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OZET

Amag: Sperm kromatini DNA ve niikleer proteinlerinin siki bag yapmasi ve
kompaktlagmasi ile diizenlenmektedir.Bu kompaktlasma sonrast normal kisilerde
yaklagik olarak %85-%15 protamin ve histon olacak sekilde niikleer protein yapisi
kurulmaktadir.Yapilan ¢alismalar sperm nukleusundaki protamin ve histon diizeyinin
DNA hasarlar1 ve infertilite ile yakin iligkisi oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismada
klasik histon boyama yontemi olan Anilin mavisi yonteminin dort farkli fiksatif
uygulayarak kantitatif olarak kromatin kondansasyon oranlarini ne diizeyde

etkiledigini aragtirmay1 amagladik.

Materyal Metod: Bu ¢alismada 42 semen Orneginde yayma preparatlar yapilarak
Jher Ornek igin 4 ayr1 semen yaymasi hazirlandi . Bu preparatlar ,glutaraldehit
(%2,5), Formaldehit (% 10), Etil alkol (%98) ve metanol+asetik asit (3/1) ile fikse
edildi.Fikse edilen her 6rnek asidik anilin mavisi ile 7 dakika boyandi ve fosfat
tampon ile yikandi, kurutuldu ve immersiyon objektifinde incelendi . Analiz i¢in her
preparatta 200 sperm sayildi,boya alan ve almayan sperm oranlari ¢ikarildi.Farkli
fiksatifler arasinda kromatin kondansasyon(anilin negatif) oranlar1 arasindaki
farkliliklar1 hesaplama amaci ile student’s -T testi ve tekrarli dlglimlerde varyans

analizi uygulandi.

Bulgular: Dort fiksatif arasindan Glutaraldehit ve Formaldehit arasinda pozitif
korelasyon( p=0,051), Glutaraldehit ve formaldehit ile methanol+asetik asit ve alkol
fiksasyonu arasinda negatif korelasyon bulunmustur (p==,0005,p=0,0005 ve
p=0,0005, p=0,007).

Tartisma: Bu calismada elde edilen sonuglara gore sperm kromatin kondansasyonu
icin uygulanabilecek olan boya Anilin mavisi boyast i¢in hiicrelerin % 2,5
Glutaraldehit ve %10 formaldehit fiksasyonunun uygun olabilecegi , metanol+asetik

asit ve etil alkol fiksasyonunun ise uygun olmadig1 kanisina varilmstir.

Anahtar kelimeler: Erkek infertilitesi, kromatin kondansasyonu, Anilin mavisi Testi



ABSTRACT

Objective:Sperm chromatin is formed by tight injunction and compactness of DNA
and nuclear proteins. Approximately 85%-15% protamin and nuclear protein
structure is formed to be histone in normal people after compactness. Researches
have shown that level of protamin and histone in sperm nucleus has a close
relationship with DNA damage and infertility. In this study, we aim to research to
what extent aniline blue method which is the common histone dying method affects
the chromatin condensation rates quantitatively by applying four different fixatives.

Material and Methods:In this study, 4 different semen smear is prepared for each
sample by making smear preparates in 42 semen samples. These preparates are fixed
with Glutaraldehide (2,5%), Formaldehyde (10%), Ethyl alchol (98%) and
methanol+acetic acid (3/1). Each sample fixed is dyed for 7 minutes for acidic
aniline blue and washed with phosphate buffer, dried and examined at immersion
objective. 200 sperms are counted at each preparate for analysis, sperm rates
receiving and not receiving dye are removed. Student’s -T test and variance analysis
was applied with repeated measures in order to calculate differences between

chromatin condensation (aniline negative) rates among different fixatives.

Results: Positive correlation between Glutaraldehyde and Formaldehyde (p=0,51),
and negative correlation between Glutaraldehyde and Formaldehyde and
methanol+acetic acid and alcohol fixation (p==,0005,p=0,0005 ve p=0,0005,
p=0,007) is observed.

Conclusion:According to results obtained from this study, it is pointed out that 2,5%
Glutaraldehyde and 10% Formaldehyde fixation of cells may be suitable, but
methanol+acetic acid and ethyl alcohol fixation are not suitable for Aniline blue dye
to be applied for sperm chromatin condensation.

Key words:Sperm chromatin condensation, Aniline blue staining, different fixatives
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1.  GIRIS VE AMAC

Infertilite, ciftlerin herhangi bir korunma ydntemine basvurmadan bir yil
boyunca diizenli cinsel iligski yasamasina ragmen gebe kalinmamasi durumudur. Son
zamanlarda yapilan caligmalarda, infertilitenin %40-50 oraninda erkek faktoriine

bagli oldugu belirtilmektedir (1).

Erkek faktorii infertilitede en biiyiik problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Erkek tireme yetmezligi ya da fonksiyon bozuklugu olarak goriilmektedir. Bu
problemlerin bir kismi erkeklerde sonradan goriiliitken, bir kismi da genetik
kokenlidir (2). Erkek tireme sisteminin saglikli ve iyi olusu androjene baglidir(3).
Androjen iiretimi igin de erkek gonadlarmin gelisimi 6nemlidir (4). Infertilite
durumu g6z Oniline alindiginda sperm morfoloji anormalliginin olmasi1 ciddi

sorunlardan biri olarak diisiiniilmektedir(5).

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde g6z Oniinde bulundurulmasi
gereken kriterler vardir. Sperm; bas, orta kisim ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana
parcadan olusmaktadir. Spermin normal kabul edilebilmesi i¢in bas, orta kisim ve
kuyrugunun belirtilen kriterlerde olmas1 gerekmektedir(6,7,8). Bas, diizglin ve oval
bicimli, kuyruk ise tek, kivrilmamis, diiz ya da kirilmamis sekilde olmalidir, orta

kisim ise kuyruktan daha kalin ve diizgiin, sitoplazmik artik igermemelidir(9,10).

Erkek infertilitesi kompleks bir durum olmakla beraber ¢esitli patolojileri de
icermektedir.  Sperm  fonksiyonlarinin  incelenmesinde  sperm  kromatin
anormalliklerinin saptanmasi infertilite ¢calismalarinin énemli bir kismin1 olusturur
(11,12,13,14,15). Aciklanamayan infertilite olgular1 ile normospermik fertil
erkeklerin spermleri karsilastirildiginda, sperm DNA hasarinin infertil olgularda
artmis oldugu gorilmektedir (16). Sperm DNA hasarina neden olan faktorler
arasinda ilerleyen baba yasi, genital sistem infeksiyonlar1 ve radyasyona maruziyet

sayilabilir (17).



Anilin mavisi boyasi; lizinden zengin histonlar ile argininden zengin
proteinler arasindaki farki belirlememize yardimci olur. Bu teknik, lizin i¢in pozitif
reaksiyon ihtiyacin1 karsilayarak spermin temel proteinindeki farkliliklar1 ortaya
koymaktadir. Kisaca anilin mavisi boyasi, DNA protein yapisinihistonlar

belirlemekte yardimcidir (18).

