAD7‟nin ubiquinasyon ve degredasyonunun 

(bozulmasının) JAB1/CSN5 tarafından artırıldığını böylelikle dolaylı yoldan TGF-β 

sinyal yolaklarının JAB1/CSN5 tarafından amplifiye olduğunu (çoğaldığını) gösterdiler 

[84]. Önceki yıllarda yapılan çalıĢmalar, meme ve kolorektal karsinomlarda artmıĢ 

tümör derecesi ve lenf nodu metastazı veya yaĢamla bağdaĢmayan vakalarda artmıĢ p27 

ekspresyonunun olduğunu göstermektedir [34, 35]. 

p27 ekspresyonu ile ilgili yapılan diğer çalıĢmalarda diffüz büyük B hücreli 

lenfomaların bazı alt türlerinde artmıĢ p27 salınımları görülmüĢtür [34, 35, 36]. p27‟nin 

ekspresyonu artmıĢ olabilir ama bu seferde p21, p53, p57‟lerin ekspresyonları azalmıĢ 

olabilir. Bunlarda hücre proliferasyonuna (kanserleĢmesine) neden olmuĢ olabilir. 

Çünkü biz biliyoruz ki; bir hücrenin kanserleĢmesi için hücre siklus kontrolünde 

fonksiyon gören siklin ve CDK‟ların aktivitelerinin regülasyonundaki herhangi bir 

bozulma hücre proliferasyonuna sebep olmaktadır. Ubiquitin–proteozom sisteminde, 

deubikinasyonunda rol alan PGP 9,5‟in over-ekspresyonu pek çok organ ve organ 

hastalıkları ile tümör geliĢiminde rol almaktadır. Akciğer kanserlerinde PGP 9,5‟in aĢırı 

ekspresyonunun tümör evresi ile parelel artması akciğer kanser tümörogenezisinde PGP 

9,5‟in rol alabileceğini göstermektedir [22]. Caballero ve arkadaĢlarının yaptığı 

çalıĢmada PGP 9,5‟un, p27 degradasyonunda JAB1 proteini ile birlikte rol aldığı 

gösterilmiĢtir. PGP 9,5 en az üç protein ile interaksiyona girmektedir ki bunlardan birisi 

JAB1‟dir. JAB1, p27‟ye bağlanarak p27‟nin nukleustan sitoplazmaya transportuna ve 

burada yıkımına yol açmaktadır. Hem in vivo hem in vitro PGP 9,5‟un JAB1 ile 
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iliĢkisi gösterilmiĢ olup ayrıca akciğer kanseri hücrelerinde nukleusta JAB1 ve PGP 

9,5‟un, p27 içeren heteromerik bir kompleksin parçaları olabileceği gösterilmiĢtir. JAB1 

ve PGP 9,5‟un nükleer lokalizasyonunun, p27‟nin nukleusta azalmıĢ seviyeleri ile 

iliĢkili bulunmuĢtur. Tersine kontakt inhibisyonla PGP 9,5 ve JAB1 perinükleer veya 

sitoplazmik yerleĢim gösterirse, p27 yalnızca nukleusta lokalize olmaktadır. Bu 

nedenle PGP 9,5, JAB1 ile olan etkileĢimi ve nükleer translokasyonu ile p27 

degradasyonunda rol alabilmektedir [45]. 

Yapılan son çalıĢmalarda, JAB1‟in spesifik olarak CDK inhibitörü p27 

proteinine bağlanarak, p27‟yi nukleustan sitoplazmaya taĢıyarak ubiquitin-proteozom 

sistemi ile degradasyonunu artırdığı ve hücre içinde p27 düzeyini azalttığı gösterilmiĢtir 

