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permiyogenezis süresince, protamin proteinleri
spermatid kromatin kondensasyonunda önemli rol

oynarlar [1]. Paternal genomun tafl›nmas›nda rol alan
sperm için kromatin kondensasyonu ciddi bir önem ta-
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Özet
Amaç: Sperm kromatin kondensasyonu spermiogenesis süresince paternal histonlar›n protaminlerle de¤iflimi ile sonuçlanan ve erkek genomu-
nun sa¤l›kl› tafl›nabilir hale gelmesinde önem kazanmaktad›r. Bu çal›flmada sperm morfolojisininin normal veya teratospermik s›n›rlarda oldu-
¤u durumlarda ve astenospermide oraya ç›kan kromatin bozukluklar›n›n histokimyasal ve ultrastrüktürel olarak incelenmesi amaçlanm›flt›r. 

Yöntem: Çal›flmam›zda sperm morfolojisi ve motilitesi göz önünde bulundurularak, intrastoplazmik sperm enjeksiyonu uygulanan 29 -55
aras›nda yafl da¤›l›m› gösteren 60 olgu normospermik, oligoastenospermik ve teratospermik olarak üç guruba ayr›ld›. Bu çal›flmada asidik
anilin mavisi ve toluidin mavisi boyalar› kullan›larak lizinden zengin olan histonlar›n ve argininden zengin olan protaminlerin boyanma e¤i-
limleri ve ultrastrukturel analizler göz önünde bulundurularak sperm kromatin kondensasyon derecesi incelendi. 

Bulgular: Anilin mavisi (AB) ve toluidin (TB) mavisi boyalar› ile yap›lan ›fl›k mikroskopi çal›flmalar›nda, sperm bafl yap›s›ndaki anomalilerin,
kondensasyon defektlerinin ve DNA hasarlar›n›n oranlar›n›n teratozoospermi (≤% 4 normal morfoloji), astenozoospermi (<% 50 motilite) ol-
gular›nda, normozoospermi (>%14 nomal morfoloji ) olgular›na oranla daha fazla oldu¤unu belirledik Sperm bafl morfolojisi ile AB ve TB
pozitifli¤i aras›nda negatif bir korelasyon bulundu (p=0.01 ve p=0.01). Ultrastrüktürel analiz sonucu; akrozomal anomaliler, kromatin kon-
densasyon bozukluklar› ve apoptotik de¤iflimler olarak özetlenebilecek üç farkl› ultramorfolojik de¤iflim gözlendi. 

Sonuç: Bu çal›flmada tüm gruplarda asidik anilin mavisi ve toluidin mavisi pozitifli¤inin sperm morfolojisi ile negatif korelasyon gösterdi¤i
bulunmufltur (p= 0.01 ve p=0.01). Ultrastrüktürel düzeyde teratospermik ve astenospermik olgularda kondensasyon kusurlar›n›n yan›nda ak-
rozomal anomaliler ve apoptotik de¤iflimler dikkati çekmektedir. 

Anahtar kelimeler: Spermatozoa, kromatin morfolojik anormallikler, elektron mikroskobu, erkek infertilitesi
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The correlation between sperm morphology and chromatin condensation defects
Abstract

Objectives: Chromatin condensation is vital for the function of sperm which is the motile carrier of paternal genome and sperm genome
quality has been emphasized for several years as playing a major role in early embryogenesis. The purpose of this study was to determine
the relation of sperm morphology and motility with chromatin condensation. 

Methods: In this study, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) program of 60 patients were divided into three groups according to sperm mor-
phology and motility (teratospermic, asthenospermic and normospermic). Acidic aniline blue and toluidine blue staining were used for chro-
matin condensation and abnormal packaging and Transmission EM for ultrastructural level of chromatin and nuclear or acrosomal structures. 

Results: In this study chromatin packaging was significantly correlated with normal sperm morphology namely for toluidine blue and ani-
line blue, respectively (p=0.01 and (p= 0.01). Electron microscopic examinations revealed that acrosomal abnormalities, apoptotic changes
and condensation defects are important parameters for teratozoospermic and asthenospermic patients. 