Bu c¢alismadaki amacimiz, normospermik hastalarda sperm kromatin
kondensasyonunu, anilin mavisi boyasin1 farkli fiksatiflerle uygulayarak
degerlendirmektir. Farkli fiksatif olarak; %25 glutaraldehit, metanol+asetikasit, %4
formaldehit ve %98 etil alkol kullanilmistir. Bu sekilde, anilin mavisinin hangi
fiksatifler kullanildiginda sperm kromatin kondensasyonunu daha iyi bir sekilde
gosterdiginin ve maliyet acgisindan hangisinin daha uygun oldugunun belirlenmesi

amaclanmastir.



2.GENEL BILGILER
2.1. SPERMATOGENEZ:

Spermatogenez; spermatogonia’nin olgun sperme doniismesi sirasindaki
olaylardir. Germ hiicrelerinin olgunlasma siireci pubertede baslar. Fetal hayatta testis
seminifer tiibiillerinde spermatogonia inaktif halde bulunur. Puberteye kadar sayilari
birden artmaya baslar. Spermatogonia mitoz boliinmeler gecirerek c¢ogalir ve
degisiklige ugrar, bir kismi da dejenere olur (Sekil 1) .Spermiogenez ise haploid

spermatidlerin uzayarak sperm hiicresi liretim siirecidir (19).

Spermatogenez dort biiyiik farklilagma asamalarindan,hiicrelerden olusan bir
stiregtir. ~ Spermatogonium(mitoz), spermatosit (mayoz), spermatid (postmayotik;

spermiogenik) ve spermatozoa (sperm) (Sekil 2) (19)

Spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinme ile ¢cogalarak yeni hiicreler olusturur.
Bu olusan hiicreler iki yoldan birini takip eder; A tipi spermatogonyumlar olarak
bilinen kok hiicreler boliinmeyi siirdiirebilir veya devam eden mitoz bdliinme
boyunca farklilasarak B  tipi  spermatogonyumlar:1  olusturur. B tipi
spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan 6nciil hiicrelerdir. Baslangigta
46 kromozom ve 2n DNA iceren primer spermatositler I. Mayoz béliinmenin profaz
evresine girip DNA’larin1 replike ederek 4n DNA’ya ¢ikarirlar. Profaz safhasi
yaklasik olarak 22 giin siirer. I. mayoz bdliinme sonucunda primer spermatosit
boliinerek 2 adet sekonder spermatosit olusur. Bunlar, 23 kromozom igeren daha
kiiciik hiicrelerdir. Sekonder spermatositler interfazda ¢ok kisa siire kaldiklar1 ve

hizli bir sekilde II. mayoz bolinmeye girdikleri igin gdzlenmeleri ¢ok zordur. (19)

II. mayoz boliinmeye giren sekonder spermatositlerin her biri 23 kromozom
igeren spermatidleri olusturur. Spermatositlerde I.ve II. mayoz arasinda S fazi yani
DNA sentezi goriilmedigi i¢in, ikinci boliinmeden hemen sonra her hiicredeki DNA

miktart yariya iner ve haploid hiicreler olusur. (19)



2.2. SPERMiYOGENEZ

Spermatozoon iiretiminin son asamasidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi
ger¢eklesmez. Spermatidler; kiigiik boyutta, yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren
niikleuslar ile ayirt edilirler. Seminifer tiibiillerde liimene yakin kisimda yer alirlar.
Spermiyogenez; akrozom olusumu, ¢ekirdek yogunlagmasi ve uzamasi, kamgi
gelismesi ve sitoplazmanin biiylik bir boliimiiniin kaybolmasini igeren karmasik bir
siire¢ olarak bilinir. Bunun sonucunda, seminifer tiibiil liimenine birakilan olgun bir

spermatozoon olusur. (19)
Spermiyogenez 3 evreye ayrilir;

1) Golgi fazi; spermatidin sitoplazmasinda, ¢ekirdegin yakininda belirgin bir
golgi kompleksi izlenir. Mitokondriyuma, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve
diiz endoplazmik retikulum igerir. Proakrozomal graniiller olarak bilinen PAS-pozitif
kiigiik graniiller golgi kompleksinde birikir. Daha sonra birleserek zarla sinirl bir
akrozom vezikiiliiniin i¢inde yer alarak tek bir akrozom graniiliinii olustururlar.
Sentriyoller go¢ ederek, olusan akrozomun karsi tarafindan hiicre yilizeyine yakin bir
konumuna yerlesir. Kamg¢i aksonemi olusmaya baslar. Sentriyoller yeniden ¢ekirdege

dogru gog ederken hareket ettikge aksonem bilesenlerin ¢evresine sarilir.(19)

2) Akrozomal evre; akrozom vezikiilii, yogunlasan cekirdegin On yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom;
hiyaliironidaz, noéraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi
hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu yiizden lizozom islevi goriir. Bu enzimlerin,
oositleri c¢evreleyen korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona
pellusiday1 sindirdigi bilinmektedir. Spermiyogenezin bu evresinde spermatid
seminifer tlibiiliin tabanina dogru yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir. Cekirdek
uzar ve daha yogun bir hale gelir. Sentriyollerden biri gelisip kamgiy1 olusturur.
Mitokondriyumlar ise kamginin proksimal kismi etrafinda toplanarak orta parca diye
bilinen kalinlasmis bdlgeyi olusturur. Bu bolge ise spermatozoon hareketlerinin
enerji kaynagidir. Kamg1 hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dynein denilen ATPaz

aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur. (19)



3) Olgunlasma evresi; geriye kalan artik sitoplazma sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilir. Spermatozoonlar seminifer tiibiil’{in limenine birakilir.

Spermatogenesis

= 1- Spermatogonial faz |

= 2- Spermatosit fazi

= 3- Spermatid fazi

Sekil 1: Spermatogenez; germ hiicrelerinin gamete doniismesi (19)

Epididymis

[Window of vulnerability for programming and reprogramming epigenetic marks during spermatogenesis |

Active transcription [Meiotic | Active transcription Chromatin |
L divisionsr“ compaction|
| RNA storage. RNA-binding proteins and translational repression
Chromatid body—
Spermatogonium Early Late 1st meiotic 2nd Round Step 8 round Elongating Final sperm
spermatocyte spermatocyte division spermatocyte spermatid spermatid spermatid maturation

Nature Reviews | Neuroscience

Sekil 2: Sperm maturasyonu’nun asamalari (19)

Spermiogenezis dahil olmak iizere spermatogenezis yaklasik olarak iki veya
lic ay siirer. Spermiogenezis tamamlandiginda spermler seminifer tiibiillerin

liimenine geger. (19)

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiildeki germ hiicrelerini besler ve destekler.

Spermler seminifer tiibiilden depolanacaklari ve islevsel olarak olgun hale



getirilecekleri epididimise pasif olarak tasinir. Epididimis testisin arka kismina

yerlesmis uzun kivrintili kanallardan olusur. (19)

Olgun sperm; bas ve kuyruktan olusan, serbest yiizebilen, aktif olarak
hareketli bir hiicredir (Sekil 3).

