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Giriş

İnfertil çiftlerin yaklaşık %20’sinde sadece erkek faktörü 

temel nedendir. Kadın ve erkek faktörü birlikteliği de dahil 

edilirse bu oran %30-%40’lara ulaşmaktadır.(1, 2) 

Günümüzde, erkek infertilitesinin değerlendirilmesinde rutin 

semen analizi kullanılmaktadır ancak infertil erkeklerin yak-

laşık %15’inde normal semen analiz sonuçlarına rağmen 

infertilitenin kesin tanısı rutin semen analizi ile konulama-

maktadır.(3, 4) Dolayısıyla fertil ve infertil erkeği kesin olarak 

birbirinden ayıracak, gebelik sonuçlarını öngörecek yeni 

belirteçlere ihtiyaç artmıştır ve dikkatler sperm DNA bütün-

lüğü üzerine yoğunlaşmıştır. 

Son on yıllık süreçte, erkek infertilitesinde sperm nükleer 

DNA bütünlüğünün rolünü araştıran çalışmalar artmıştır. Bu 

çalışmalarda erkek infertiltesini öngörmede sperm DNA 

bütünlüğünün rutin semen analizine göre daha iyi bir belirteç 

olabileceği hipotezi savunulmuştur. Sperm DNA hasarının 

infertil erkeklerde fertil erkeklere oranla daha fazla görüldüğü 

ve sperm DNA hasarının bu hastalarda fertilite potansiyelini 

negatif etkilediği kanıtlanmıştır.(5-10) Düşük sayı, motilite ve 

anormal morfoloji gibi bozuk semen parametreleri sıklıkla 

yüksek sperm DNA hasarı ile birliktelik göstermektedir ancak 

normal semen paramaterelerine sahip hastaların %8’inde 

sperm DNA hasarı olduğu da bilinmektedir.(9, 10) İlaveten, 

hasarlı DNA’ya sahip spermlerin intrastoplazmik sperm 

enjeksiyonunda (ICSI) kullanımına bağlı potansiyel sonuçları 

konusunda kaygılar mevcuttur.(11) 

Son on yıllık süreçte, insan sperm DNA bütünlüğünü 

değerlendirmek amacıyla birçok test çeşitli çalışmalarda 

kullanılmıştır ancak bu testlerin kesin olarak neyi ölçtüğü, 

normal ve anormal eşik değerlerinin ne olduğu, anormal 

sonuçların klinikte hastalara yansımasının neler olduğu ve 

etkinlikleri gibi birçok soru halen tam anlamıyla cevap bula-

mamıştır. Bu derlemede, sperm DNA hasarını saptama 

yöntemleri ve bunların klinik sonuçları değerlendirilecektir.

Sperm DNA Bütünlüğünü Değerlendiren 
Testler

Sperm Kromatin Yapısı Tayini (Sperm Chromatin 
Structure Assay) (SCSA)
SCSA testi ilk defa 25 yıl önce tarif edilmiştir.(12) Bu test 

anormal kromatin yapısına sahip DNA’nın asit veya ısı dena-

Sperm DNA bütünlüğünü farklı yönlerden değerlendiren birçok test 

olmakla birlikte optimal teknik veya uygun klinik eşik değer seviyesi 

konusunda henüz bir fikir birliği yoktur. İnfertil erkeklerde  sperm 

DNA hasarı yüksek olarak saptanmaktadır ve yardımcı üreme tek-

niklerinin başarı oranları ile ters ilişkilidir. Buna rağmen, sperm DNA 

hasarının IVF ve ICSI sonuçlarına olan etkisi halen tartışmalıdır. ICSI 

için kullanılan hasarlı sperm DNA’sının doğacak çocukta oluştura-

bileceği potansiyel etkiler konusunda bilgilerimiz henüz başlangıç 

aşamasındadır ve ileri araştırmalar gerektirmektedir. Sperm DNA 

bütünlüğünün erkek infertilitesi üzerindeki potansiyel etkisi bilin-

mekle birlikte, sperm DNA hasarının oluşum mekanizmalarını ve 

üreme sonuçlarında klinik anlamlılığını ortaya koyacak geniş serili 

çalışmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar kelimeler: DNA hasarı, sperm, infertilte

A large number of tests are available to assess different aspects of 

sperm DNA integrity, but there remains no consensus on the optimal 

technique or appropriate clinical cut-off levels. High levels of sperm 

DNA damage are found in infertile men and have a negative correla-

tion with assisted reproductive technology outcomes. However, the 

impact of sperm DNA damage on IVF and ICSI reproductive out-

comes remain more controversial. Understanding of the potential 

consequences on the offspring of using sperm with DNA damage 

in ICSI remains very basic and warrants further investigation. While 

the testing of sperm DNA integrity has a potential impact on male in-

fertility, additional studies and large scale trials are needed to further 

elucidate and define the mechanisms of sperm DNA damage and 

their clinical significance in reproductive outcomes.
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türasyonuna daha yatkın olması prensibine dayanmaktadır.