Conclusion: Sperm nuclear staining with acidic aniline blue and toluidine blue and ultrastrucural analysis are important parameters for infer-
tility investigation (p=0.01 and (p= 0.01). In the teratospermic and asthenospermic subjects, there are acrosomal anomalies and apoptotic
changes besides condensation deformities at ultrastructurel level.

Key words: Spermatozoa, chromatin, morphological abnormalities, electron microscopy, male infertility
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fl›maktad›r [1]. Spermiyogenezis boyunca, spermatid
kromatini gerçek kompaksiyon sürecine girer [2]. His-
tonlar ile protaminlerin yer de¤ifltirmesi sayesinde kro-
matin kondensasyonu gerçekleflir [3]. Sperm kromatin
yo¤unlaflmas›, spermatogonyumdan matür sperm olufl-
mas›na kadar geçen sürede proliferasyon ve hücre fark-
l›laflmalar›n›n oldu¤u kompleks ve dinamik bir süreçte
meydana gelmektedir [4]. 

Spermatogenezin son aflamas›nda somatik nukleop-
roteinler yüksek oranda arginin ve sistein içerirler. Sis-
tein molekülleri disülfit ba¤lar› ile birleflerek mekanik
ve kimyasal bir stabilite sa¤lamaktad›rlar. Pozitif yüklü
protamin ve negatif yüklü DNA iskeleti aras›nda, mole-
küller aras› kuvvetli etkileflim DNA’n›n bazik karakterli
protamin ba¤lanmas›n› kolaylaflt›rarak kromatin yo¤un-
laflmas›na sebep olmaktad›r [5]. 

Normal kromatin kondensasyonunun olmamas›
spermlerde geliflim anomalilerinin bir sonucu olarak or-
taya ç›kmaktad›r. Sperm kromatini çeflitli testler ile in-
celenmektedir. Bunlardan biri anilin mavisi boyas›, di-
¤eri toluidin mavisi boyas›d›r. Nukleusun anilin mavisi
ile boyanmas› ve toluidin mavisi ile koyu mavi veya
violet boyanmas› spermin kromatin kondensasyonunda
hatalar oldu¤unun belirtisidir. Sperm kromatin konden-
sasyonuna iliflkin çal›flmalarda araflt›r›c›lar sperm kro-
matin strüktürü ile fertilite aras›nda yak›n iliflki bulmufl-
lard›r ayr›ca anormal DNA'larin sperm bafl morfolojisi-
ni de de¤istirdi¤i gösterilmifltir [6].

Sperm morfolojisi, konsantrasyonu ve motilitesinden
oluflan en önemli üç parametreden morfolojik de¤erlen-
dirme, in vivo dölleme kapasitesinin en iyi göstergele-
rinden biri olarak görülmektedir [7].

Detayl› ve etrafl› bir sperm analizi, infertil çifte yak-
lafl›mda ilk yap›lmas› gerekenlerden biridir. Semenin
kalitesi, klasik olarak spermlerin ejakülat içerisindeki
say›s›, motilitesi ve morfolojisine bak›larak de¤erlendi-
rilir [5]. Bu parametreler içerisinde sperm morfolojisi,
bir erke¤in dölleyebilme potansiyelini en iyi biçimde
gösterenidir [7].

Konvansiyonel semen analizi infertil erkeklerin
sperm nükleuslar›nda daha yüksek oranda gevflek pa-
ketlenmifl kromatin ve hasarl› DNA bulundu¤unu gös-
termifltir [8].

Ifl›k mikroskopisi ile yap›lan incelemeler ancak s›n›r-
l› bilgi vermektedir. Elektron mikroskopi çal›flmalar›yla
ise, hiç flüphe edilmeyen ultrastrüktürel anomaliler bile
ortaya ç›kar›labilmektedir. Elektron mikroskopisi ile si-
tolojik detaylar daha iyi incelenebilmektedir. Transmis-
yon elektron mikroskopla yap›lan sperm incelemeleri
sayesinde subfertiliteye yol açan durumlar daha net or-
taya konabilir ve fertilizasyon potansiyelleri ile ilgili da-
ha net bilgiler elde edilebilir [9].

