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ORIJINAL YAZI

Farkh Fiksasyon Protokolleri ile Sperm Kromatin
Kondansasyon Anomalisinin Degerlendirilmesi

Berrin AVCI

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

OZET

Sperm kromatininin biitiinliigii, 6zellikle ICSI uygulamalarinda, fertilizasyon basarisinda 6nemli rol oynar. Niiklear kromatin
kondansasyonundaki azalis aniline blue, acridine orange, chromamycine A; (CMA;) gibi boya ve fluorokromlarla degerlendirilir. Aniline
blue, kondansasyon anomalisi ile birlikte morfolojisini de degerlendiren bir boyadir. Fluorokromlar fertilizasyon basart hizi ile
kondansasyon anomalisi arasindaki korelasyonu saptamada en giivenilir boyalar olarak bildirilmistir. Kisitl miktarda olan ICSI materyali-
ne uygulanan bu boyalarda farkli fiksasyon protokolleri uygulanir. Bu ¢alismada kromatin kondansasyonunu degerlendirmede uygulanan
boyama metotlarinda kullanilan en kisa ve pratik fiksasyon protokoliinii bulmak amaglandi. Toplam 5 hastanin swim-up yontemi ile
hazirlanan semen 6rnekleri Carnoy’un soliisyonunda 4°C’de 5 dk, oda sicakliginda 2 saat ve % 3’liikk glutaraldehitte 20 dk fikse edil-
di.Farkli protokollerle fikse edilen preparatlara aniline blue, acridine orange ve CMA; boyamalar1 uygulandi. Boyanma kalitesi agisindan
gruplarda fark goriilmedi. Her ii¢ boyamada da Carnoy’un soliisyonunda 4°C’de 5 dk fiksasyonun yeterli oldugu goriisiine varildi.

Anahtar Kelimeler: Sperm kondansasyon anomalisi. Aniline blue. Acridine orange. Chromamycine A;.

Evaluation of Sperm Decondansation Anomalies with Different Fixation Protocols

SUMMARY

The integrity of sperm chromatin may play an important role for fertilization success, particularly in ICSI applications. Decreased nuclear
chromatin condensation is assessed by using stain and fluorochroms such as aniline blue, acridine orange and chromamycine A; (CMA;).
Aniline blue is a stain that evaluates sperm morphology together with chromatin condensation anomalies. Fluorochroms are suggested that
they are the most reliable stain for assessment of correlation between condensation anomalies and fertilization success. There are used
different fixation protocols for these staining methods. .In this study, it is aimed to find the most practical and brief fixation protocole for
evaluation of chromatin condensation. A total of 5 semen samples prepared by swim-up technic were fixed with Carnoy’s solution for 5
minutes at 4°C or 2 hours at room temperature or 3% glutaraldehite for 20 minutes at room temperature. Aniline blue, acridine orange and
CMA; were applied on slides fixed with different fixatives. No staining quality difference was observed between groups. Our results
showed that fixation with Carnoy’s solution for 5 minutes at 4°C is satisfactory for all of the staining methods.

Key Words: Sperm condansation anomalies. Aniline blue. Acridine orange. Chromamycine A;.

Spermiyogenezisde, mayozun tamamlanmasi ile olmasini, stabilizasyonunu saglar. Kondanse kroma-

olusan immatiir spermatidler olgunlasarak testikiiler
ya da olgun sperm formunu alirlar. Bu siirecte
spermatid  ¢ekirdegindeki  histonlarm  yerini
protaminler alir. Pozitif yiiklii protamin ve negatif
yiikli DNA iskeleti arasinda, molekiiller arasi kuv-
vetli etkilesim DNA’nin bazik karakterli protamine
baglanmasii kolaylastirarak kromatin yogunlagma-
sna neden olur'. Protaminlerdeki disiilfid gapraz
baglar saglam bir yap1 kazanarak kromatinin direngli
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tinde bulunan bu insolubl, inaktif kromatin genetik
olarak aktif somatik niikleusda bulunandan ¢ok fark-
lidir. Kromatinin kondanse olarak sperm g¢ekirdegi
icine yerlesmesi, spermlerin oosit ¢evresindeki hare-
ketini kolaylastirici bir 6zellik olarak kabul edilir.
Diger olumlu etkisi de DNA’y1 mutajenlerden koru-
maktir. Proniiklear gelisim i¢in kondanse formda
olan kromatin sitoplazmada dagilir (dekondansasyon)
ve erkek proniikleus membrani yeniden olusur.
Kondanse sperm kromatininin erkek proniikleus-
larindaki yaygin forma gegisi ¢ok hizli bir degisim-
dir. Kromatin dagilimi erkek proniikleusunun olusu-
munda anahtar rol oynar.