[44, 45]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada epitelyal over tümörlerinde artmıĢ JAB1 

expresyonu, azalmıĢ p27 düzeyi ve kötü prognozla iliĢkili bulunmuĢtur [48]. JAB1‟in, 

pankreatik duktal karsinom, laringeal skuamöz hücreli karsinom, akciğer 

adenokarsinomu, baĢ boyun kanserleri, invaziv meme kanseri, pitüiter tümörler, 

anaplastik büyük hücreli lenfoma, tiroid medüller karsinomu gibi daha pek çok tümörde 

artmıĢ ekspresyonu tanımlanmıĢtır [22]. JAB1/CSN5 ilk olarak Claret ve ark. tarafından 

hücre proliferasyonunda görev alan gen regülatörü olan AP-1 (jun fos protoonkogen) 

koaktivatörü olarak tanımlanmıĢtır [85]. Kwok ve ark. 1998‟de, Ferlich ve ark. ise 

1999‟da JAB1/CSN5‟in diğer CSN alt ünitelerine benzemeyen Ģekilde CSN 

kompleksten bağımsız olarak da çalıĢabildiği gösterilmiĢtir. Kwok ve ark. 1998‟de, 

Ferlich ve ark. ise 1999‟da Arabidopsis ve Drosophila‟da CSN alt ünitelerinde meydana 

gelmiĢ mutasyonların bunların geliĢimlerinin durmalarına ya da ölümlerine neden 

olduğu gösterilmiĢtir [86]. 
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Karniol ve ark. 1998, Seeger ve ark. 1998, Kwok ve ark. 1999, Osterlund ve ark 

2000‟de yaptığı çalıĢmalarda JAB1/CSN5‟nin proteozom aracılı protein 

degradasyonunda rol aldığını ortaya koydular. Gerek CSN kompleksine bağımlı gerekse 

CSN kompleksinden bağımsız JAB1/CSN5‟in çok çeĢitli proteinlerle ortak çalıĢmak 

yolu ile pek çok biyolojik süreçte görev aldığı gösterilmiĢtir [87, 88, 89, 90]. 

JAB1/CSN5‟nin ortak çalıĢtığı proteinlerden en önemlisi p27 dir. p27-JAB1 

ortak etkileĢimi ile spesifik bir CDK inhibitörü olan p27 proteinine bağlanarak p27‟yi 

nukleustan sitoplazmaya taĢıyıp p27‟nın 26s proteozom aracılı degradasyonunu 

arttırdığı ve bu yolla p27 düzeyini azalttığı Tomoda ve arkadaĢları tarafından 1999‟da 

gösterilmiĢtir [91]. Birkaç yıl önce yapılan çalıĢmalarda ise JAB1‟nın spesifik olarak 

CDK inhibitörü p27 proteinine bağlanarak, p27‟yi nukleustan sitoplazmaya taĢıyarak 

ubiquitin proteozom sistemi ile degradasyonunu arttırdığı ve hücre içinde p27 düzeyini 

azalttığı gösterilmiĢtir [42]. Yapılan bir diğer çalıĢmada ise epitelyal over tümörlerinde 

artmıĢ JAB1 expresyonu, azalmıĢ p27 düzeyi ve kötü prognozla iliĢkili bulunmuĢtur 

[92]. 

JAB1/CSN5 ile p27 iliĢkisi aynı zamanda Boutissimo ve arkadaĢları tarafından 

2000 yılında gösterilmiĢ ve bir nebze daha aydınlatılmıĢtır. JAB1 aracılığı ile p27 

düzeyinde oluĢan upregülasyonun (reseptör sayısının artmasının) T hücrelerinine antijen 

sunumu ile oluĢan interlokin 2 üretimini engellediği ve invivo ortamda immuntolerans, 

invitro ortamda ise anerjiye (duyarsızlaĢtırmaya) neden olduğu gösterilmiĢtir [93]. 

JAB1/CSN5 ile p27 etkileĢiminin bir sonucu da, tirozin kinaz growth reseptör 

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2‟yi (Her2/Neu) içermesidir [51, 52, 53]. 

Yang ve ark. 2000 tarafından bu reseptörün overekspresyonuna bağlı kanser türlerinde 
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gösterilmiĢtir. Her2/Neu, p27‟yi down regüle ederek tirozin kinaz yolu ile hücre 

çoğalmasını stimüle eder, Her2/Neu p27 degradasyonunu ise JAB1‟nın sitoplazmaya 

geçiĢini aktive ederek yapar [53]. 

