Cerrahpasa Tip Dergisi 2008; 39(4): 128-135 ARAsTlRMA

ISSN: 1300-5227

Sperm Morfolojisi ve Kromatin Kondensasyon Defektleri
Arasindaki Korelasyon

Sevilay Erimsah', ismail Seckin', Seyfettin Uludag®, Tiilay irez’

'istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakaiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, istanbul
*istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakdiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, istanbul

Ozet

Amag: Sperm kromatin kondensasyonu spermiogenesis stiresince paternal histonlarin protaminlerle degisimi ile sonuclanan ve erkek genomu-
nun saglikl tasinabilir hale gelmesinde 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada sperm morfolojisininin normal veya teratospermik sinirlarda oldu-
gu durumlarda ve astenospermide oraya ¢ikan kromatin bozukluklarinin histokimyasal ve ultrastriiktiirel olarak incelenmesi amaglanmusgtir.

Yontem: Calismamizda sperm morfolojisi ve motilitesi goz 6ntinde bulundurularak, intrastoplazmik sperm enjeksiyonu uygulanan 29 -55
arasinda yas dagilimi gosteren 60 olgu normospermik, oligoastenospermik ve teratospermik olarak ti¢ guruba ayrildi. Bu ¢alismada asidik
anilin mavisi ve toluidin mavisi boyalari kullanilarak lizinden zengin olan histonlarin ve argininden zengin olan protaminlerin boyanma egi-
limleri ve ultrastrukturel analizler goz éntinde bulundurularak sperm kromatin kondensasyon derecesi incelendi.

Bulgular: Anilin mavisi (AB) ve toluidin (TB) mavisi boyalari ile yapilan isik mikroskopi calismalarinda, sperm bas yapisindaki anomalilerin,
kondensasyon defektlerinin ve DNA hasarlarinin oranlarinin teratozoospermi (<% 4 normal morfoloji), astenozoospermi (<% 50 motilite) ol-
gularinda, normozoospermi (>%14 nomal morfoloji ) olgularina oranla daha fazla oldugunu belirledik Sperm bas morfolojisi ile AB ve TB
pozitifligi arasinda negatif bir korelasyon bulundu (p=0.01 ve p=0.01). Ultrastriikttirel analiz sonucu; akrozomal anomaliler, kromatin kon-
densasyon bozukluklari ve apoptotik degisimler olarak 6zetlenebilecek ti¢ farkli ultramorfolojik degisim gozlendi.

Sonugc: Bu calismada ttim gruplarda asidik anilin mavisi ve toluidin mavisi pozitifliginin sperm morfolojisi ile negatif korelasyon gosterdigi
bulunmustur (p= 0.01 ve p=0.01). Ultrastriikttirel diizeyde teratospermik ve astenospermik olgularda kondensasyon kusurlarinin yaninda ak-
rozomal anomaliler ve apoptotik degisimler dikkati cekmektedir.

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.
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simaktadir [1]. Spermiyogenezis boyunca, spermatid
kromatini gercek kompaksiyon stirecine girer [2]. His-
tonlar ile protaminlerin yer degistirmesi sayesinde kro-
matin kondensasyonu gergeklesir [3]. Sperm kromatin
yogunlasmasi, spermatogonyumdan matir sperm olus-
masina kadar gecen siirede proliferasyon ve hiicre fark-
lilasmalarinin oldugu kompleks ve dinamik bir stirecte
meydana gelmektedir [4].

Spermatogenezin son asamasinda somatik nukleop-
roteinler yiiksek oranda arginin ve sistein icerirler. Sis-
tein molekulleri disulfit baglar ile birleserek mekanik
ve kimyasal bir stabilite saglamaktadirlar. Pozitif yukli
protamin ve negatif yikli DNA iskeleti arasinda, mole-
kaller arasi kuvvetli etkilesim DNA'nin bazik karakterli
protamin baglanmasini kolaylastirarak kromatin yogun-
lagsmasina sebep olmaktadir [5].

