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ÖZET 

Sperm kromatininin bütünlüğü, özellikle ICSI uygulamalarında, fertilizasyon başarısında önemli rol oynar. Nüklear kromatin 
kondansasyonundaki azalış aniline blue, acridine orange, chromamycine A3 (CMA3) gibi boya ve fluorokromlarla değerlendirilir. Aniline 
blue, kondansasyon anomalisi ile birlikte morfolojisini de değerlendiren bir boyadır. Fluorokromlar fertilizasyon başarı hızı ile 
kondansasyon anomalisi arasındaki korelasyonu saptamada en güvenilir boyalar olarak bildirilmiştir. Kısıtlı miktarda olan ICSI materyali-
ne uygulanan bu boyalarda farklı fiksasyon protokolleri uygulanır. Bu çalışmada kromatin kondansasyonunu değerlendirmede uygulanan 
boyama metotlarında kullanılan en kısa ve pratik fiksasyon protokolünü bulmak amaçlandı. Toplam 5 hastanın swim-up yöntemi ile 
hazırlanan semen örnekleri Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk, oda sıcaklığında 2 saat ve % 3’lük glutaraldehitte 20 dk fikse edil-
di.Farklı protokollerle fikse edilen preparatlara aniline blue, acridine orange ve CMA3 boyamaları uygulandı. Boyanma kalitesi açısından 
gruplarda fark görülmedi. Her üç boyamada da Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk fiksasyonun yeterli olduğu görüşüne varıldı.  
Anahtar Kelimeler: Sperm kondansasyon anomalisi. Aniline blue. Acridine orange. Chromamycine A3.  

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 A3 (CMA3). 
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 4ºC or 2 hours at room temperature or 3% glutaraldehite for 20 minutes at room temperature. Aniline blue, acridine orange and 
CMA3 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 4ºC is satisfactory for all of the staining methods. 
Key Words: Sperm condansation anomalies. Aniline blue. Acridine orange. Chromamycine A3. 

 
Spermiyogenezisde, mayozun tamamlanması ile 
oluşan immatür spermatidler olgunlaşarak testiküler 
ya da olgun sperm formunu alırlar. Bu süreçte 
spermatid çekirdeğindeki histonların yerini 
protaminler alır. Pozitif yüklü protamin ve negatif 
yüklü DNA iskeleti arasında, moleküller arası kuv-
vetli etkileşim DNA’nın bazik karakterli protamine 
bağlanmasını kolaylaştırarak kromatin yoğunlaşma-
sına neden olur1. Protaminlerdeki disülfid çapraz 
bağlar sağlam bir yapı kazanarak kromatinin dirençli 