Diğer bir JAB1 sitokin iliĢkisi de Kleemann ve arkadaĢları tarafından 2000 

yılında aydınlatılmıĢtır. Bu çalıĢma JAB1‟nın p27 ile hücre siklus kontrolündeki rolünü 

anlamada aydınlatıcı olmuĢtur. MĠF bir antiinflmatuar faktördür ve eksojen (dıĢardan) 

uygulandığında intrasellüler JAB1‟nı bağlar. MĠF-JAB1 kompleksi sitozolde görülür. 

MĠF‟in JAB1 üzerinde inhibe edici etkisi vardır. Böylece MĠF‟in, JAB1 bağımlı p27 

degradasyonunu durdurduğu gösterilmiĢtir [94]. 

JAB1‟nın çekirdekdeki fonksiyonlarının yanısıra plazma membranında da 

fonksiyonu vardır. Yapılan çalıĢmalarda Bianchi ve ark. (2000) geçici olarak LFA-1 

(adezyon proteini) salgılayan bazı hücrelerde JAB1‟nın aynı membran bölgesinde LFA-

1‟i zenginleĢtirdiğini görmüĢler. CSN kompleksi hiçbir zaman membranda 

gösterilememiĢ olduğundan JAB1‟nın bu formunun CSN‟den bağımsız bir formu 

olduğunu düĢünmüĢler. Aynı zamanda bu hücrelere ne zaman suni ya da fizyolojik 

ligandlarla muamele edilse membran JAB1„larının kaybolduğu, aĢama aĢama 

sitoplazmadan çekirdeğe geçtikleri görülmüĢ. Buradan da JAB1 LFA-1 iliĢkisinin çok 

spesifik olduğu sonucunu çıkarmıĢlardır [95]. 

JAB1‟nın nükleer havuzdaki artıĢı AP-1 kontrollü Lusiferase Reporter Genin‟in 

artıĢı ile sonuçlandığı Bianchi ve ark. (2000) tarafından gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar da 

göstermektedir ki endojen JAB1 fizyolojik olarak AP-1 transkripsiyonel aktivitesini 

regüle eder. JAB1‟nın AP-1 aktivitesine etkisi LFA-1(adezyon proteini) tarafından 

indüklenir [95]. 
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Li ve ark. (2000) JAB1‟nın Endoplazmik Retikulum (ER) iliĢkili proteinler 

tarafından ayrıĢtırılmıĢ JAB1‟nın AP-1 aracılı transkripsiyonunu down regüle ettiği 

görülmüĢtür. JAB1‟nın rat kaynaklı Luteinizing-hormone-releasing hormone (LH-RH) 

iliĢkisini araĢtıran çalıĢmalar, LH-RH‟nın overekspresyonunun JAB1‟nın C-jun aracılı 

AP-1 luciferase reporter gen aktivasyonunu potansiyelize etme yeteneğini azalttığını 

ortaya çıkarmıĢlardır [96]. 

Chauchereau et.al., 2000 yılında JAB1 nükleer reseptörlerin transkripsiyonel 

transaktivasyon aktivitelerini modüle ettiğini bulmuĢlar. Bu etki en açık bir Ģekilde 

progesteron reseptörlerinde (PR) gösterilmiĢtir. PR kendi kendilerine horman bağımlı 

transaktivasyonlarını uygulayabilirler. Yani bu kabiliyet JAB1‟nın katkısıyla geliĢiyor. 

JAB1‟nın etkisiyle PR, kendi kendine horman bağımlı transaktivasyon uygulama 

kabiliyeti geliĢtirmiĢtir [97]. 

JAB1‟nın bütün bu protein artıkları ile fiziksel interaksiyonlarının 

gösterilmesine ek olarak diğer nükleer reseptörler olan glukokortikoid, 

mineralokortikoid, androjenik ve östrojenik reseptörler ve transkripsiyon faktörü NF-

KB olan hormon bağımlı transaktivasyon özelliklerini güçlendirebilme yeteneğinin 

olduğu ortaya konmuĢtur [97]. 