Bizde bu yönden hareket ederek ›fl›k mikroskobik
çal›flmalar›n, ultrastrüktürel çal›flmalarla desteklenmesi
ile sperm morfolojisi ve kromatin kondensasyon defekt-
leri aras›ndaki iliflkiyi normospermik, astenospermik ve
teratospermik olgularda araflt›rd›k.

Gereç ve Yöntem
Çal›flmam›zda Cerrahpafla T›p Fakültesi Kad›n Has-

tal›klar› ve Do¤um Anabilim Dal›, Tüp Bebek Ünitesine
çeflitli infertilite nedenleriyle baflvuruda bulunan terato-
zoospermik, astenozoospermik ve normozoospermik
vakalar›n semen örnekleri kullan›ld›. Kruger kriterlerine
göre normal morfolojisi ≤%4 olanlar teratozoospermi,
normal morfolojisi >%14 olanlar ise normozoospermi,
WHO kriterlerine göre motilitesi %50’nin alt›nda olan
olgularda astenozoospermi olarak grupland›. Toplam
85 olgu (median yafl, 38; da¤›l›m aral›¤›: 29-55) (nor-
mospermik 30, astenospermik 25 ve teratospermik 30
olgu) takip edildi. Olgular›n tümünü infertilite nedeniy-
le ICSI (intrastoplazmik sperm injeksiyonu) uygulanan
çiftler oluflturdu. Sperm kromatin kondensasyonunun
de¤erlendirilmesi için her olgudan 2’fler preparat haz›r-
land›. Preperatlardan biri asidik anilin mavisi boyas›nda
di¤eride metakromatik özellik gösteren toluidin mavisi
boyas›nda bekletilerek boyama yap›ld›. Kondensasyonu
yeterince gerçekleflemeyen spermlerde, histon/prota-
min de¤iflimindeki yetersizlik nedeniyle uygulad›g›m›z
anilin mavisi boyas› ile histonlar pozitif reaksiyon vere-
rek nükleus koyu mavi boyand›. Metakromatik özellik
gösteren toluidin mavisi boyas› sayesinde anormal kro-
matin kondensasyonu gösteren spermler koyu mavi ve-
ya mor renkte boyan›rken, normal kromatin kondensas-
yonu gösteren spermler yeflil veya aç›k mavi renkte bo-
yand›. Koyu mavi veya mor renkteki spermler pozitif ka-
bul edilerek her preparat için 100 spermdeki pozitif
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sperm oran› hesapland›. Nikon Diaphot ›fl›k mikrosko-
bu ile incelendi ve dijital fotograflar› al›nd›. Ultrastruk-
turel tetkikler içinde hastalar›n haz›rlanm›fl sperm ör-
nekleri %4’lük gluteraldehit ile (5saat-30gün) fikse edil-
dikten sonra Milloning fosfat tamponunda 1 saat y›ka-
nan spermler daha sonrada Milloning tamponu ile tam-
ponlanm›fl Ph’› 7,2 olan %1 osmium tetroksit ile 1 saat
ikincil olarak fikse edildi. Dehidratasyonu takiben ör-
nekler araldite gömüldü. Reihard ultramikrotomu ile

500 Å kal›nl›¤›nda kesitler al›nd› ve uranil asetat-kurflun
sitrat boyas› ile kontrast elde edildi. Zeiss EM 10 elek-
tron mikroskobu ile incelendi ve foto¤rafland›.