Sperm kromatin kondansasyonunun gelisimi (niikleu-
sun stabilizasyonu) her zaman tamamlanamaz. Bu
gelisim anomalisi sonugta spermin fertilizasyon yete-
negini olumsuz yonde etkiler. Dolayistyla sperm
niikleusunun stabilitesi [VF uygulamalarinda, dogal
seleksiyonun gergeklesmedigi ICSI islemlerinde
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basar1 oranini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir.
Sperm anormalliklerinin oldugu erkeklerde, spermde
gevsek paketlenmis (dekondanse) kromatin ve
endojen sarmal kivrimlari daha goktur’™. Genetik
olarak hasarli sperm, ICSI sonrasinda fertilizasyon
saglayabilse de, erkek proniikleusunun ilk klivaj
boliinmesi ve sonrasindaki gelisim potansiyeli belir-
sizdir’.

In vitro fertilizasyon ve ICSI sonuglarinda, kromatin
defektlerindeki artis ile fertilizasyon hizindaki azalist
birbirine baglayan birgok ¢alisma rapor edilmistir®’.
Spermiumda niiklear kromatin kondansasyonunun
degerlendirilmesi aniline blue, methyl blue, Giemsa,
ethidium bromide, acridine orange ve chromomy-
cine A; (CMA;) gibi boya ve fluorokromlar kullani-
larak yapilabilir® "', Olgun spermin kromatini bu
boyalara degisken baglanma kapasitesi gosterir. Bu
farkliligin, spermiyogenesis esnasinda gerceklesen
niikleoprotein komponentlerinin modifikasyonundan
dolay1 paketlenme kalitesindeki anomalilerin yansi-
masi olduguna inanilir.

Bu metotlarda aniline blue lizinden zengin histonlara
baglanarak histon fazlahigmi gosterir'>. CMA; bir
fluorokromdur. Gevsek olarak paketlenmis kroma-
tinde protamin eksikligini gosterir ve DNA kiriklari-
nin uzunlugu ile iliskilidir'" '2. Acridine orange,
kromatin denaturasyona kromatin rezistansini goste-
rir. Literatirde CMA; ve acridine orange igin farkli
protokollerde irritan 6zellikte Carnoy’un soliisyonu,
aniline blue i¢in %3’liikk glutaraldehit gibi toksik
fiksatifler Gnerilmektedir®"?.

Bu caligmada, kromatin kondansasyon anomalisini
saptamada kullanilan ve literatiirde birbirleriyle kore-
lasyonu konusunda ortak bir goriisiin bulunmadigi
CMA,;, acridine orange ve aniline blue boyamalarin-
da, halen bu metotlarda kullanilan fiksatifler arasin-
dan, her ti¢ boya icin de kullanilabilecek ve kisa
stirede uygulanan ortak bir fiksasyon protokolii olus-
turmak ve li¢ boya arasindaki korelasyonu degerlen-
dirmek amaglanmuistir.

Gereg ve Yontem

Toplam 5 hastanin semen 6rnegi 3-5 giin cinsel per-
hizin ardindan mastiirbasyon yoluyla toplandi. Se-
men Ornekleri oda sicakliginda 15-20 dk likefiye
olmasi igin bekletildi. Her bir hastadan alinan 6rnek-
ler swim-up teknigi ile hazirlandi. Ornekler 3 farkli
tipe, her tipte 0.5 ml olacak sekilde boliindii.
Fiksasyon asamasinda 1. tiipe Carnoy’un soliisyonu
(methanol/asetik asit, 3/1) 1 ml eklendi ve 4°C’de 5
dk bekletildi. 2. tiipe ayni fiksatiften 1 ml konarak
oda sicakliginda 2 saat bekletildi. 3. tiip igine 1 ml
%?3’likk glutaraldehit eklendi ve oda sicakliginda 30
dk bekletildi. Fiksasyon siireleri tamamlaninca or-
nekler santrifiij edildi, supernatant atilarak elde edi-
len pelletlerden yayma preparat hazirlandi. Sirasiyla
1. tiipten 3 (CMA;, acridine orange ve aniline blue
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boyamasi igin), 2. tiipten 2 (acridine orange ve anili-
ne blue boyamasi i¢in), 3. tiipten 1 adet (aniline blue
boyamasi i¢in) yayma preparat hazirlandi ve havada
kurutuldu.