Acrosome Axial filament
/Plasma membrane \
Nucleus —
_/ Mitochondria ”
/ /Centnol /\ ki // \
{ 1 T —'L\\/ \‘f\\
ol N Y N
Head Mid-piece Tail End

piece

Sekil 3: Sperm Hiicresi’nin ¢izimle goriiniisii (20).

Spermin bagt ile kuyrugunun birlestigi yere boyun denir. Spermin basi,
spermin en biliylik kismidir ve haploid niikleus igerir.Niikleusun 2/3 6n kismi
akrozom olusturur. Bu yapiin iginde bir¢ok enzim vardir.Ve bunlardan en 6nemlisi
akrozindir. Bu enzimler spermin fertilizasyon sirasinda korona radiata ve zona
pellusiday1 gegmesini kolaylastirir. Spermin kuyrugu; orta parca, esas parga, son
parca olmak iizere Ui¢ kisimdan olusur.Kuyruk spermin hareketini saglar ve
fertilizasyonun gergeklesecegi yere gitmesine yardimer olur.Kuyrugun orta kisminda

bulunan mitokondriler ise hareket i¢in gerekli adenozin trifosfati (ATP) saglar. (20)
2.2. Semen Analizi (Spermiyogram):

a) Erkek infertilite tanisi i¢in ilk yapilmasi gereken ve en basit test spermiyogram

analizidir.

b) Erkek infertilite arastirilmasindaki ilk adim en az 4 hafta ara ile uygun yapilmig 2

semen analizi olmasidir.

) Semen analizi igin incelenecek ejakiilat 3-4 giinliik cinsel perhiz sonrasinda, steril

bir kaba alinmal1 ve cinsel perhiz 7 giinii gegmemelidir.



d) Ornek en gec 30 dakika icerisinde tetkik yapilacak laboratuvara getirilmis

olmalidir.

e) Ejakiilatin makroskopik goriiniimii, miktari, likefaksiyon zamani, viskozitesi ve
ph’1 degerlendirilir. ilk degerlendirme igin iki 6rnek almmalidir. Iki 6rnek arasinda
gecen zaman 7 glinden az, 3 haftadan ¢ok olmamalidir. Semen analizinin en 6nemli

kismin1 ise mikroskopik inceleme olusturmaktadir. (21)
Semenin Mikroskopik Incelenmesi:

Mikroskobik degerlendirme sonucunda spermiyogram WHO parametrelerine

gore yorumlanir (Tablo 1-2).

TABLO 1: Semen Analizi I¢in En Diisiik Referans Parametreleri (21)

Semen hacmi 1.5ml
Total sperm (10%/ejekiilat) 39 (33-46)
Sperm sayisi/ml (108/ml) 15 (12-16)
Total motilite (%) 40 (38-42)
Progresif hareketli (%) 32 (31-34)
Canlilik (vitalite) testi (%) 58 (55-63)
Normal morfolojide sperm (%) 4 (3.0-4.0)
Ph >7.2
Peroxidaz pozitif 16kosit(10/ml) <1




TABLO 2: Sperm Konsantrasyonuna Goére Siniflama (21)

Tamm Sperm Sayis1 (milyon/ml)
Azoospermi 0

Siddetli Oligospermi <1

Orta Oligospermi 1-5

Hafif Oligospermi 5-15
Normospermi >15

1978 yilinda Makler tarafindan sperm sayimi i¢in 6zel tasarlanmig Makler
sperm sayim kamaralar1 kullanilmaktadir. Makler sayim kamarasi ile sayim
yapildiginda 10 tane orta boy karedeki toplam sperm sayist milyon/ml olarak
kaydedilir. Semen Orneginin incelendigi gozenegin 10 pum derinliginde olmasi
spermatozoanin tek bir diizlemde serbest hareketine olanak saglamakta, ayrica sayim
daha kolay yapilabilmektedir. Bu alet ile hareketlilik yiizdeleri de daha kesin olarak
saptanabilmektedir (22).

Mikroskopik incelemede sperm sayisi, hareketliligi, yuvarlak hiicre sayist ve
morfoloji incelenir. Giivenilir bir degerlendirme i¢in ideal olan 100 karedeki
spermleri saymaktir. Tek karedeki ortalama sperm sayisi temel alinip sayim
milyon/ml olarak ifade edilir. Sperm konsantrasyonu, total ejakiilattaki 1 ml deki
sperm sayist olarak tanimlanir. Eger 100 karelik alan igerisinde sperm goriilmemis
ise alan disindaki bolgeler de taranmalidir. Ejakulatta sperm goriilmez ise santrifiij
edilerek pellete bakilmalidir. Eger santrifiij sonunda da sperm goriilmez ise

“’azoospermik ornek’’ denilmektedir (23,24)
Sperm Morfolojisinin Degerlendirmesi

Sperm bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ili¢ ana par¢adan olusmaktadir. Bas
kisminda akrozom, post akrozomal parca ve ¢ekirdek (niikleus) bulunur. Kuyruk ise
boyunla birlikte, orta parga, ana parga ve son par¢adan meydana gelmistir. Orta
parcada spermin hareketi i¢in enerji iireten mitokondriler yer alir. Spermin kuyruk

kisminda olusan anomaliler spermin motilitesi {lizerine olumsuz etki olusturur.



Spermin normal kabul edilebilmesi igin bas ve kuyrugunun belirtilen kriterlerde

olmasi gerekmektedir (6,7,8).

Sperm hiicresi yaklasik 60 um uzunlugunda olup , . Bas bolgesi diizgiin,
siirlart diizenli ve c¢ogunlukla oval sekilli olmalidir. Bas alaninda %40-70’ini
kaplayan akrozom bolgesi bulunmalidir (9). Spermin hareketininden sorumlu olan
kuyruk kismi ise 45 um uzunlugunda ve 0.4-0.5 pum capinda olmalidir. Spermin

kuyruk kism1 orta pargadan ince ve tek parga halinde ayrilmaktadir (25).

matir spermatozoon ~cekirdek

govde
- I . = —— post akrozom
u s -
(proksimal kisim) 1~ ,“\ y
// ) e mitekondri hicre zan
>~
; da:;m:.m) o 22 eriferal fibriller
/// - \ cift fibriller
2\ fibril kilif

santral fibriller

Resim 1. Normal sperm sekli goriilmektedir (25).

Bas Akrozom

Postakrozom
—1 Boyun
Mid-piece

Kuyruk Ana Kuyruk

Ug kuyruk

Resim 2. Normal spermin béliimleri ¢izimde goriilmektedir (25).