olmasını, stabilizasyonunu sağlar. Kondanse kroma-
tinde bulunan bu insolubl, inaktif kromatin genetik 
olarak aktif somatik nükleusda bulunandan çok fark-
lıdır. Kromatinin kondanse olarak sperm çekirdeği 
içine yerleşmesi, spermlerin oosit çevresindeki hare-
ketini kolaylaştırıcı bir özellik olarak kabul edilir. 
Diğer olumlu etkisi de DNA’yı mutajenlerden koru-
maktır. Pronüklear gelişim için kondanse formda 
olan kromatin sitoplazmada dağılır (dekondansasyon) 
ve erkek pronükleus membranı yeniden oluşur. 
Kondanse sperm kromatininin erkek pronükleus-
larındaki yaygın forma geçişi çok hızlı bir değişim-
dir. Kromatin dağılımı erkek pronükleusunun oluşu-
munda anahtar rol oynar.  
Sperm kromatin kondansasyonunun gelişimi (nükleu-
sun stabilizasyonu) her zaman tamamlanamaz. Bu 
gelişim anomalisi sonuçta spermin fertilizasyon yete-
neğini olumsuz yönde etkiler. Dolayısıyla sperm 
nükleusunun stabilitesi IVF uygulamalarında, doğal 
seleksiyonun gerçekleşmediği ICSI işlemlerinde 
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başarı oranını etkileyen önemli faktörlerden biridir. 
Sperm anormalliklerinin olduğu erkeklerde, spermde 
gevşek paketlenmiş (dekondanse) kromatin ve 
endojen sarmal kıvrımları daha çoktur2-4. Genetik 
olarak hasarlı sperm, ICSI sonrasında fertilizasyon 
sağlayabilse de, erkek pronükleusunun ilk klivaj 
bölünmesi ve sonrasındaki gelişim potansiyeli belir-
sizdir5.  
In vitro fertilizasyon ve ICSI sonuçlarında, kromatin 
defektlerindeki artış ile fertilizasyon hızındaki azalışı 
birbirine bağlayan birçok çalışma rapor edilmiştir6-9. 
Spermiumda nüklear kromatin kondansasyonunun 
değerlendirilmesi aniline blue, methyl blue, Giemsa, 
ethidium bromide, acridine orange ve chromomy-
cine A3 (CMA3) gibi boya ve fluorokromlar kullanı-
larak yapılabilir8, 10-13. Olgun spermin kromatini bu 
boyalara değişken bağlanma kapasitesi gösterir. Bu 
farklılığın, spermiyogenesis esnasında gerçekleşen 
nükleoprotein komponentlerinin modifikasyonundan 
dolayı paketlenme kalitesindeki anomalilerin yansı-
ması olduğuna inanılır.  
Bu metotlarda aniline blue lizinden zengin histonlara 
bağlanarak histon fazlalığını gösterir12. CMA3 bir 
fluorokromdur. Gevşek olarak paketlenmiş kroma-
tinde protamin eksikliğini gösterir ve DNA kırıkları-
nın uzunluğu ile ilişkilidir11, 12. Acridine orange, 
kromatin denaturasyona kromatin rezistansını göste-
rir. Literatürde CMA3 ve acridine orange için farklı 
protokollerde irritan özellikte Carnoy’un solüsyonu, 
aniline blue için %3’lük glutaraldehit gibi toksik 
fiksatifler önerilmektedir8-13.  
Bu çalışmada, kromatin kondansasyon anomalisini 
saptamada kullanılan ve literatürde birbirleriyle kore-
lasyonu konusunda ortak bir görüşün bulunmadığı 
CMA3, acridine orange ve aniline blue boyamaların-
da, halen bu metotlarda kullanılan fiksatifler arasın-
dan, her üç boya için de kullanılabilecek ve kısa 
sürede uygulanan ortak bir fiksasyon protokolü oluş-
turmak ve üç boya arasındaki korelasyonu değerlen-
dirmek amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Toplam 5 hastanın semen örneği 3-5 gün cinsel per-
hizin ardından mastürbasyon yoluyla toplandı. Se-
men örnekleri oda sıcaklığında 15-20 dk likefiye 
olması için bekletildi. Her bir hastadan alınan örnek-
ler swim-up tekniği ile hazırlandı. Örnekler 3 farklı 
tüpe, her tüpte 0.5 ml olacak şekilde bölündü. 
Fiksasyon aşamasında 1. tüpe Carnoy’un solüsyonu 
(methanol/asetik asit, 3/1) 1 ml eklendi ve 4ºC’de 5 
dk bekletildi. 2. tüpe aynı fiksatiften 1 ml konarak 
oda sıcaklığında 2 saat bekletildi. 3. tüp içine 1 ml 
%3’lük glutaraldehit eklendi ve oda sıcaklığında 30 
dk bekletildi. Fiksasyon süreleri tamamlanınca ör-
nekler santrifüj edildi, supernatant atılarak elde edi-
len pelletlerden yayma preparat hazırlandı. Sırasıyla 
1. tüpten 3 (CMA3, acridine orange ve aniline blue 

boyaması için), 2. tüpten 2 (acridine orange ve anili-
ne blue boyaması için), 3. tüpten 1 adet (aniline blue 
boyaması için) yayma preparat hazırlandı ve havada 
kurutuldu.  

Aniline Blue Boyaması 

Her hastanın farklı fiksasyon protokolü uygulanan 
(Carnoy’un solüsyonu 4ºC’de 5 dk, Carnoy’un solüs-
yonu oda sıcaklığında 2 saat, %3’lük glutaraldehit, 
oda sıcaklığında 30 dk) muamele edilen üç preparatı 
5 dk süreyle %5 aköz aniline blue solüsyonu 
(pH=3.5) ile boyandı. Preparatlar havada kurutulduk-
tan sonra immersiyon yağı kullanılarak ışık mikros-
kobunda x100 büyütmede değerlendirildi. Koyu mavi 
boyanmış sperm nükleusları aniline blue (+), boya 
almamış spermler anilin blue (-) olarak değerlendiril-
di. 