Aniline Blue Boyamasi

Her hastanin farkli fiksasyon protokolii uygulanan
(Carnoy’un soliisyonu 4°C’de 5 dk, Carnoy’un soliis-
yonu oda sicakliginda 2 saat, %3’liik glutaraldehit,
oda sicakliginda 30 dk) muamele edilen ii¢ preparati
5 dk siireyle %5 akdz aniline blue soliisyonu
(pH=3.5) ile boyandi. Preparatlar havada kurutulduk-
tan sonra immersiyon yagi kullanilarak 1sik mikros-
kobunda x100 biiyilitmede degerlendirildi. Koyu mavi
boyanmis sperm niikleuslar1 aniline blue (+), boya
almamis spermler anilin blue (-) olarak degerlendiril-
di.

Acridine Orange Boyamasi

Her hastanin farkli iki fiksasyon protokolii uygulanan
(Carnoy’un soliisyonu 4°C’de 5 dk, Carnoy’un soliis-
yonu oda sicakliginda 2 saat) iki preparati taze hazir-
lanmus 0.19mg/ ml™” acridine orange (10 ml %1°lik
acridine orange soliisyonu, 40 ml 0.1 M sitrik asit,
2.5 ml 0.2 M Na,HPO,7H,0 karisimi, pH 2.5) ile
karanlikta 5 dk siireyle boyandi. Distile suyla yika-
nan preparatlar kurumadan lamelle kapatilarak
epifluoresan mikroskop (Nikon E600) ile triple ince-
lendi ve Quips Imaging System ve filtre seti (triple;
dapi/red/green, dual color; red/green, single red,
single green, single aqua, and single gold. Vysis)
kullanilarak fotograflandi. Yesil fluoresan veren
spermler normal DNA’l1 sperm, sari-oranj-kirmizi
fluoresan verenler hasarli DNA’ya sahip spermler
olarak degerlendirildi.

Chromamycine A; (CMA3) Boyamasi

Her hastanin Carnoy’un soliisyonunda 4°C’de 5 dk
fikse edilen preparati 20 dk siireyle karanlikta 200ul
CMA; (10 mM MgCl, iceren 0.25 mg/ml’ Mc
Ilvaine tamponu ic¢inde, pH 7.0) ile boyandi. Tam-
ponda yikandiktan sonra preparat havada kurutuldu.
Tamponlu  gliserol ile  kapatildiktan  sonra
epifluoresan mikroskop (Nikon E600) ile triple ince-
lendi ve Quips Imaging System ve filtre seti (triple;
dapi/red/green, dual color; red/green, single red,
single green, single aqua, and single gold. Vysis)
kullanilarak fotograflandi. Parlak sar1 fluoresan veren
spermler dekondanse, soluk-mat sar1 boyananlar
kondanse spermler olarak degerlendirildi.

Bulgular

Aniline blue ile boyanan farkli 3 fiksatifin kullanildi-
g1 preparatlarda boyanma gergeklesti (Sekil 1, 2, 3).
Koyu mavi boyanan spermler kondansasyon anoma-
lisi pozitif olarak degerlendirildi. Spermlerin morfo-
lojileri ii¢ grupta da net olarak degerlendirilebiliyor-
du.
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Sekil 1:

Carnoy 'un soliisyonunda 4°C’de 5 dk fikse edilen
semen ornegine uygulanan aniline blue boyamasinda
normal (aniline blue -, boya almamig) ve
kondansasyon anomalisi olan (aniline blue +,
koyu mavi) spermler, x100.

<

%
Sekil 2:

Carnoy 'un soliisyonunda oda sicakliginda 2 saat
fikse edilen semen 6rnegine uygulanan aniline blue
boyamasinda normal (aniline blue -, boya almamus)

ve kondansasyon anomalisi olan

(aniline blue +, koyu mavi) spermler, x100.

Sekil 3:

%3 ’liik glutataldehitte oda sicakliginda 20 dk fikse
edilen semen érnegine uygulanan aniline blue boya-
maswmnda normal (aniline blue -, boya almamig) ve
kondansasyon anomalisi olan
(aniline blue +, koyu mavi) spermler, x100.

Acridine orange ile boyanan farkli iki fiksatifin kul-
lanildig1 preparatlarda sperm baglarinda yesil,sari,
oranj ve kirmizi boyanmalar elde edildi (Sekil 4, 5).

Sekil 4:
Carnoy 'un soliisyonunda 4°C’de 5 dk fikse edilen
semen ornegine uygulanan acridine orange boyama-
sinda normal (yesil), ve kondansasyon anomalisi
olan (sar1, oranj ve kirmizi) spermler, x100.

Sekil 5:

Carnoy 'un soliisyonunda oda sicakliginda 2 saat
fikse edilen semen érnegine uygulanan acridine
orange boyamasinda normal (yesil), ve
kondansasyon anomalisi olan
(sar1, oranj ve kirmizi) spermler, x100.

CMA; boyamasi uygulanan preparatlarda anormal
kromatinli spermlerde parlak sar1 ve normal kroma-
tinli spermlerde mat sar1 boyanmalar goriildii (Sekil
6).