TABLO 3: Kruger Kriterlerine Gore Sperm Morfolojisi (21)

Bas Uzunluk 5-6 mikron
Genislik 2.5-3.5 mikron

Akrozom Basin %40-%70’ini olusturmali

Orta Parca Genislik 1 mikron

Uzunluk 1.5 x bas uzunlugu

Boyu yaklasik 45 mikron
Uniform

Kuyruk Orta parcadan daha ince
Kivrilmamais

Kirik igermeyen

Bas alaninin %30-70’inden az

Sitoplazmik damlacik Sadece orta parcada lokalize

Morfolojik degerlendirme ig¢in en az 200 sperm hiicresinin incelenmesi
gereklidir. Immersiyon objektifi kullanilmalidir, anormal sperm formlar1 bas, ana

parca ve kuyruk anormalliklerini icerir (Sekil 4)
Normal Spermin Morfolojik Ozellikleri

Kruger kriterleri ve WHO kriterleri ile belirlenmistir ( Tablo 3). Diinya Saglik

Orgiitii (WHO) kriterlerine gére spermlerin en az %30 ‘unun morfolojisinin normal
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olmasi1 gerekirken, Kruger kriterlerine gore >%4 normal morfolojili sperm olmasi
gereklidir (21).

Sperm Hareketliligi ve Motilitenin Degerlendirilmesi

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan onerilen ve hareketliligi dért dereceyle
degerlendiren sistem uygulamasinin kolay olmasi nedeniyle rutin semen analizinde
tercih edilmektedir. Hareketlilik WHO kriterlerine gore O (hi¢ sperm yok) ile 4 (iyi

ileri hareketli) arasinda dort sinifta degerlendirilmektedir:

a- Hizli dogrusal ilerleyici hareket (+4)

b- Yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan ilerleyici hareket (+3)
c- Yerinde hareket (+2)

d- Hareketsiz anormal (+1)

Motilite % 0 oldugu durumlarda vitalite (canlilik) testi yapilmalidir. Bazi
orneklerde spermlerin biiyiik cogunlugu vital fakat hareketsiz olabilmektedir. Vitalite

testinde canli sperm orani > %70 olmalidir (21).

2.3. SPERM KROMATINIi VE KROMATIN KONDANSASYONU

Sperm hiicrelerinin nukleus yapisi ,spermiogenez sirasinda kromatinin siki
paketlenmesi sonucu histonlarin protaminler ile yer degistirmesi ile sekillenir. Sperm
DNA’s1 kromatini olusturan proteinlerin siki paketlenmesi ile korunmaktadir . Bu
yap1 mitotik kromozomlardan alt1 kat yogun bir sekilde olup tiim niiklear yapinin
tamamini kaplar (26). Fakat somatik hiicre DNA’s1 sadece sperm ¢ekirdek yapisinin
bir kismmi kaplar26) Sperm ¢ekirdek yapisinin somatik hiicrelerde goriilen
paketlenme sekli i¢in gerekli yapiya sahip degildir. Bunun nedeni; DNA’in tek ve
sikica paketlenmis niikleozom igerisinde 9.9 um ® hacime sahip olmasi gerekir ki bu

ortalama bir sperm niikleer yapisinin iki katindan fazladir. (27)
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Sperm kromatin paketlenmesi 4 farkli sekilde olur. Kromozomun sikica
baglanmasi, DNA’1n niikleer matriksine tutunup DNA halka bdlgesini olusturmast,
histonlarin proteinler ile yer degistirmesi, DNA’nin kalin bir sekilde yogunlagsmasi ve
kromozomlariin yerlerinin belirlenmesidir (27). Paketlenmede gecis proteinleri
(T1,T2) yer almaktadir.Gegis proteinleri histon proteinlerini yerlerinden ¢ikarmasina
neden olur. Bu olay ileri bir agamada yogunlasan kromatinden ¢ikarilirlar boylece
protaminler ile yer degistirirler. Kromatin yogunlasmasi ise posterior kutupta
baslayip apikal kisma dogru ilerler. Bu olay sadece insanlarda goriilmekte, diger
memeli tiirlerinde goriillmemektedir (28).Epididimde sperm olgunlagsmasinin son
kromatin organizasyonu goriliir. Burada disiilfid baglarinin meydana gelmesiyle
birlikte protaminlerin c¢apraz olarak baglanmasini saglar. Sperm kromatin
kondansasyonunda etkili olan protaminlerin sisteinlere sahip olmalar1 nedeni ile
desteklenir ve bunlarin i¢ ve ara protamin disiilfit ¢apraz baglantilariyla sperm

kromatin kondansasyonuna neden olurlar(29).

Memeli spermi, kromatin yapt ve kompozisyonu bakimindan somatik
hiicrelerden farklidir. Sperm kromatin yapisi erkek ve disi iireme kanallarindan
gecerken, paternal genomun genetik biitiinliigiinii koruyacak sekilde yapilanmistir
(30,31).

Memelilerde spermiyogenez 3 6nemli olay ile gerceklesir:
1) Akrozom gelisimi;

2) Keratin kilif igine yerlesmis, dinamik bir aksonemden olusan kuyrugun

organizasyonu;

3) Nukleusun kondensasyonu ve uzamasi ile birlikte, etrafinin mikrotubuller/keratin

yapisinda bir kilif ile ¢cevrelenmesi.

Spermde yliksek kondansasyon gosteren tiire 6zgii nukleus sekli olusurken,
somatik tip histonlar ve protamin adi verilen bazik nuklear proteinlerle yer degistirir
ve kromatin siki sekilde paketlenir. Insanm da yer aldig1 bazi memeli tiirlerinde bu
degisim sirasinda, gecis nuklear proteinleri (transition nuclear protein- TP) olarak

bilinen 6zel proteinler gorev alir. (32,33,34)
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P1 protamin ve P2 protamin olmak iizere iki tip protamin vardir. P1 ve P2
proteinlerinin ekspresyon degisikliginin erkek infertilitesi ile baglantis1 oldugu ve
infertil hasta gruplarinda protamin genlerinde mutasyon oldugu saptanmstir.
Transgenik  farelerde  yapilan  bazi  ¢alismalar  sonucunda;  protamin
ekspresyonlarindaki farkliliklarin sperm niikleusunda yapisal defektlere yol actigr ve
infertiliteye sebep oldugu goriilmiistiir. Protamin ekspresyon degisikliginin sperm

DNA hasarini arttirdigi gortilmustiir (35,36).

Insanda 16. Kromozomda, her haploid genom igin bir kopya protamin 1 geni
ve bir kopya da protamin 2 geni bulunmakta ve bu genler tek bir intron igermektedir.
P1 olgun protein olarak sentezlenirken, P2 tek bir gen tarafindan kodlanan onciil

proteinden proteolizisle olusturulur (37,38).

Insan sperm niikleusunda P1 miktar1 P2 miktarma yakindir. Bu yiizden P1/P2
oran yaklagik 1°dir.(39,40) Infertil hastalarda saptanan P1/P2 orani degisikliklerinin
sperm DNA’simi etkiledigine ve DNA hasarimi arttirdigina dair bulgular vardir
(41,42).

Protaminler DNA’ya baglanmadan 6nce fosforile olur ve niikleoprotamin
olusmasiyla defosforile olur (43). DNA’ya baglandiktan sonra protaminler arasinda

disiilfid baglar1 niikleoprotamin kompleksini daha kararli hale getirir (44).