Steroid Reseptör Coactivator (SRC) nükleer reseptörlerin ortak koaktivatörüdür. 

JAB1 muhtemel glukokortikoid reseptörü üzerindeki aktivitesini SRC aracılı gösterir. 

JAB1 SRC çalıĢma iliĢkisi invitro ortamda Chauchereu ve ark. (2000) tarafından 

gösterilmiĢtir [97]. 

JAB1‟nın aynı zamanda diğer transkripsiyon faktörlerin transaktivasyon 

aktivitelerini de etkilediği, Chauchereau ve ark. tarafından gösterilmiĢtir. Mesela 
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nükleer faktör kappa B ve JAB1 ile transfekte edilmiĢ hücrelerde nükleer faktör kappa 

B aktivitesinde kuvvetli bir artıĢ bildirilmiĢtir. Chauchereau ve ark. tarafından nükleer 

faktör kappa B SRC -1 ile beraber çalıĢtığından JAB1‟nın bu etkisinin de streoit 

reseptör protein SRC1 aracılı olabileceği öne sürülmüĢtür [97]. 

B-cell lymphoma 3 (Bcl3) onkoproteini, IKB (Inhibitor of Kappa B) multigen 

ailesindendir. Nükleer faktör kappa geninin aktivitesini modüle eder. JAB1, Bcl3 ile 

beraber çalıĢır ve NFKB–Bcl3 heterodimer kompleksinin DNA bağlanma aktivitesini 

artırır [35, 36]. 

Nasıl oluyorda birçok JAB1 fonksiyonu CSN ile iliĢkilendiriliyor? Bu soru 

birçok JAB1 çalıĢmasında görmezden gelinmiĢtir. CSN‟nin biyokimyasal fonksiyonunu 

az bilinir kılmıĢtır. Kinaz sinyallerinde ve ubiquitin bağımlı protein degradasyonundaki 

yerine iliĢkin kanıtların bulunmasına rağmen bu iliĢki rapor edilmemiĢtir. Seeger ve ark. 

1998‟de CSN‟nin, c-jun‟ın da içinde bulunduğu pekçok proteini fosforillediğini iddia 

etseler de bu aktivitenin CSN bağlantılı kinazlar ile yapıldığı Nuarmon ve ark. 

tarafından 1999 yılında ortaya atılmıĢtır [98, 99]. 

Diğer birçok CSN alt ünitesinin varlığı da hücre siklusu ile iliĢkili sinyal 

yolaklarında gösterilmiĢtir. Örnek olarak CSN1, c-Jun N-terminal kinases (JNK) 

aktivitesinin supresörü olarak tanımlanmıĢtır. S fazına ilerlemede kontrol noktasında 

görev alır. CSN6‟nın HIV Proteaz (HIV in hücre siklus kontrolünü yapar) ile beraber 

çalıĢtığı gösterilmiĢtir. CSN2 tiroit reseptörü ile beraber çalıĢan protein-15 olarak 

tanımlanmıĢtır. Aynı zamanda Cohen ve ark. 2000 tarafından Ġnterferon (IFN) sinyal 

yolaklarında da düzenleyici olduğu gösterilmiĢtir [100]. 
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Yapılan çalıĢmalarda JAB1‟nın spesifik olarak CDK inhibitörü p27‟nin 

nukleustan sitoplazmaya taĢınarak ubiquitin aracılı proteosome sistemi ile 

degradasyonunu artırıp p27 düzeyini düĢürmesinin bazı kanserlerde kötü prognozla 

iliĢkisi saptanmıĢtır. JAB1‟nın akciğer karsinomu, baĢ-boyun kanserleri, invaziv meme 

kanserleri, pituatuer tümörleri, anaplastik büyük hücreli lenfoma, tiroid medullar 

karsinom gibi pek çok tümörde artmıĢ ekspresyonu tanımlanmıĢtır. 