Sekil 6:

Carnoy 'un soliisyonunda 4°C’de 5 dk fikse edilen
semen ornegine uygulanan CMA; boyamasinda nor-
mal (mat sari), ve kondansasyon anomalisi olan
(parlak sari) spermler, x100.
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Tartisma

IVF ve ICSI uygulamalarinda sperm kromatin ano-
malileri ve fertilizasyon basari orani arasindaki ters
korelasyona ait sonuglarin bildirildigi bir¢ok ¢alisma
vardir®”’. Zayif kromatin paketlenmesi ve muhtemel
DNA hasar1, ICSI sonrast sperm dekondansasyon
yetersizligi ile iliskilidir ve fertilizasyon basarisizlig
ile sonuglanir’.

Niiklear kromatin kondansasyonunun azalisi aniline
blue', acridine orange'"'*'* ve chromamycine A;'*"
gibi boya ve fluorokromlarla degerlendirilebilir.
Yapilan caligmalarda kromatin kondansasyonu ve
fertilizasyon bagar1 hizi ile ters korelasyonun deger-
lendirilmesinde en giivenilir sonuglarin CMA; boya-
masi ile elde edildigi bildirilmistir'*"®. Uygulanabi-
lirligi agisindan aniline blue boyamasi daha pratik bir
yontemdir. Morfoloji ve kromatin kondansasyonunun
degerlendirilmesi beraber yapilabilmektedir'*. Heniiz
yaymlanmamig bir ¢aligmamizda 96 adet fertil ve
subfertil hastanin semen drneklerinde anilin blue ile
detaylt morfoloji ve kromatin kondansasyon anoma-
lisinin korelasyonu degerlendirilmistir. Bazi morfolo-
jik formlarla (sitoplazmik droplet, kii¢iik akrozomlu
ve akrozomsuz spermler, immatiir spermler)
kondansasyon anomalisinin pozitif korelasyon gos-
terdigi saptanmistir. ICSI’nin kullanilmasiyla siddetli
erkek infertilitesi faktorii olan olgularda bagka sece-
nek kalmadiginda aberran ve immatiir spermatozoa
tiirleri enjekte edilebilmektedir. Bu, giivenli embriyo
olusumu agisindan tartigmali bir durumdur. Cebesoy
ve ark.’nin'® ¢alismasinda acridine orange boyamasi
uyguladiklart ICSI sperm 6rneklerinde sperm morfo-
lojisi ile kromozom yapist arasinda net bir iliski ol-
dugu bildirilmistir.

Aniline blue, acridine orange ve CMA; boyama pro-
tokollerinde farkli fiksatifler uygulanmaktadir. Ayni
metot i¢in farkli fikastifleri degerlendiren ¢aligmalar
mevcuttur. Sperm DNA’sina kriyopreservasyonun
etkisinin  aragtirildigit  bir ¢aligmada, % 2
glutaraldehit, % 4 paraformaldehit, Diff Quik soliis-
yonu ve Carnoy’un soliisyonu kullanilarak acridine
orange boyamasmim sonuglart karsilastirilmistir'.
Carnoy’un fiksatifinin DNA hasarinin degerlendiril-
mesinde daha kaliteli, tan1 koydurucu degerler verdi-
gi rapor edilmistir. Kromatin kondansasyon anomali-
sinin degerlendirilmesinde kullanilan metotlarin ayni
ornekte uygulanabilirligi, ICSI materyalinin kisitlilig1
nedeniyle problem olusturmaktadir. Tek bir
fiksasyon metodunun ardindan farkli boyama
prokollerini uygulamak, hem materyalin daha az
kullanilmasi, hem de zaman kazanci ve pratik olmasi
agisindan tercih edilebilir bir yaklasimdir. Bu ¢alis-
mada, CMA; i¢in uygulanan fiksasyon protokolii
(Carnoy’un soliisyonu, 4°C’de 5 dk) en kisa protokol
oldugu i¢in diger metotlarda uygulanabilirligini de-
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gerlendirmeyi amagladik. Carnoy’un soliisyonunda
4°C’de 5 dk siireyle fikse edilen preparatlara uygula-
nan acridine orange ve aniline blue boyamalarinda
literatiirde Onerilen fiksatiflerle ayn1 boyanma kalite-
sinde preparatlar elde edilmistir.

Bulgularimiz  dogrultusunda;  sperm  kromatin
kondansasyonunu degerlendirmek amaciyla uygula-
nan aniline blue, acridine orange boyamalarinda
Carnoy’un soliisyonunda 5 dk siireyle fiksasyonun
yeterli oldugu ve bu amagla kullanilabilecegi sonu-
cuna varildi.
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