Spermatogenezin son sathasinda niikleozomal yap1 parcalara ayrilarak once
gecis proteinleri yerlesmekte ve daha sonra da protaminlerle yer degistirilmektedir.
Gegis proteinlerinin spermiyogenezde dnemi biiyiiktiir. Yapilan calismalar TP1 ve
TP2 gecis proteinlerinin DNA’nin  biitiinliigiinii  korudugunu ve protaminlerin
kromatin lizerinde saglam yerlesmelerini sagladigini ortaya koymustur. TP2 genin
regiilator boliimii spermatidlerde CAT genini etkileyerek mRNA translasyonununu

gecici olarak 6 giin geciktirir (45).

Bu siiregte, konfiglirasyonundaki degisiklikler nedeniyle kromatinin dis
faktorlere hassasiyeti artar. Transkripsiyondaki duraklama sayesinde, DNA’da
meydana gelebilecek hasarlara da izin verilmez. TP1’in de DNA kiriklarinda tamir

edici roli oldugu goriilmiistiir (46) .
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Normal spermiyogenezde spermatidlerde histonlarin  uzaklastirilmasi
sirasinda, endonukleaz olan topoizomeraz-II, DNA iplik¢ilerinden birini keserek
aradan bir parcayi ¢ikarir. TP1 araya girer ve DNA’nin fosfat gruplariyla etkileserek
aciklig1 doldurur. DNA ligaz enzimi de TP1’in iki ucunun orijinal DNA iplik¢igine
baglanmasini saglar. Ortama gelen protaminler de TP1 iizerine tutunurlar. Yan yana
gelen kromatinler tizerindeki protaminler arasinda disiilfid baglar1 olusarak, kromatin
iplikcilerinin yakinlagsmasi sonuncunda kondensasyon gerceklesir.Bu mekanizma
TPI’in  eksikliginde neden  kromatin  kondensasyonunun  bozuldugunu
gostermektedir. Biitiin bu olaylar, ge¢is proteinlerinden TP1’in DNA tamirinde rolii
oldugunu gdstermektedir.Fizyolojik sartlarda ortaya ¢ikan DNA kiriklarinin tamir
mekanizmasindaki yetersizlikler ve patolojik durumlarda meydana gelen DNA

hasarlarindaki artis, fertilizasyonda olumsuz bir etkiye sahiptir.

Baglangic  kromatin  degisikliklerinin  biri de histon ¢esitlerinin
birlestirilmesidir. Diger 6nemli bir olay da in vivo niikleozom ayrilmasinda &nce
spermiyogenez sirasinda olusan histon hiperasetilasyonudur. In vitro olarak
niikleozomlarin ayrilmasinda histon hiperasetilasyonu ve histonlarin protaminlerle
yer degistirmesi gosterilmistir. Testis-spesifik bromodomain igeren protein
hiperasetile histon 4’e baglanarak kromatinin yeniden organizasyonu tetikler.
Ciftlenmis olan H4 hiperasetilasyonu infertil hastalarda tesbit edilmistir.Niikleozom
parcalanmasiyla, sperm DNA’s1 gecis proteinleri ile kompleks olusturarak uzar.
Gegis proteinleri niikleoprotamin formu olusturur ve protaminlerle yer degistirir.
Protaminler DNA’ya baglanmadan 6nce fosforile olur ve DNA’ya baglandiktan
sonra protaminler arasinda disiilfid baglar1 olusarak ve daha kararli

niikleoprotaminler olusur (35,47,48,49,50).

Sperm niikleolusundaki DNA, niikleoprotaminle organize olmamustir.

DNA’nin %85°1 protaminlerle, %15°1 histon veya diger proteinlerle birlesmistir
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2.4. SPERM KROMATIN KONDANSASYON TESTLERI

DNA’nin biitlinliigii ve kalitesinin analiz edildigi test sistemlerinden, DNA
paketlenmesi ve matiirasyonunun incelendigi testler gelistirilmistir. Spermiyogenez
sirasinda protaminler ile yer degistiren, somatik hiicrede predominant olan ve histon

olarak adlandirilan niikleer proteinler spermatozoada énemli pargadir.

Disiilfid kopriili protaminler DNA’nin mindr pargalarina uyan temel
proteinlerdir. Fosfat gruplarmin negatif yiiklerini noétralize ederler ve bdylece
DNA’nin komsu zincirindeki major parcasina uyum saglamak i¢in lineer dizilim
olusturmasin1 saglarlar. Bu da yogunlasmis sperm niikleusunda DNA’nin total
volimiin %90°dan fazlasin1 olusturmasi ile sonuglanir. Diger taraftan, mitotik

kromozomlardaki DNA %15 ve somatik hiicrelerde %5 civarindadir (27) .

Dengesiz kromatin dagiliminda; histonlar sperm niikleusuna girer ve
spermatozoon oosite girdikten sonra, erkek genomundaki dekondansasyon
problemine neden olur. Bu nedenle spermiyogenez sirasinda, sperm maturasyon

slirecinde anormallikler gosteren bu hastalar subfertil veya infertildir (18,51,52).

Sperm kromatin dagiliminin degerlendirilmesinde ¢esitli metotlar vardir.
Anilin mavisi boyasi, Toluidin mavisi boyasi ve Kromomisin A3 boyasi bunlara

Ornektir.

2.5. SPERM DNA HASARLARI

Erkek infertilitesi kompleks bir hastalik olmakla beraber ¢esitli patolojileri de
icermektedir. Sperm fonksiyonlarinin incelenmesinde sperm kromatin anormallikleri
incelenmesi infertilite c¢alismalarinin bir kismini olusturur. Sperm nukleusunda
ortaya ¢cikan DNA hasarlan ile infertilite ve gebelik olusumu arasinda bir iliski

oldugunu goésteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (11,12,13,14,15) .

Zini; denatiire ve fragmante DNA tasiyan spermatozoa oranlarinin, sperm
parametrelerindeki bozulma ile orantili olarak anlamli bir iligki gdsterdigini, infertil
erkeklerde (sirasiyla %25 ve 9%27) fertillere gore (sirasiyla %10 ve %13) hasarh
DNA oraninin daha yiiksek bulundugunu (p=0.028 ve p=0.016) bildirmektedir (30) .
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Elde edilen sonuglar, fertilite potansiyelinin belirlenmesinde sperm DNA’s1
saglamliligimnin degerlendirilmesinin standart sperm analizi sonuglarindan daha

anlamli oldugunu diistindiirmektedir.

Idiopatik infertilite olgular1 ile karsilastirildi§1 zaman, normospermik fertil
erkeklerin spermlerinde DNA hasarinin bulunma oranlarinin anlamh 6l¢iide azaldigi

goriilmektedir (53).

Sperm DNA hasarinin olusumunda baglica ii¢ 6nemli mekanizma {izerinde
durulur. Bunlardan birincisi matiir spermde anormal kromatin paketlenmesidir.
Yapilan calismalar sperm DNA hasarinin ¢ogunun, spermde anormal kromatin

paketlenmesi oldugunu gostermistir (54,55,56).