Acridine Orange Boyaması 

Her hastanın farklı iki fiksasyon protokolü uygulanan 
(Carnoy’un solüsyonu 4ºC’de 5 dk, Carnoy’un solüs-
yonu oda sıcaklığında 2 saat) iki preparatı taze hazır-
lanmış 0.19mg/ ml-1 acridine orange (10 ml %1’lik 
acridine orange solüsyonu, 40 ml 0.1 M sitrik asit, 
2.5 ml 0.2 M Na2HPO47H2O karışımı, pH 2.5) ile 
karanlıkta 5 dk süreyle boyandı. Distile suyla yıka-
nan preparatlar kurumadan lamelle kapatılarak 
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) 
kullanılarak fotograflandı. Yeşil fluoresan veren 
spermler normal DNA’lı sperm, sarı-oranj-kırmızı 
fluoresan verenler hasarlı DNA’ya sahip spermler 
olarak değerlendirildi. 

Chromamycine A3 (CMA3) Boyaması 

Her hastanın Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk 
fikse edilen preparatı 20 dk süreyle karanlıkta 200µl 
CMA3 (10 mM MgCl2 içeren 0.25 mg/ml-1 Mc 
Ilvaine tamponu içinde, pH 7.0) ile boyandı. Tam-
ponda yıkandıktan sonra preparat havada kurutuldu. 
Tamponlu gliserol ile kapatıldıktan 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) 
kullanılarak fotograflandı. Parlak sarı fluoresan veren 
spermler dekondanse, soluk-mat sarı boyananlar 
kondanse spermler olarak değerlendirildi. 

Bulgular 

Aniline blue ile boyanan farklı 3 fiksatifin kullanıldı-
ğı preparatlarda boyanma gerçekleşti (Şekil 1, 2, 3). 
Koyu mavi boyanan spermler kondansasyon anoma-
lisi pozitif olarak değerlendirildi. Spermlerin morfo-
lojileri üç grupta da net olarak değerlendirilebiliyor-
du.  
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Şekil 1: 

Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk fikse edilen 
semen örneğine uygulanan aniline blue boyamasında 

normal (aniline blue -, boya almamış) ve 
kondansasyon anomalisi olan (aniline blue +, 

 koyu mavi) spermler, x100. 

 
Şekil 2: 

Carnoy’un solüsyonunda oda sıcaklığında 2 saat 
fikse edilen semen örneğine uygulanan aniline blue 
boyamasında normal (aniline blue -, boya almamış) 

ve kondansasyon anomalisi olan  
(aniline blue +, koyu mavi) spermler, x100. 

 
Şekil 3: 

%3’lük glutataldehitte oda sıcaklığında 20 dk fikse 
edilen semen örneğine uygulanan aniline blue boya-
masında normal (aniline blue -, boya almamış) ve 

kondansasyon anomalisi olan  
(aniline blue +, koyu mavi) spermler, x100. 

 
Acridine orange ile boyanan farklı iki fiksatifin kul-
lanıldığı preparatlarda sperm başlarında yeşil,sarı, 
oranj ve kırmızı boyanmalar elde edildi (Şekil 4, 5). 

 
Şekil 4: 

Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk fikse edilen 
semen örneğine uygulanan acridine orange boyama-

sında normal (yeşil), ve kondansasyon anomalisi 
olan (sarı, oranj ve kırmızı) spermler, x100. 

 
Şekil 5: 

Carnoy’un solüsyonunda oda sıcaklığında 2 saat 
fikse edilen semen örneğine uygulanan acridine 

orange boyamasında normal (yeşil), ve 
kondansasyon anomalisi olan 

 (sarı, oranj ve kırmızı) spermler, x100. 
 
CMA3 boyaması uygulanan preparatlarda anormal 
kromatinli spermlerde parlak sarı ve normal kroma-
tinli spermlerde mat sarı boyanmalar görüldü (Şekil 
6). 