Cayli ve ark. kronik rinosinüzit ve nazal polipoziste JAB1 iliĢkisini göstermek 

için yaptıkları çalıĢmada Nazal Polipozissiz (NP‟siz) hastalarda TGF-β1 ve JAB1 

düzeylerinde kontrol grubuna göre belirgin bir artıĢ, nazal polipozisli hastalarda ise 

kontrol grubuna göre anlamlı oranda bir azalma olduğunu görmüĢler. Nazal polipozis 

azalmıĢ JAB1 ve TGF-β ile karakterize olduğu kronik rinosinüzit (CRS) ile 

karĢılaĢtırıldığında ise JAB1 ve TGF-β1 düzeylerinde artma olduğu sonucuna varmıĢlar. 

NP ve CRS‟lerde JAB1 ve TGF-β1‟in salınımı arasında kuvvetli bir iliĢki olduğunu 

göstermiĢler. Her iki proteinin de vasküler endotel, epitel ve bazı inflamatuar hücrelerde 

lokalize olduğunu görmüĢler [101]. 

Kwok ve ark. 1998 de, Ferlich ve ark. ise 1999‟da JAB1/CSN5‟in diğer CSN alt 

ünitelerine benzemeyen Ģekilde CSN kompleksten bağımsız olarak da çalıĢabildiğini 

göstermiĢler. Aynı araĢtırmacılar, Arabidopsis ve Drosophila‟da CSN alt ünitelerinde 

meydana gelmiĢ mutasyonların bunların geliĢimlerinin durmalarına ya da ölümlerine 

neden olduğunu bildirmiĢlerdir [86, 89].  

SKP2 ile p27 arasında ters bir iliĢkisi olduğu adeneoid kistik karsinomlu 

hastalarda yapılan araĢtırmalar sonucu bulunmuĢtur. p27 salınımında istatistiksel olarak 

anlamlı bir düĢüĢ gözlenirken SKP2 miktarında artıĢ bulunsa da histolojik tümör 
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derecesi, lenf nodu metastazı ve SKP2 salınımın miktarı arasında bir korelasyon 

bulunmamıĢtır [102]. p27 ile SKP2 arasında karĢılaĢtırma yapılan bir baĢka çalıĢmada 

ise 43 mukoepidermoid karsinomlu hastalarda mikoskobik düzeyde SKP2 tümör çapı 

arasında kötü prognozla iliĢkili gözlemlenirken, p27 miktarıyla SKP2 salınım miktarı 

arasında ters bir iliĢki bulunmamıĢtır[103]. 

Bu çalıĢmaların yanısıra Hacettepe Üniversitesi‟nde 30 kiĢiden oluĢan tiroid 

papiller karsinomlu hastalarda JAB1, SKP2 ve p27 arasındaki iliĢkiyi gözlemlemek için 

immünohistokimyasal düzeyde yapılan araĢtırmada JAB1 ile p27 salınımları arasında 

anlamlı bir bulguya rastlanmazken, SKP2 ile p27 salınımları arasında anlamlı bir iliĢki 

bulunmuĢtur. Bunların yanısıra JAB1 ile tümör çapları arasında ve SKP2 salınım 

miktarının tümör multisentisitesi arasında istatistiksel olarak anlamlı bulgular 

bulunmuĢtur [22].  

Heterozigot farelerdeki proliferasyonda, JAB1-/- blastositler ve JAB1 +/- 

MEF‟ler belirgin defekt ve apoptozda önemli artıĢ göstermekte; JAB1-/- blastositler ve 

JAB1 +/- MEF‟ler ve JAB1 hasarlı hücrelerde görülen düĢük Rad51 proteinin 

seviyeleri, JAB1‟nın hücresel sağkalımda, spontan DNA hasarında ve HR‟ların DNA 

onarımında önemli bir rol oynamaktadır [54]. Tian ve ark. 2010 yılında yaptıkları bu 

