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Insan spermatozoasinda genis nukleer vakuol
anormal kromatin paketlenmesini gosterir
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Sperm DNA hasar yardimci ireme teknikleri (yar
sonuglarini olumsuz ve bulgular infertil erkeklerde fertil
erkeklere oranla daha fazla sperm DNA hasar oldugunu
gostermektedir. Bartoov ve ark. ylksek goériintiilemede
hareketli spermlerin degerlendirmesinde kullanilan motil
sperm organel morfolojik inceleme (MSOME) isimli y&n-
temi tanimlamislardir. Bu yéntemle sperm anomalisi ile
DNA hasar arasindaki iliskiden yola cikilarak yiiksek
gorintilemede morfolojilik anomalili sperm degerlendi-
rilmesi yapilarak, ICSI sonuclarinin daha iyilestirilmesi
amaciyla secilmis sperm ile mikroenjeksiyon tekniginin
uygulandigl IMSI yéntemi gelistirilmistir. DNA hasarinin
gelisim nedenleri arasinda apoptozis, oksidatif stres ve
anormal kromatin yapilanmasi bulunmaktadir. MSOME
siniflamasi sirasinda anormal DNA yapisi ile iliskili niikleer
anormaliler arasinda 6zellikle de niikleer alanin %50’sin-
den fazlasini iceren genis nikleer vakuol (GNV) varligi
6nemlidir.

Bir polimeraz inhibit6rii olan chromomycin A3 (CMA3)
normal protaminlerin indirekt degerlendiriimesinde kulla-
nilan bir yontemdir. Yapilan calismalarda protamin ve
CMA3 arasinda spermatozoanin protaminasyon derecesi
bakimindan ters bir iliski oldugunu belirtiimektedir. CMA3
varliginda polimeraz 1'in DNA’ya baglanmasi 6nlenmekte-
dir. Yapilan ¢ahismalarda CMA3 negatif spermatozalarin
hemen higbirisi ¢iplak DNA sarmali icermedigi belirtilmek-
tedir. Clinkii CMA3 bu spermlerin DNA’sina erisemez. Bu
bulgulardan yol cikarak bu ¢alismada GNV olan spermlerde
normal veya anormal sperm kromatin yapilanmasi varligi-
nin CMA3 boyasi ile degerlendirilmesi yoluna gidilmistir.

Toplam 66 hastadan taze sperm 6regi alinarak deger-
lendirme yapildi. MSOME degerlendirilmesi 0,02 ml eja-
killat pelletinde daha 6nce tanimlanan yéntemlerle hazir-
lanarak Nomarski kamerasinda ve 8400X biiyiitme altinda
yapildi. Diiz, simetrik ve oval yapilanma normal niikleer
yapi varligl olarak kabul edildi. Normal sperm basi

4,75+2,8 pm boyunda ve 3,28+0,20 pym genisliginde
Olciildi. GNV ise modifiye Bartoov siniflamasi olarak
sperm niikleer alaninin %50’sinden daha biiylik bir veya
daha fazla vakuol varlig olarak tanimlandi.

Sperm kromatin yapisi normal ve GNV’li spermleri
iceren yaymada CMA3 boyasi ile degerlendirildi ve soluk
CMA3 boyanma normal, parlak CMA3 boyanma ise anor-
mal kromatin yapisi olarak kabul edildi.

MSOMLE degerlendirmesine gore 66 hastada yapilan
semen analizinde degerlendirilen spermlerin
%1,04+0,96’s1 normal, %30,1+17,8’si GNV’li spermler
olarak ayrildi. CMA3 boyanmasi sonuglari incelendiginde
normal spermatozoalarin (n=835) 337’si (%40,3), GNV'lii
spermatozoalarin (n=1351) ise 719’u (%53,2) pozitif
boyanma goésteriyordu. CMA3 boyanan spermatozoa ora-
ni GNV'lii spermlerde normal spermlere gore istatistiksel
olarak anlamli farkl idi (p<0,0001). Negatif boyanan sper-
matozoalarin ise 498’i normal, 632’si GNV'li idi.

YUT uygulamalarindaki &nemli sorunlar ¢coklu embriyo
transferleri, tekrarlayan basarisiz uygulamalar, negatif
gebelik sonuglar ve genetik anomali veya konjenital mal-
formasyon oranlarindaki artislardir. Ancak, bu sorunlarin
YUT’nin neden oldugu genetik sorunlardan mi kaynaklan-
dig1 yoksa infertil bireylerin sahip temel sorunlardan mi
kaynaklandigi halen daha net degildir. MSOME yéntemi-
nin kullanilarak secilmis sperm ile islem yapilmasi daha iyi
YUT sonuglarini saglamasi ve bu konularin aciklanmasi agi-
sindan faydali olabilir gibi g&riinmektedir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda GNV varliginin kéti
YUT sonuclar ve artmis DNA fragmantasyonu ile iliskili
oldugunu ortaya koymustur. Ancak, Perdrix ve ark. GNV’lu
spermatozoalarda DNA fragmantasyonunun artmadigini
belirtmistir. Arastirmacilar bu verilerini iki noktaya dayan-
dirmaktadirlar. Bunlardan ilki dogal siirecte DNA fragman-
tasyonu oncesinde hicbir degerlendirme yénteminin
olmamasidir. Olii spermatozoalar normal analizde incele-
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nirken GNV’li spermatozoalann degerlendirilmesi 6zel
tekniker ile yapilmaktadir. ikincisi ise GNV tanimindaki
farkhlklardir. Bazi arastirmacilar GNV’Ii %50’den fazla bir
veya iki vakuol olarak tanimlarken bazi arastirmacilar
sperm niikleer alaninin %13’linden daha biiyiik vakuol ala-
ni olarak tanimlamaktadirlar. Son yapilan bir calismada ise
GNV varliginin akrozom reaksiyonu yoklugu ile iliskili
oldugu belirtilmistir.

Sperm DNA'sinda histonlann protaminlerle yer degis-
tirmesi DNA hasarindan korunmada esas mekanizmadir.
Sperm kromatin yapilanmasi spermatozoay kimyasal ve
fiziksel hasarlardan koruyucudur. CMA3 boyanmasi prota-
min degerlendirmesi i¢in kullanilan bir yéntemdir ve nor-
mal protamin varliginda boyanma izlenmezken protamin
yoklugunda parlak boyanma izlenir.
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Bu calismada normal ve vakuollli spermatozoalarin
CMA3 ile boyanmasinin GNV’lerin anormal protamin yapi-
lanmasi ile ortaya ¢ikan sperm DNA hasan ile iliskili olup
olmadig1 degerlendirilmistir. CMA3 pozitif boyanma olan
spermatozoa orani GNV’l{i spermatozoalarda normal sper-
matozoalara oranla daha fazladir izlenmis ve bu durumun
DNA hasarn ile kolaylastigi saptanmistir. Sonug olarak,
genis vakuoller ylksek biyitme altinda MSOME ile
degerlendirilebildigi i¢in bu spermlerden kaginilmalidir.
Diger taraftan, yiliksek gériintiileme tekniginin ICSI asama-
sinda motil sperm seciminde kullaniimalidir.
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