 
Şekil 6: 

Carnoy’un solüsyonunda 4ºC’de 5 dk fikse edilen 
semen örneğine uygulanan CMA3 boyamasında nor-

mal (mat sarı), ve kondansasyon anomalisi olan 
(parlak sarı) spermler, x100. 
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Tartışma 

IVF ve ICSI uygulamalarında sperm kromatin ano-
malileri ve fertilizasyon başarı oranı arasındaki ters 
korelasyona ait sonuçların bildirildiği birçok çalışma 
vardır6,7,9. Zayıf kromatin paketlenmesi ve muhtemel 
DNA hasarı, ICSI sonrası sperm dekondansasyon 
yetersizliği ile ilişkilidir ve fertilizasyon başarısızlığı 
ile sonuçlanır9. 
 Nüklear kromatin kondansasyonunun azalışı aniline 
blue14, acridine orange11,13,15 ve chromamycine A3

10-13 
gibi boya ve fluorokromlarla değerlendirilebilir. 
Yapılan çalışmalarda kromatin kondansasyonu ve 
fertilizasyon başarı hızı ile ters korelasyonun değer-
lendirilmesinde en güvenilir sonuçların CMA3 boya-
ması ile elde edildiği bildirilmiştir10-13. Uygulanabi-
lirliği açısından aniline blue boyaması daha pratik bir 
yöntemdir. Morfoloji ve kromatin kondansasyonunun 
değerlendirilmesi beraber yapılabilmektedir14. Henüz 
yayınlanmamış bir çalışmamızda 96 adet fertil ve 
subfertil hastanın semen örneklerinde anilin blue ile 
detaylı morfoloji ve kromatin kondansasyon anoma-
lisinin korelasyonu değerlendirilmiştir. Bazı morfolo-
jik formlarla (sitoplazmik droplet, küçük akrozomlu 
ve akrozomsuz spermler, immatür spermler) 
kondansasyon anomalisinin pozitif korelasyon gös-
terdiği saptanmıştır. ICSI’nin kullanılmasıyla şiddetli 
erkek infertilitesi faktörü olan olgularda başka seçe-
nek kalmadığında aberran ve immatür spermatozoa 
türleri enjekte edilebilmektedir. Bu, güvenli embriyo 
oluşumu açısından tartışmalı bir durumdur. Cebesoy 
ve ark.’nın16 çalışmasında acridine orange boyaması 
uyguladıkları ICSI sperm örneklerinde sperm morfo-
lojisi ile kromozom yapısı arasında net bir ilişki ol-
duğu bildirilmiştir.  
Aniline blue, acridine orange ve CMA3 boyama pro-
tokollerinde farklı fiksatifler uygulanmaktadır. Aynı 
metot için farklı fikastifleri değerlendiren çalışmalar 
mevcuttur. Sperm DNA’sına kriyopreservasyonun 
etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, % 2 
glutaraldehit, % 4 paraformaldehit, Diff Quik solüs-
yonu ve Carnoy’un solüsyonu kullanılarak acridine 
orange boyamasının sonuçları karşılaştırılmıştır15. 
Carnoy’un fiksatifinin DNA hasarının değerlendiril-
mesinde daha kaliteli, tanı koydurucu değerler verdi-
ği rapor edilmiştir. Kromatin kondansasyon anomali-
sinin değerlendirilmesinde kullanılan metotların aynı 
örnekte uygulanabilirliği, ICSI materyalinin kısıtlılığı 
nedeniyle problem oluşturmaktadır. Tek bir 
fiksasyon metodunun ardından farklı boyama 
prokollerini uygulamak, hem materyalin daha az 
kullanılması, hem de zaman kazancı ve pratik olması 
açısından tercih edilebilir bir yaklaşımdır. Bu çalış-
mada, CMA3 için uygulanan fiksasyon protokolü 
(Carnoy’un solüsyonu, 4ºC’de 5 dk) en kısa protokol 
olduğu için diğer metotlarda uygulanabilirliğini de-

ğerlendirmeyi amaçladık. Carnoy’un solüsyonunda 
4ºC’de 5 dk süreyle fikse edilen preparatlara uygula-
nan acridine orange ve aniline blue boyamalarında 
literatürde önerilen fiksatiflerle aynı boyanma kalite-
sinde preparatlar elde edilmiştir.  
Bulgularımız doğrultusunda; sperm kromatin 
kondansasyonunu değerlendirmek amacıyla uygula-
nan aniline blue, acridine orange boyamalarında 
Carnoy’un solüsyonunda 5 dk süreyle fiksasyonun 
yeterli olduğu ve bu amaçla kullanılabileceği sonu-
cuna varıldı. 
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