çalıĢmada, JAB1‟nın fare embriyosunun erken dönem geliĢimi için önemli olduğunu 

gösterdiler. Bu çalıĢmaya göre, üreme hattındaki genlerin bozulmasıyla JAB1 

aktivitesinin durması, implantasyondan sonraki embriyonik geliĢimin sonlanmasına 

neden olmaktadır. Tomoda ve ark. 2004 yılındaki yapmıĢ olduğu çalıĢma da bu 

sonuçları desteklemektedir. Ayrıca CSN‟yi yıkıcı ve çeĢitli organizmalarda mutasyonel 

çalıĢmaların yapılması da destekler niteliktedir [104], 105, 106, 107, 108]. Arabidopsis 
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thaliana‟da, CSN‟nin çeĢitli alt ünitelerindeki mutasyonlar, embriyoda Ģiddetli geliĢim 

geriliğine ve bu aĢamadan sonrada ölümlere sebep olmaktadır [86]. Oron ve ark. 2007 

yılındaki yapmıĢ oldukları çalıĢmada, Drosophila melanogaster‟deki CSN‟nin kaybı 

hematopoez, aksonal guidans ve steroid hormon sinyalindeki defektleride içeren 

karmaĢık bir fenotiple sonuçlandığını gösterdiler [ 109 ]. Fizyon mayalarda, CSN 

kompleksin hücre siklus kontrolünde önemli olduğu gösterilmiĢtir [ 110 ]. Tüm bu 

çalıĢmalar bize göstermektedir ki JAB1‟nın eksikliği diğer organizmalarda olduğu gibi 

farelerde de geliĢme esnasında embriyonik ölümlere neden olur. Fakat bu embriyonik 

ölümün sebebinin JAB1‟nın eksikliğinden kaynaklandığı henüz ispatlanamamıĢtır. Ama 

Ģunuda biliyoruz ki JAB1 eksikliği olan farelerde DSB‟nin HR onarımında kullanılan 

Rad51‟in azalması embriyonik ölümlerin temel mekanizmalarından biridir [54]. 

Rad51‟in aĢırı ekspresyonu spontan rekombinant frekansını geniĢletebilir ve DSB 

indüklü kanser terapilerine karĢı korunmayı arttırabilir [111, 112].  

Tüm bu bulgular JAB1‟nın, hücre proliferasyonu, DNA onarımı ve hücresel 

sağkalım regülasyonundaki tüm mekanizmasının anlaĢılmasına katkıda bulunmaktadır. 

JAB1 eksikliği olan hücreler ve hayvan modelleri, JAB1‟nın p53 ve Rad51 gibi kanser 

hedef moleküllerinin regülasyonundaki rolü ve onların disregülasyonuna eĢlik eden 

anomaliler, JAB1‟nın insanlardaki kanser terapilerinin potansiyel hedefi olduğunu 

düĢündürmüĢtür [54]. 

ÇalıĢmamızın bulgular kısmındaki Tablo 3 incelendiğinde, görüldüğü üzere 

fertil bireylerin +2, ve +1 Ģiddetinde boyanan veya 0 Ģiddetinde yani boyanmayan sperm 

hücrelerinin shape factor [µm] leri arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 

bulunmazken JAB1 antikoru ile boyanma dereceleri arasında fark göze çarpmakta ya da 
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fertil birey ile infertil bireylerin hiç boyanmayan sperm hücresinin JAB1 pozitif / 

negatifli ile fark bulunmazken shape factor [µm] arasında çok ufakta olsa bir farklılık 

göze çarpmaktadır. Fakat bu istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Ama +3 Ģiddetinde 

JAB1 ile pozitif boyanan fertil birey ile +2 Ģiddetinde JAB1 ile pozitif boyanan sperm 

hücresi arasında anlamlı fark bulunmakta. Yani bir bireyin normal spermiyogram 

değerlerine sahip olsa ve WHO / Kruger Strick Kriterleri‟ne uygun morfolojiye sahip 

olsalar bile o sperm hücresi için kesin fertil ya da kesin inferil kapasitede olduğunu 

söylemenin doğru olmayacağı kanaatindeyiz. Bu ölçüm değerlerin yanı sıra sperm veya 

yumurta hücresinde ki yolakların daha iyi aydınlatılması ve daha hassas kriterler, 

ölçümler ve belirteçlerle rutin yapılan testler desteklenmeli. Bu Ģekilde hastalar hem 

daha az yıpranırlar ve zaman kaybetmiĢ olmazlar, hemde daha az maliyetli olacağı 

kanaatindeyiz. 