Bulgular
Yapt›¤›m›z çal›flmada anormal morfolojideki sperm-

lerin, anilin mavisi ve toluidin mavisi ile boyanma mik-

tar›, normal morfolojideki spermlerin boyanma mikta-

fiekil 1. Anilin mavisi uygulanan teratozoospermik olgu. fiekil 2. Anilin mavisi uygulanan normozoospermik olgu.

fiekil 3. Toluidin mavisi uygulanan teratozoospermik olgu. fiekil 4. Toluidin mavisi uygulanan normozoospermik olgu.



r›ndan oldukça fazlayd› (fiekil 1-4). Buna paralel olarak
anormal morfolojili spermin daha fazla say›da bulundu-
¤u teratozoospermi olgulardaki boyanma yüzde oran›,
normozoospermi olgulara oranla fazla bulundu (Tablo
1). Anilin mavisi ve toluidin mavisi boyalar› ile yap›lan
›fl›k mikroskopi çal›flmalar›nda, sperm bafl yap›s›ndaki
anomalilerin, kondensasyon defektlerinin ve DNA ha-
sarlar›n›n oranlar›n› teratozoospermi (72.45±11.427,
72.35±10.05), astenozoospermi (62.60±17.31, 63.60
±14.91) vakalarda ve normozoospermik (28.60±19.67,

28,6500±17.40) vakalara oranla daha fazla oldu¤unu
belirledik (Tablo 1). Tüm olgulardaki sperm morfolojisi
ve kondensasyon defektleri göstergesi olan boyamalar-
dan elde etti¤imiz sonuçlar aras›ndaki korelasyonuda
di¤er sonuçlara paralel bir flekilde P=0.01 düzeyinde
ileri derecede anlaml› negatif korelasyon olarak sapta-
d›k (fiekil 5). Ayr›ca sperm kondensasyonu ve DNA ha-
sar› konusunda bilgi veren Anilin mavisi ve Toluidin
mavisi boyama sonuçlar› aras›ndaki ilflkiyi araflt›rd›¤›-
m›zda P=0.01 düzeyinde ileri derecede anlaml› pozitif
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Tablo 1. Boyanma oranlar›na göre gruplar›n de¤erleri.

N Minimum Maksimum Ortalama Standart sapma

Teratozoosperm

Anilin mavisi 20 50 90 72.45 11.43

Toluidin mavisi 20 58 90 72.35 10.05

Astenozoosperm

Anilin mavisi 20 37 90 62.60 17.31

Toluidin mavisi 20 36 84 63.60 14.91

Normozoosperm

Anilin mavisi 20 7 98 28.60 19.68

Toluidin mavisi 20 13 95 28.65 17.40
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fiekil 5. Anilin mavisi (panel A, pearson katsay›s› -0.875, p= 0.01, N= 60) ve toluidin mavisi (panel
B, Pearson katsay›s› -0.852, p= 0.01, N= 60) ile boyanan sperm yüzdeleri ile normal morfoloji
aras›nda ileri derecede anlaml› negatif korellasyon gösterilmektedir.



korelasyon olarak saptad›k (Tablo 4, fiekil 6). Gruplar›-

m›z› anilin mavisi ve toluidin mavisi ortalama boyanma

oranlar›na göre k›yaslad›¤›m›zda teratozoospermi ve as-

tenozoospermi ile normozospermi gruplar› aras›nda

p<0.001 düzeyinde ileri derecede anlaml› fark saptand›

(fiekil 6). Transmisyon elektron mikroskop ile yap›lan

incelemelerde normospermik olgularda normal nüve

kondensasyonu ve normal akrozomal yap› gösteren

spermlere s›kl›kla rastland› (fiekil 7). Teratospermik

olgularda ise amorf, uzam›fl, immatür formlar ve akro-

zom defektlerine,kromatin kondensasyon anomalileri-

ne, vakoullere ve apoptotik spermatozoonlara s›kça

rastlan›ld› (fiekil 8-13).