Sperm DNA hasarinin goriilmesine neden olan ikinci mekanizma ise;
spermatogenezis sirasinda hasarli germ hiicresinin genetik havuzdan fonksiyonel
olarak elimine olabildigi programli hiicre 6liimii olan apoptozisten, hasarli DNA’ya

sahip spermatozoalarin kagmasidir (abortive apoptozis) (57,58,59).

Uciincii mekanizma ise; kotii semen kalitesine eslik eden, dzellikle azalmis
protaminasyon ve disiilfid bag yapimi varliginda reaktif oksijen tiirlerinin asir1

tiretilmesidir (60) .

Bunun yant sira; ilerleyen baba yasi, 16kosperminin eslik ettigi genital sistem
infeksiyonlar1 ve spermatogenez siirecine etki yapan cesitli ilag veya toksik ajanlarin
etkisi ile sperm DNA hasarinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir (10). Reaktif oksijen
tiirleri de spermin indiiklenmis ¢apraz hasarina neden olabilir (61). Sigara icen ve
igmeyenlerde goriilen DNA kiriklarinin sebebinin oksidatif stres olma olasilig1 vardir
(62). Kanser tedavisinde uygulanan kemoterapi ve 1sin tedavisi de sperm DNA
hasarina neden olabilmekte ve bu olay bir siire devam edebilmektedir. Son olarak
sperm hazirlama tekniginde yiliksek hizda santrifiij islemi de sperm DNA hasarina

neden olabilir (63-64).

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sirasinda, hasarli DNA’nimn
fertilizasyonunun Onlenemeyecegi ve bu genetik materyali tasiyan embriyolarin

olusabilecegi vurgulanmistir (60,10,65). Bu olay dogal yolla fallop tiiplerine tutunan
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spermatozoalarin, tutunmayanlara gére daha fazla oranda saglam DNA’ya sahip

olduklarin1 gostermektedir (66).

2.5. ERKEK INFERTILITESI

Infertilite, 1 yi1l boyunca korunmasiz diizenli iliskiye ragmen gebelik
olusmamasidir. Infertilite nedeniyle basvuran giftlerin yaklasik %50’sinde neden
olarak erkek faktorli rol oynamaktadir (67). Erkek infertilitesine yol acan baslica

nedenler Tablo 4’de verilmektedir.

Tablo 4. 7057 erkegin degerlendirilmesiyle saptanan infertilite nedenleri ve oranlar1 (world

health organization,2000) (67).

ETYOLOIJI % ORAN
SEKSUEL NEDENLER 1,7
UROGENITAL ENFEKSIYON 6,6
KONJENITAL ANOMALILER 2,1
KAZANILMIS FAKTORLER 2,6
VARIKOSEL 12,3
ENDOKRIN PATOLOJILER 0,6
IMMUNOLOIJIK FAKTORLER 3,1
DIGER ANOMALILER 3
ACIKLANAMAYAN ANORMAL 75,1
SEMEN (OAT) VEYA
KANITLAMAYAN NEDENLER

Bu infertilite nedenlerinin bir kismi tanimlanabilir ve diizeltilme olasilig

vardir (hipogonadotropik hipogonadizm), bazilarinin tanimlanabilmesine diizeltilme
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olasiligr yoktur (Orsite bagli bilateral testis atrofisi) . Normal semen analizinde
gebelik olusmuyor ise aciklanamayan infertilite tanist konur. Erkek infertilisinde
tedaviyi belirleyen faktorler vardir. Bunlar; infertilite siiresi, primer veya sekonder
infertilite, semen analizi sonuglar1 ve esinin yasidir. Degerlendirme sirasinda;
reprodiiktif hikaye, muayene ve en az iki semen analizi yapilmalidir. Bu iki semen

analizi arasinda en az bir aylik arayla degerlendirme baz alinmalidir (68).

Diinya Saglik Orgiitii 2010 kriterlerine gére normal semen analizi bulgular

asagidaki tabloda belirtilmektedir:

Tablo No 5: Sperm Parametreleri Ve Normal Referans Degerleri (21)

Sperm parametreleri Normal referans degerleri

Ejakiilat voliimii <15ml
Sperm konsantrasyonu » 15 milyon/ml
Total sperm say1s1 » 22,5 milyon/ejekiilat
Motilite > %40
Ileri hareket skoru (0-4) > 2
Normal morfoloji (WHO) » %50
Normal Morfoloji Kruger > %4
Sperm Aglutinasyonu(skor 0-3) | <2
Yuvarlak hiicreler < 1 milyon/ml
Vizkozite (0-4) <3

Erkek fertilitesinde azalma;

konjenital ya da kazamilmis {rogenital

bozukluklardan, genital sistem enfeksiyonlarindan, skrotal 1s1 arttmindan (varikosel),
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endokrin bozukluklardan, genetik hastaliklardan ve immiinolojik faktorlerden
kaynaklanabilir (69). Olgularin %60-75’inde sorumlu bir faktor bulunmaz
(idiyopatik erkek infertilitesi). Boyle erkekler fertilite problemiyle ilgili olabilecek
gecmise ait bir hikaye vermeksizin, normal fizik muayene bulgular1 ve endokrin

laboratuar sonuglariyla bagvururlar.

Semen analizi sonucu mililitredeki spermatozoa sayis1 15 milyondan az ise
oligozoospermi, motil sperm orant %40’dan kiigiikse astenozoospermi , normal
morfolojiye sahip sperm oran1 Kruger kriterlerine gore %4’ten, Diinya Saglik Orgiitii
kriterlerine gore %30’dan az ise teratozoospermi tanimlar1 yapilir. Semen analizinde
sperme rastlanmadigi zaman semen 3000 devirde 15 dakika santrifiij edilmeli ve
olusan pellet mikroskop altinda incelenerek sperm aranmalidir. Pellet iginde eger
sperme rastlanilmazsa bu durumda azoospermi tanist konur. Azoospermik vakalar
kendi igerisinde obstruktif ve non-obstruktif azoospermi olarak ikiye ayrilmaktadir.
Obstruktif azoospermi de sperm iretimi normal bir sekilde olmasina ragmen
proksimal veya distal ejakiilator kanal obstriiksiyonu (tikanma) nedeniyle kesintiye
ugramasidir. Non-obstriiktif azoospermi durumunda ise sorun primer testikiiler

yetmezlik, hormonal patolojiler ve genetik anomaliler olabilir (70).