+3 Ģiddetinde boyanan sperm hücresinin shape factorü ile hiç boyanmayan fertil 

bireyin shape factorü arasında istatistiksel olarak anlamlılık görülmemektedir. Fakat 

bununla birlikte bir sperm hücresi gerek morfolojisi yönünden gerekse shape factor 

ölçüm ve hesaplamaları yönünden normal değerlere sahip olsa bile bu sperm JAB1 

antikoru ile pozitif boyanma derecesi ile infertilite derecesi arasında doğru bir orantı 

olduğu göze çarpmaktadır. Yani birey WHO veya Kruger Strick Kriterleri‟ne uygun 

sperm hücresine sahip olsa bile JAB1 antikorunun bulunma derecesine göre infertil 

olarak kabul edilebilir. Belki bu durumun terside söz konusu da olabilir. Bunun daha iyi 

aydınlatılması için ilerki yıllarda daha ayrıntılı ve farklı antikor ve proteinlerle birbirini 

destekleyici çalıĢmalar yapılması gerekmektedir. 
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Bütün bu ve buna benzer JAB1/CSN5 çalıĢmalarının yanı sıra insan veya diğer 

canlıların sperm hücrelerinde bu proteinin varlığı, var ise konuĢlandığı yerin ve 

fertiliteyle iliĢkisini belirten bir araĢtırma görülmemiĢtir. ÇalıĢmamızı özgün kılan bu 

yönünün sonucunda fertil bireylerin sperm hücrelerinde JAB1 proteini bulunmazken 

veya bazı sperm hücrelerinde sınırlı sayıda konuĢlandığı bulunurken, infertil bireylerin 

sperm hücrelerinin büyük bir kısmında JAB1 proteinin varlığı istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu gözlemlendi. Aynı bireylerin semenlerini kapasitasiyona tabi 

tuttuğumuzda fertil ve infertil sperm hücrelerinde JAB1 proteinin miktarı sıfırıncı saat 

ile birinci saat arasında çok fazla anlamlı fark olmamakla beraber sıfırıncı saat ile 

dördüncü saat arasında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görülmektedir. Bunun yanı 

sıra morfolojisi bozuk sperm hücrelerinde JAB1 proteininin daha yoğun bir Ģekilde 

bulunduğu gözlemlendi. ÇalıĢmamızda da bir bireyin normal spermiyogram değerlerine 

ve WHO/kruger strick kriterlerine uygun morfolojiye sahip olsalar bile o sperm hücresi 

için kesin fertil ya da inferil yeteneğinde olduğunu söylemenin doğru olmayacağı 

kanaatindeyiz. Bu ölçüm değerlerin yanı sıra sperm veya yumurta hücresinde ki 

yolakların daha iyi aydınlatılması ve daha hassas kriterler, ölçümler ve belirteçlerle 

rutin yapılan testler desteklenmelidir. Bu Ģekilde hastalar hem daha az yıpranır ve 

zaman kaybetmiĢ olmazlar, hemde daha az maliyetli ve ileriki yıllarda ICSI ve IVF gibi 

iĢlemlerde veya bu sahalardaki çalıĢmalarda bizlere önemli ıĢık tutacağı kanaatindeyiz. 

Sonuç olarak bireyler WHO veya Kruger strick kriterlerine uygun sperm 

hücresine sahip olsa bile JAB1 ve benzeri antikorların bulunma derecesine göre infertil 

olarak kabul edilebir. Belki bu durumun terside söz konusu da olabilir. Bunun daha iyi 

aydınlatılması için ilerki yıllarda daha ayrıntılı ve farklı antikor ve proteinlerle birbirini 

destekleyici çalıĢmalar yapılması gerekmektedir.  
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