Tart›flma
Yap›lan birçok çal›flmada infertil erkeklerin sperm nük-
leuslar›nda gevflek paketlenmifl kromatin ve hasarl›
DNA izlenmektedir. Bizde çal›flmam›zda infertil vaka-
larda gevflek paketlenmifl kromatin ve apoptotik özellik-
ler gösteren spermlere s›kl›kla rastlad›k. Kromatin ano-
malili spermin s›k s›k anormal bafl flekline, azalm›fl fer-
tilizasyon potansiyeline veya ilk trimester düflüklerine
neden oldu¤u desteklenmektedir [10]. Nüklear defekt-
ler, spermin nükleusunun genifllemesi ve DNA dekon-
densasyonu s›ras›nda ooplazmaya salg›lanan baz› fak-
törlerin yoklu¤u ile iliflkili bulunmufltur. Bu faktörlerin
eksikli¤inde, spermatozoa ile birleflmesine ra¤men
ovum geliflimini sürdürememektedir [11]. Tek iplikli
DNA, DNA k›r›klar›, anormal histon protamin geçiflleri
veya apoptotik de¤ifliklikler, baflar›s›z kondensasyon,
immatürite ve intranüklear lakunalar fleklinde ultras-
trukturel olarak gösterilmektedir. Nüvede büyük laku-
nar defektler (2-3 μm), bunlar kompakt kromatinin bu-
lunaca¤› yerlerde, granülofibrilar veya nükleusun %20-
50‘sini kapsayabilecek flekilde ki bofl alanlar›n bulun-
mas› ile oluflmaktad›r. Bu defektlerin s›k s›k granüler im-
matüritesi bulunan spermlerde ortaya ç›kt›¤› ifade edil-
mifltir [12]. Nüklear vakuollerin; seminal infeksiyon, va-
rikosel, atefl, testiküler tümörler, inflamatuar ba¤›rsak
hastal›klar›nda gözlendi¤i bilinmektedir [13]. Teratozo-
ospermik vakalarda yüksek oranda aneüploidi ve kro-
mozomal struktürel aberasyonlar görülmektedir, fakat
kromatin matürasyon ve kompleksi yönündeki farkl›l›k-
larla iliflkili net bir bilgi bulunamam›flt›r [14]. 

Morfolojisi bozuk spermlerin ICSI ile membran yap›-
lar› by-pass edildi¤inde normal fertilizasyon yapabilse-
ler bile genetik aberasyonlara ba¤l› metabolik hata ne-
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fiekil 7. Normal kromatin kondensasyonu ve akrozom yap›s› (ok iflaretli) (x 8000).

100

80

60

40

20

0
0 20 40 60 80 100

AB

A
ni

lin
 m

av
is

iy
le

 b
oy

an
m

a 
%

’s
i

Toluidin mavisiyle boyanma %’si

fiekil 6. Anilin ve toluidin mavileri ile boyanan spermler
aras›nda kolelasyon Pearson kat say›s› 0.937, p= 0.01, N= 60.



ticesi fonksiyonel normal bir embriyo oluflturamayacak-
lar› anlafl›lmaktad›r [10]. Zaten, sperm morfolojisinin
kesin kriterler ile de¤erlendirilmesinin fertilizasyon flan-
s›n› tahmin etmede son derece önemli oldu¤u ve fertili-
zasyon ile anlaml› bir pozitif korelasyon gösterdi¤i çok
say›da çal›flmada vurgulanm›flt›r [15,16]. Sperm morfo-
loji bozuklu¤u ne derece fliddetli ise, fertilizasyon oran-
lar› da o derece azalmaktad›r.
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fiekil 8. Nüklear k›s›mda büyük vakuollü (V iflaretli) ve stoplazmik dropletli (ok iflaretli)
spermatozoon (x 25000).

fiekil 9. Kromatin kondensasyonu normal olan sperm ile kü-
çük akrozomlu (ok iflaretli) granüler kromatinli (GK iflaretli)
sperm bir arada (x16000).

fiekil 10. Akrozomal irregülasyon (ok iflaretli) ve akrozomal
inklüzyonlar (y›ld›z iflaretli) ve kromatinde laküner defektli
spermatozoon (x16000).