Normal kromatin kondensasyonunun olmamasi
spermlerde gelisim anomalilerinin bir sonucu olarak or-
taya ¢tkmaktadir. Sperm kromatini gesitli testler ile in-
celenmektedir. Bunlardan biri anilin mavisi boyasi, di-
geri toluidin mavisi boyasidir. Nukleusun anilin mavisi
ile boyanmasi ve toluidin mavisi ile koyu mavi veya
violet boyanmasi spermin kromatin kondensasyonunda
hatalar oldugunun belirtisidir. Sperm kromatin konden-
sasyonuna iliskin calismalarda arastiricilar sperm kro-
matin straktira ile fertilite arasinda yakin iliski bulmus-
lardir ayrica anormal DNA'larin sperm bas morfolojisi-
ni de degistirdigi gosterilmistir [6].

Sperm morfolojisi, konsantrasyonu ve motilitesinden
olusan en 6nemli ti¢ parametreden morfolojik degerlen-
dirme, in vivo dolleme kapasitesinin en iyi gostergele-
rinden biri olarak gorilmektedir [7].

Detayli ve etrafli bir sperm analizi, infertil ¢ifte yak-
lasimda ilk yapilmasi gerekenlerden biridir. Semenin
kalitesi, klasik olarak spermlerin ejakiilat icerisindeki
sayisi, motilitesi ve morfolojisine bakilarak degerlendi-
rilir [5]. Bu parametreler icerisinde sperm morfolojisi,
bir erkegin dolleyebilme potansiyelini en iyi bicimde
gosterenidir [7].

Konvansiyonel semen analizi infertil erkeklerin
sperm nukleuslarinda daha yiksek oranda gevsek pa-
ketlenmis kromatin ve hasarli DNA bulundugunu gos-
termistir [8].
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Isik mikroskopisi ile yapilan incelemeler ancak sinir-
li bilgi vermektedir. Elektron mikroskopi calismalariyla
ise, hig stiphe edilmeyen ultrastriiktiirel anomaliler bile
ortaya cikarilabilmektedir. Elektron mikroskopisi ile si-
tolojik detaylar daha iyi incelenebilmektedir. Transmis-
yon elektron mikroskopla yapilan sperm incelemeleri
sayesinde subfertiliteye yol acan durumlar daha net or-
taya konabilir ve fertilizasyon potansiyelleri ile ilgili da-
ha net bilgiler elde edilebilir [9].

Bizde bu yonden hareket ederek 1sik mikroskobik
calismalarin, ultrastriktirel calismalarla desteklenmesi
ile sperm morfolojisi ve kromatin kondensasyon defekt-
leri arasindaki iliskiyi normospermik, astenospermik ve
teratospermik olgularda aragtirdik.

Gerec ve Yontem

Calismamizda Cerrahpasa Tip Fakultesi Kadin Has-
taliklari ve Dogum Anabilim Dali, Tiip Bebek Unitesine
cesitli infertilite nedenleriyle basvuruda bulunan terato-
zoospermik, astenozoospermik ve normozoospermik
vakalarin semen 6rnekleri kullanildi. Kruger kriterlerine
gore normal morfolojisi <%4 olanlar teratozoospermi,
normal morfolojisi >%14 olanlar ise normozoospermi,
WHO kriterlerine gore motilitesi %50’nin altinda olan
olgularda astenozoospermi olarak gruplandi. Toplam
85 olgu (median yas, 38; dagilim araligi: 29-55) (nor-
mospermik 30, astenospermik 25 ve teratospermik 30
olgu) takip edildi. Olgularin timinu infertilite nedeniy-
le ICSI (intrastoplazmik sperm injeksiyonu) uygulanan
ciftler olusturdu. Sperm kromatin kondensasyonunun
degerlendirilmesi icin her olgudan 2’ser preparat hazir-
landi. Preperatlardan biri asidik anilin mavisi boyasinda
digeride metakromatik 6zellik gosteren toluidin mavisi
boyasinda bekletilerek boyama yapildi. Kondensasyonu
yeterince gerceklesemeyen spermlerde, histon/prota-
min degisimindeki yetersizlik nedeniyle uyguladigimiz
anilin mavisi boyasi ile histonlar pozitif reaksiyon vere-
rek niikleus koyu mavi boyandi. Metakromatik 6zellik
gosteren toluidin mavisi boyasi sayesinde anormal kro-
matin kondensasyonu gosteren spermler koyu mavi ve-
ya mor renkte boyanirken, normal kromatin kondensas-
yonu gosteren spermler yesil veya acik mavi renkte bo-
yandi. Koyu mavi veya mor renkteki spermler pozitif ka-
bul edilerek her preparat icin 100 spermdeki pozitif
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sperm orani hesaplandi. Nikon Diaphot isik mikrosko-
bu ile incelendi ve dijital fotograflari alindi. Ultrastruk-
turel tetkikler icinde hastalarin hazirlanmis sperm o6r-
nekleri %4’lik gluteraldehit ile (5saat-30gtin) fikse edil-
dikten sonra Milloning fosfat tamponunda 1 saat yika-
nan spermler daha sonrada Milloning tamponu ile tam-
ponlanmis Ph'1 7,2 olan %1 osmium tetroksit ile 1 saat
ikincil olarak fikse edildi. Dehidratasyonu takiben or-
nekler araldite gomuldi. Reihard ultramikrotomu ile