Erkek tireme ve cinsel fonksiyon hipotalamo-hipofizer-gonadal sisteme
baghdir. Infertil erkeklerin endokrinolojik incelenmesi sonucunda %0,6 hastada
endokrinolojik bir anomali oldugu ortaya ¢cikmustir (71). Endokrinolojik inceleme
anormal semen analizi, bozulmus cinsel fonksiyon ve endokrin bir hastaligi
diisiiniildiigii zaman yapilmalidir. Ilk incelemede ise FSH (Folikiil sitiimiile edici
hormon) ve total testosteron incelenmesi yapilir. Endokrinolojik inceleme azospermi
hastalarda da ¢ok 6nemlidir. Azospermi vakalarinda eger FSH degeri 7,6 mlU/ml’nin
altinda ise obstriiktif azospermi gosterirken, FSH degeri 7,6 mlU/ml’nin iizerinde ise

non- obstriiktif oldugunu gostermektedir (72).
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2.6. ANILIN MAVISI HISTOKIMYASI

Anilin mavisi boyasi; lizinden zengin histonlar ile arginin zengin proteinler
arasindaki farki belirlememize yardimci olur. Bu teknik lizin i¢in pozitif reaksiyon
ihtiyacin1 ~ karsilayarak  spermin temel proteinindeki farkliliklarim1  ortaya
koymaktadir. Kisacasi DNA protein yapisini belirlememize yardimci olur. Sperm
hiicresinde, histon proteinlerinin ¢ok olmasi lizin proteinlerinin de ¢ok oldugu
anlamina gelmektedir. Bu sebeple mavi boyanir. Ancak protamin bakimindan zengin
sperm hiicrelerinde arginin/sistein proteinleri bulundugundan mavi renkle boyanma

goriilmez (18) .

Anilin mavisi Sperm kromatin biitiinligiinii degerlendirmek amaciyla
kullanilan asidik bir boyadir. Hasarli DNA’ya sahip spermler rezidiiel histonlar

aci8a cikararak anilin mavisi boyasina baglanma da yatkinlik saglar (18).

3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Data’nin Temini

Calisma datasi, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip
Bebek Merkezi laboratuvarma 2016-2017 yillar1 arasinda infertilite sikayeti ile
basvuran erkek hastalarin sperm oOrneklerinden elde edilmistir. Calisma igin
Bezmialem Vakif Universitesi etik kurulundan 14.10.2015 tarihinde 71306642-
050.01.04 say1 ile onay raporu alinmistir.

3.2. Orneklerde semen analizi ve fiksasyon tiplerinin uygulanma

Semen analizi; Infertilite klinigine basvuran 42 hastadan alinan semen
orneklerinden (3-5 giinliik abstinens) likefiye olmalarini takiben 5 ayr1 yayma
preparat hazirlandi. Semenden alinan 20 ser mikrolitre 6rneklerde sperm motilitesi ve
konsantrasyonu bakildi. Semen voliimii ve Ph s1 not edildi. Semen parametreleri igin
WHO 2010 kriterleri uygulandi.Sperm motilitesi i¢in lam lamel aras1 15 mikrolitre
orneklerde progressif motil ,yerinde ve duran sperm yiizdeleri hesaplandi. 1. Yayma

preparat Diff Quick boyasi ile boyanarak sperm morfolojisi bakildi. Diger 4 6rnekten
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1. 6rnek % 2,5 glutaraldehit, 2. 6rnek % 10 formaldehit,3. 6rnek % 98 etil alkol ve 4.
Ornek metanol+asetik asit(3/1) ile 30 dakika fikse edildi.

3.3. Asidik anilin mavisi boyasinin uygulanmasi;

Fikse edilen her lam 5 er dakika % 5 anilin mavisi soliisyonunda tutuldu (pH
3,5). Fosfat tampon ile yikandi, kurutuldu. immersiyon objektifi ile x100 biiyiitmede
boyanan ve boyanmayan spermlerin yiizdesi 200 adet sperm sayilarak hesaplandi. Bu

deger % kromatin kondansasyonu olarak degerlendirildi.
3.4 Istatistik Yontemler:

Hasta verileri SPSS 21.0 (SPSS Inc) istatistik programina kaydedildi.
Tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma hesaplanmigtir. Dort fiksatif
yontemini kromatin kondansasyon degerleri bakimimndan karsilastirmak icin
Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi uygulanmis, anlamlilik diizeyi 0.05 olarak

secilmisti.

4. BULGULAR:

Bu calisma; 2016-2017 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tiip Bebek Merkezi laboratuvarma infertilite sikayeti ile
bagvuran ¢iftlerden alinan spermiogram 6rneklerinde yapildi ve ayn1 drneklere farkl
fiksatifler kullanilarak asidik anilin mavisi testinin farkli fiksatiflerde kromatin

kondansasyonu sonuglarina etkisi incelendi.

Anilin blue test uygulamasinin formaldehit, methanol ve etil alkol fiksasyon
sonucunda elde edilen anilin negatif hiicre yiizdesinin, baska bir deyisle kromatin
kondansasyon oranlarinin glutaraldehit fiksasyonu ile elde edilen negatif hiicre oranm

ile karsilastirmasi yapildi.
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Tablo 6. Calismada kullanilan semen 6rneklerine ait verilerin ortalama ve standart sapmalar.

n=42 Minimum Maksimum Ortalama Std. Sapma

Sperm konsantrasyonu x106 2,60 135,00 44,07 34,19

Total sperm x106 13,00 441,00 158,74 121,72

{leri hareket 9,00 71,00 48,48 14,04
Yerinde hareket 4.00 17,00 7,69 3,08

Hareketsiz 25,00 78,00 43,83 11,62
Normal morfoloji 1,00 8,00 3,36 1,97
Anilin pozitif glutaraldehit 22,00 48,00 30,71 5,93
Anilin negatif glutaraldehit 52,00 78,00 69,29 5,93
Anilin pozitif metanol 85,00 100,00 98,33 2,92
Anilin negative metanol 0,00 15,00 1,67 2,92
Anilin pozitif formaldehit 24,00 43,00 32,43 5,19
Anilin negatif formaldehit 57,00 76,00 67,57 5,19
Anilin pozitif alkol 95,00 100,00 99,14 1,63
Anilin negatif alkol 0,00 5,00 0,86 1,63
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P=0,051 (1)

70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00
30,00 -
P=0,0005 (1)
P=0,0005 (1) P=0,0005 (2)
20,00 -
P=0,0005 (2) P=0,007 (3)
10,00 - 1,67 0,86
A A
0,00
Anilin negative Anilin negative Anilin negative Anilin negative
glutaraldehit (1) formaldehit (2) methanol (3) alkol (4)

Sekil 4: Farkh fiksatiflerde kromatin kondansasyon miktarlarmmn karsilastirmas1 (Tekrarh

Olgiimlerde Varyans Analizi).
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Tablo 7 : Fiksatif yontemlerine iliskin korelasyon analizi.