Sperme ait di¤er defektlerden biri de sperm akrozo-

muna ait yap›sal defektlerdir. Akrozoma ait yap›sal de-

fektler genellikle, düzensizlik, yo¤unluk azalmas›, hi-

poplazi, lakünasyon, nüveden ayr›lma ve akrozom ol-

may›fl› (agenesis) fleklindeydi [6]. Akrozomu olmayan

spermatozoalar, fertil olgular›n semenlerinde %0.5 ola-

rak çok az miktarda bulunurlar. ‹nfertil olgularda ise bu

oran %2-3 kadar artmaktad›r [17]. 

Biz de çal›flmam›zda akrozomsuz spermlere teratos-
permik olgularda, normal olgulara göre daha s›kl›kla
rastlad›k. Yap›lan çal›flmalarda da akrozomun komple
yoklu¤unun nükleer yap›y› de¤ifltirerek yuvarlak bafll›
sperm morfolojisine yol açt›¤› gösterilmifltir [16]. Ancak
oval ve amorf bafllarda ise daha az s›kl›kla rastlanmak-
tad›r. Akrozomsuz spermatozoa ile ilgili birçok yay›n-
larda; histon protamin de¤iflimindeki bozukluktan mey-
dana gelen kromatin kondensasyon eksikl¤i ve DNA
fragmantasyon art›fl› bildirilmektedir [17]. Biz de çal›fl-
mam›zda akrozomsuz sperm nüvelerinde kromatin
kondensasyonu eksikli¤i gözledik. 

Akrozomal hipoplazi ciddi teratozoospermi vakala-
r›nda araflt›r›lmas› gerekti¤i ve ayr›nt›l› araflt›rmas›n›n da
ancak elektron mikroskobu ile mümkün olabilece¤i bil-
dirilmifltir [14]. Araflt›r›c›lar akrozomda krater defekti ve
akrozomal inklüzyonlar›n nadir görülen akrozomal de-
fektler oldu¤unu desteklemifllerdir [14]. Bunlar›n Golgi
art›klar›ndan kökenlendikleri düflünülmektedir. Bizim
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fiekil 11. Apoptotik spematozoon (x25000).

fiekil 12. ‹mmatür spermde gevflek kromatin ve küçük akro-
zom yap›s› (x6300).

fiekil 13. Kromatin kondensasyonu anormal, granüler kroma-
tinli nüve (GK iflaretli) yap›s›na sahip yuvarlak spermatozoon
(x 16000).
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çal›flmam›zda akrozomal inklüzyonlar›n nadir olarak
rastlad›k, fakat krater defektlerine rastlan›lmad›. 

‹nsan spermatozoalar›n›n fertilizasyon potansiyelle-
rinin en iyi göstergelerinden biri sperm morfolojisidir.
Sperm morfolojisinin de¤erlendirilmesindeki problem
ise spermlerin pleimorfik olmalar›d›r. Ifl›k mikroskopisi
ile yap›lan incelemeleri ancak s›n›rl› bilgi vermektedir.
Elektron mikroskopi çal›flmalar›yla ise, hiç flüphe edil-
meyen ultrastrüktürel anomaliler bile ortaya ç›kar›labil-
mektedir

Elektron mikroskopisi ile sitolojik detaylar daha iyi
incelenebilmektedir. Erke¤e ait fertilite problemlerinde
kullan›lmas› gereken ideal metod da bu olmal›d›r [17].
Transmisyon elektron mikroskopla yap›lan sperm ince-
lemeleri sayesinde subfertiliteye yol açan durumlar da-
ha net ortaya konabilir ve fertilizasyon potansiyelleri ile
ilgili daha net bilgiler elde edilebilir.

Bulgular›m›z bize sperm bafl yap›s› ile ilgili yap›lan
›fl›k mikroskobik çal›flmalar›n akrozom ve nüve defekt-
leri yönünden ultrastrukturel çal›flmalarla desteklenme-
si ile yard›mla üreme tekniklerinde spermden kaynakla-
nan baflar›s›zl›klarda daha net bilgilere sahip olabilece-
¤imizi düflündürmektedir.
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