500 A kalinhginda kesitler alindi ve uranil asetat-kursun
sitrat boyasi ile kontrast elde edildi. Zeiss EM 10 elek-
tron mikroskobu ile incelendi ve fotograflandi.

Bulgular

Yaptigimiz calismada anormal morfolojideki sperm-
lerin, anilin mavisi ve toluidin mavisi ile boyanma mik-
tar;, normal morfolojideki spermlerin boyanma mikta-

Sekil 1. Anilin mavisi uygulanan teratozoospermik olgu.

Sekil 3. Toluidin mavisi uygulanan teratozoospermik olgu.
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Sekil 2. Anilin mavisi uygulanan normozoospermik olgu.
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Sekil 4. Toluidin mavisi uygulanan normozoospermik olgu.
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rindan oldukga fazlaydi (Sekil 1-4). Buna paralel olarak
anormal morfolojili spermin daha fazla sayida bulundu-
gu teratozoospermi olgulardaki boyanma yiizde orani,
normozoospermi olgulara oranla fazla bulundu (Tablo
1). Anilin mavisi ve toluidin mavisi boyalari ile yapilan
1stk mikroskopi calismalarinda, sperm bas yapisindaki
anomalilerin, kondensasyon defektlerinin ve DNA ha-
sarlarinin oranlarini teratozoospermi (72.45x11.427,
72.35£10.05), astenozoospermi (62.60+17.31, 63.60
+14.91) vakalarda ve normozoospermik (28.60+19.67,
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28,6500+17.40) vakalara oranla daha fazla oldugunu
belirledik (Tablo 1). Tum olgulardaki sperm morfolojisi
ve kondensasyon defektleri gostergesi olan boyamalar-
dan elde ettigimiz sonuclar arasindaki korelasyonuda
diger sonuclara paralel bir sekilde P=0.01 diizeyinde
ileri derecede anlamli negatif korelasyon olarak sapta-
dik (Sekil 5). Ayrica sperm kondensasyonu ve DNA ha-
sari konusunda bilgi veren Anilin mavisi ve Toluidin
mavisi boyama sonuclari arasindaki ilskiyi arastirdigi-
mizda P=0.01 diizeyinde ileri derecede anlamli pozitif

Tablo 1. Boyanma oranlarina gore gruplarin degerleri.