Anilin negatif Anilin negatif ~ Anilin negatif

glutaraldehit metanol formaldehit
r -0,483"
Anilin negatif metanol p 0,001
n 42
r 0,849 -0,393"
Anilin negatif
. p 0,051 0,010
formaldehit
n 42 42
r -0,452" 0,809™ -0,347"
Anilin negatif alkol p 0,003 0,0005 0,024
n 42 42 42

Daort fiksatif yontemi arasinda da korelasyon saptanmustir. Glutaraldehit ile
metanol ve glutaraldehit ile alkol arasinda ters yonde iliski bulunmustur;
glutaraldehitte kromatin kondansasyon miktarlari artarken methanol ve alkolde
azalmaktadir. Buna karsin glutaraldehit ile formaldehit arasinda ve methanol ile alkol
arasinda pozitif yonde iliski bulunmaktadir. Formaldehit ile metanol ve formaldehit
ile alkol arasinda negatif yonde iliski saptanmistir; formaldehitte kromatin

kondansasyon miktarlar: artarken metanol ve alkolde azalmaktadir.
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Resim 3. Glutaraldehit fiksasyonu ile anilin blue testinin gosterilmesi X400

*
4

Resim 4. Metanol fiksasyonu ile kromatin kondansasyonunun anilin mavisi ile gosterilmesi X400
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Resim 5. Formaldehit fiksasyonu ile anilin blue testi X400

Resim 6. Etil alkol fiksasyonu ile anilin mavisi testi X400
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S.TARTISMA:

Erkek infertilitesi kompleks bir hastalik olmakla beraber ¢esitli patolojileri de
icermektedir. Sperm fonksiyonlarinin incelenmesinde sperm kromatin anormallikleri
incelenmesi infertilite ¢aligmalarinin bir kismini olusturur(11,12,13,14,15). DNA’nin
biitiinliigi ve kalitesinin analiz edildigi test sistemlerinden, DNA paketlenmesi ve
matiirasyonunun incelendigi testler gelistirilmistir. Spermiyogenez sirasinda
protaminler ile yer degistiren, somatik hiicrede predominant olan ve histon olarak

adlandirilan niikleer proteinler spermatozoada 6nemli pargadir.

Disiilfid kopriili protaminler DNA’nin mindr pargalarina uyan temel
proteinlerdir. Fosfat gruplarmin negatif yiiklerini nétralize ederler ve bdylece
DNA’nin komsu zincirindeki major pargasina uyum saglamak icin lineer dizilim
olusturmasini1 saglarlar. Bu da yogunlasmis sperm niikleusunda DNA’nin total
voliimiin %90°dan fazlasin1 olusturmasi ile sonuglanir. Diger taraftan, mitotik
kromozomlardaki DNA %15 ve somatik hiicrelerde %5 civarindadir (27). Dengesiz
kromatin dagiliminda; histonlar sperm niikleusuna girer ve spermatozoon oosite
girdikten sonra, erkek genomundaki dekondansasyon problemine neden olur. Bu
nedenle spermiyogenez sirasinda, sperm maturasyon siirecinde anormallikler
gosteren bu hastalar subfertil veya infertildir (18,51,52). Sperm kromatin
anormalliklerinin nedeni; spermiogenez sirasinda DNA paketlenmesi sirasinda yada
paketlenmesi sonucu gergeklesir. Cevresel faktorler, gen mutasyonlar1 ve kromozom
anormallikleri spermiogenez sirasinda meydana gelirse kromatin yapida anormal bir
yapiya neden olur. Insan sperminde goriilen kromatin anormalliklerin neden
kaynaklandig1r tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda baslica 3 mekanizmadan
sozedilir. Bunlar; sperm kromatin paketlenmesi, programlanmis hiicre oliimii ve

oksidatif strestir (73).

Sperm kromatin hasarinda en dnemli etken olarak 16kositospermi’dir. Reaktif
oksijen tiirleri de spermin indiiklenmis ¢apraz hasarina neden olabilir. Sigara igen ve
icmeyenlerde goriilen DNA kiriklarinin sebebi oksidatif stres olma olasilig1 vardir.

Kanser tedavisinde uygulanan kemoterapi ve 1sin tedavisi gibi olaylara maruz
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kalindiginda sperm DNA hasar1 goriiliir ve bu olay bir siire devam edebilir. Son
olarak sperm hazirlama tekniginde yiiksek hiz santriflij islemi de sperm DNA
hasarma neden olabilir(10,61,62,63,64).

Sperm kromatin dagilimimin degerlendirilmesinde dnce de belirttigimiz gibi
cesitli metotlar vardir. Anilin mavisi boyasi, Toluidin mavisi boyas1 ve Kromomisin

A3 boyasi bunlara ornektir.

Anilin mavisi boyasi, lizinden zengin histonlar ile arginin zengin proteinler
arasindaki farki belirlememize yardimeci olmaktadir. Bu teknik lizin ic¢in pozitif
reaksiyon ihtiyacini karsilayarak spermin temel proteinindeki farkliliklarini ortaya
koymaktadir. Kisacas1t DNA protein yapisini belirlenmesinde yardimer olmaktadir.
Sperm hiicresinde, histon proteinlerinin ¢ok olmasi lizin proteinlerinin de ¢ok oldugu
anlamina gelmektedir. Bu nedenle mavi boyanir. Ancak protamin bakimindan zengin
sperm hiicrelerinde arginin/sistein proteinleri bulundugundan mavi renkle boyanma

goriilmez (18).

Anilin mavisi Sperm kromatin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla
laboratuvarda kullanilan asidik bir boyadir. Hasarli DNA’ya sahip spermler rezidiiel
histonlart agiga c¢ikararak anilin mavisi boyasmma baglanmada yatkinlik
saglamaktadir(18). Daha 6nce yapilan g¢alismalar incelendiginde,bazi galigmalarda
sperm kromatin kondensasyon anomalilerinin sperm motilitesi ,morfolojisi ve
konsantrasyonu ile iligkisi gosterilemedi, buna karsilik diger caligmalardaise
kondansasyon anomalilerinin DNA fragmentasyonu ile korelasyon gosterdigi

bulundu (74 ).

A. Sellami ve arkadaslar1 2013 de yaptiklar1 calismada kromatin matiiritesi ile
sperm parametrelerini karsilastirdilar , arastiricilar baz1 spesifik bas anomalilerinin
kondansasyon defekti ile korelasyon goOsterdigini, Ozellikle akrozomal
anormalliklerinin bu konuda 6nemi oldugunu gosterdiler ( 75 ). Arastiricilar genel
olarak protaminasyon anomalilerinin spermatogenezde ortaya ¢ikan bir hata ile
iliskili oldugu konusunda hemfikirdirler.Aoki ve Irez ve ark. Tarafindan yapilan
caligmalar sperm protamin yetersizliklerinin sperm konsantrasyonu, motilitesi

,morfolojisi ve DNA fragmentasyonu ile iliskili oldugunu gdstermistir (74-76).
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Kromatin yapisinin anormal olusu ile DNA hasarlarinin paralel seyrettigi pek

¢ok arastirmada gosterilmistir (77).

Calismamizda Anilin mavisi testinin farkli fiksatifler ile histonlarin
goriinebilmelerini test atme amaci ile kantitatif bir islem gerceklestirdik. Kuskusuz
bu testin dogru sonu¢ vermesi ¢ok dnemlidir. Calismamizda glutaraldehit fiksasyonu
gibi formaldehit fiksasyonunun da benzer sonug vermesi, yontemin uygulanmasinda
hem ekonomik hem de ¢ok bulunan bir fiksatif olmasi ag¢isindan formaldehitin

avantajini ortaya ¢ikarmistir.

Sonug olarak sperm kromatin matiiritesini gdsteren bir test olan anilin mavisi
testinin glutaraldehit fiksasyonu ile birlikte formaldehit fiksasyonu ile de giivenle

kullanilabilecegi calismamizda ortaya ¢ikmustir.
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