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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Sekil 5. Anilin mavisi (panel A, pearson katsayisi -0.875, p= 0.01, N= 60) ve toluidin mavisi (panel

B, Pearson katsayisi -0.852, p= 0.01, N= 60) ile boyanan sperm yiizdeleri ile normal morfoloji

arasinda ileri derecede anlamli negatif korellasyon gosterilmektedir.
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Sekil 6. Anilin ve toluidin mavileri ile boyanan spermler
arasinda kolelasyon Pearson kat sayisi 0.937, p= 0.01, N= 60.

korelasyon olarak saptadik (Tablo 4, Sekil 6). Gruplari-
mizi anilin mavisi ve toluidin mavisi ortalama boyanma
oranlarina gore kiyasladigimizda teratozoospermi ve as-
tenozoospermi ile normozospermi gruplari arasinda
p<0.001 dizeyinde ileri derecede anlamli fark saptandi
(Sekil 6). Transmisyon elektron mikroskop ile yapilan
incelemelerde normospermik olgularda normal nive
kondensasyonu ve normal akrozomal yapi gosteren
spermlere siklikla rastlandi (Sekil 7). Teratospermik
olgularda ise amorf, uzamis, immattir formlar ve akro-
zom defektlerine, kromatin kondensasyon anomalileri-
ne, vakoullere ve apoptotik spermatozoonlara sikca
rastlanildi (Sekil 8-13).

-

Tartisma

Yapilan bircok calismada infertil erkeklerin sperm nik-
leuslarinda gevsek paketlenmis kromatin ve hasarli
DNA izlenmektedir. Bizde calismamizda infertil vaka-
larda gevsek paketlenmis kromatin ve apoptotik 6zellik-
ler gosteren spermlere siklikla rastladik. Kromatin ano-
malili spermin sik sik anormal bas sekline, azalmis fer-
tilizasyon potansiyeline veya ilk trimester dustklerine
neden oldugu desteklenmektedir [10]. Niklear defekt-
ler, spermin niikleusunun genislemesi ve DNA dekon-
densasyonu sirasinda ooplazmaya salgilanan bazi fak-
torlerin yoklugu ile iliskili bulunmustur. Bu faktorlerin
eksikliginde, spermatozoa ile birlesmesine ragmen
ovum gelisimini stirdirememektedir [11]. Tek iplikli
DNA, DNA kiriklari, anormal histon protamin gecisleri
veya apoptotik degisiklikler, basarisiz kondensasyon,
immaturite ve intrantiklear lakunalar seklinde ultras-
trukturel olarak gosterilmektedir. Nuvede buyuk laku-
nar defektler (2-3 pm), bunlar kompakt kromatinin bu-
lunacag yerlerde, grantlofibrilar veya niikleusun %20-
50’sini kapsayabilecek sekilde ki bos alanlarin bulun-
mast ile olusmaktadir. Bu defektlerin sik sik grantler im-
matdritesi bulunan spermlerde ortaya ciktigi ifade edil-
mistir [12]. Nuklear vakuollerin; seminal infeksiyon, va-
rikosel, ates, testikiiller timorler, inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda gozlendigi bilinmektedir [13]. Teratozo-
ospermik vakalarda yuksek oranda aneiploidi ve kro-
mozomal struktirel aberasyonlar gortilmektedir, fakat
kromatin matiirasyon ve kompleksi yonundeki farklilik-
larla iligkili net bir bilgi bulunamamuistir [14].

Morfolojisi bozuk spermlerin ICS! ile membran yapi-

lari by-pass edildiginde normal fertilizasyon yapabilse-
ler bile genetik aberasyonlara bagli metabolik hata ne-

Sekil 7. Normal kromatin kondensasyonu ve akrozom yapisi (ok isaretli) (x 8000).
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Sekil 8. Niiklear kisimda biiyiik vakuolli (V isaretli) ve stoplazmik dropletli (ok isaretli)

spermatozoon (x 25000).

Sekil 9. Kromatin kondensasyonu normal olan sperm ile ki-

¢tk akrozomlu (ok isaretli) grantler kromatinli (GK isaretli)
sperm bir arada (x16000).

Sekil 10. Akrozomal irregiilasyon (ok isaretli) ve akrozomal
inklizyonlar (yildiz isaretli) ve kromatinde lakiiner defektli
spermatozoon (x16000).

ticesi fonksiyonel normal bir embriyo olusturamayacak-
lar anlagilmaktadir [10]. Zaten, sperm morfolojisinin
kesin kriterler ile degerlendirilmesinin fertilizasyon san-
sini tahmin etmede son derece 6nemli oldugu ve fertili-
zasyon ile anlamli bir pozitif korelasyon gosterdigi cok
sayida galismada vurgulanmistir [15,16]. Sperm morfo-
loji bozuklugu ne derece siddetli ise, fertilizasyon oran-
lari da o derece azalmaktadir.
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Sekil 11. Apoptotik spematozoon (x25000).

Sekil 12. immatiir spermde gevsek kromatin ve kiiciik akro-
zom yapisi (x6300).

Sperme ait diger defektlerden biri de sperm akrozo-
muna ait yapisal defektlerdir. Akrozoma ait yapisal de-
fektler genellikle, dizensizlik, yogunluk azalmasi, hi-
poplazi, lakiinasyon, niiveden ayrilma ve akrozom ol-
mayisi (agenesis) seklindeydi [6]. Akrozomu olmayan
spermatozoalar, fertil olgularin semenlerinde %0.5 ola-
rak cok az miktarda bulunurlar. infertil olgularda ise bu
oran %2-3 kadar artmaktadir [17].
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Sekil 13. Kromatin kondensasyonu anormal, graniler kroma-

tinli ntive (GK isaretli) yapisina sahip yuvarlak spermatozoon
(x 16000).

Biz de calismamizda akrozomsuz spermlere teratos-
permik olgularda, normal olgulara gore daha siklikla
rastladik. Yapilan calismalarda da akrozomun komple
yoklugunun niikleer yapiyr degistirerek yuvarlak basli
sperm morfolojisine yol actigi gosterilmistir [16]. Ancak
oval ve amorf baglarda ise daha az siklikla rastlanmak-
tadir. Akrozomsuz spermatozoa ile ilgili bircok yayin-
larda; histon protamin degisimindeki bozukluktan mey-
dana gelen kromatin kondensasyon eksiklgi ve DNA
fragmantasyon artisi bildirilmektedir [17]. Biz de calis-
mamizda akrozomsuz sperm ntvelerinde kromatin
kondensasyonu eksikligi gozledik.

Akrozomal hipoplazi ciddi teratozoospermi vakala-
rinda arastirilmasi gerektigi ve ayrintili arastirmasinin da
ancak elektron mikroskobu ile miimktin olabilecegi bil-
dirilmistir [14]. Arastiricilar akrozomda krater defekti ve
akrozomal inkltizyonlarin nadir goriilen akrozomal de-
fektler oldugunu desteklemislerdir [14]. Bunlarin Golgi
artiklarindan kokenlendikleri dustnilmektedir. Bizim



calismamizda akrozomal inkliizyonlarin nadir olarak
rastladik, fakat krater defektlerine rastlaniimadi.

insan spermatozoalarinin fertilizasyon potansiyelle-
rinin en iyi gostergelerinden biri sperm morfolojisidir.
Sperm morfolojisinin degerlendirilmesindeki problem
ise spermlerin pleimorfik olmalaridir. Isik mikroskopisi
ile yapilan incelemeleri ancak sinirli bilgi vermektedir.
Elektron mikroskopi calismalariyla ise, hic stiphe edil-
meyen ultrastriiktirel anomaliler bile ortaya cikarilabil-
mektedir

Elektron mikroskopisi ile sitolojik detaylar daha iyi
incelenebilmektedir. Erkege ait fertilite problemlerinde
kullanilmasi gereken ideal metod da bu olmahdir [17].
Transmisyon elektron mikroskopla yapilan sperm ince-
lemeleri sayesinde subfertiliteye yol acan durumlar da-
ha net ortaya konabilir ve fertilizasyon potansiyelleri ile
ilgili daha net bilgiler elde edilebilir.

Bulgularimiz bize sperm bas yapisi ile ilgili yapilan
1stk mikroskobik calismalarin akrozom ve niive defekt-
leri yontinden ultrastrukturel calismalarla desteklenme-
si ile yardimla tireme tekniklerinde spermden kaynakla-
nan basarisizliklarda daha net bilgilere sahip olabilece-
gimizi dustindurmektedir.
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