(13, 14) SCSA testi, akridin turuncusunun renk değiştiren 

özelliğini kullanarak, asitle indüklenmiş denatürasyona 

sperm DNA’sının duyarlılığını ölçmektedir. Akridin turuncu-

sunun asit eklendikten sonra yeşilden kırmızıya dönüşümü 

akım sitometri yöntemiyle tayin edilmekte ve DNA denatü-

rasyon genişliği saptanmaktadır.(13, 15) SCSA testi ile 

öçülen parametre DNA denatürasyonunu gösteren DNA 

fragmantasyon indeksi (DFI) dir.

Akridin Turuncu Testi (Acridine Orange Test) (AOT)
AOT testi de SCSA ile benzer prensiplere dayanmakta-

dır. Akridin turuncusunun asitli ortamda yeşilden kırmızıya 

dönüşmesi ile DNA denatürasyon genişliğini floresan mik-

roskopta değerlendirmesi esasına dayanır. SCSA testine 

göre daha basit, ucuz ve SCSA’da olduğu gibi eğitimli bir 

teknisyen gerektirmemektedir.(16) Ancak, bulanık renkler, 

hızlı renk kaybolması ve heterojen boyanmaların çıplak 

gözle yorumlanmasındaki zorluklar bu testin negatif yönleri-

ni oluşturmaktadır.(17) 

Toludin Mavisi (Toluidine Blue) (TB)
TB sperm kromatin bütünlüğünü değerlendirmek için 

kullanılan temel boyadır. Zayıf paketlenmiş kromatine ve/

veya hasarlı DNA’ya sahip nükleustaki sperm DNA’sının 

fosfat rezidüleri TB gibi baz boyalara bağlanmaya daha 

eğilimlidir.(18) Bu nedenle ışık mikroskopta hasarlı sperm 

mavi ile boyanırken normal sperm renksiz kalacaktır. Test 

bu prensibe dayanmaktadır.

Anilin Mavisi (Aniline Blue)
Anilin mavisi sperm kromatin bütünlüğünü değerlendir-

mek için kullanılan asidik bir boyadır. Hasarlı DNA’ya sahip 

sperm sıklıkla rezidüel histonları açığa çıkarmaktadır. Bu rezi-

düel histonlar zayıf kromatin paketlenmesine, ana nükleopro-

teinlere kolay ulaşılmasına ve de anilin mavisi gibi asidik 

boyalara bağlanmaya yatkınlığa yol açmaktadırlar.(19, 20)

TUNEL [The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated Deoxyuridine (TdT) Triphosphate (dUTP) 
Nick End Labeling Assay]
Bu test direkt olarak DNA kırıklarını ölçmektedir.(21) TdT 

enziminin katalize ettiği bir reaksiyonla tek veya çift zincir 

DNA kırıklarına dUTP birleştirilir ve bu DNA kırıkları işaretlenir. 

İşaretlenen bu kırıklar ışık mikroskopisi, floresan mikroskopi 

ya da akım sitometrisi ile ölçülür.(21) Sonrasında spermler 

TUNEL pozitif ya da negatif olarak sınıflandırılır ve total 

sperm populasyonuna oranlanır (Resim 1A). 

Asıl Çentik Okuma Tayini (In Situ Nick Translation 
Assay) (NT)
NT, TUNEL testine benzer bir mekanizma olan dUTP’ın 

DNA kırıkları ile birleşmesi esasına dayanarak sperm DNA 

hasarını tespit eden bir yöntemdir. Ancak, TUNEL testi hem 

tek hem de çift zincir DNA kırıklarını tespit ederken NT 

sadece tek zincir DNA kırıklarını tespit etmektedir. NT tes-

tinde bu kırıkların tespitinde DNA polimeraz I’in katalize 

ettiği bir enzimatik reaksiyon kullanılmaktadır. Rölatif olarak 

basit uygulanabilir test olsa da diğer testlere göre sensitivi-

tesi düşüktür.(22)

Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET)
Tek hücre jel elektroforezi sperm DNA hasarını direkt 

değerlendiren bir diğer testtir.(23) Yoğunluğu azaltılmış 

spermler agaroz jele yerleştirilir ve floresan DNA bağlayan 

boya eklenmiş elektroforetik bir gradiente maruz bırakılırlar. 

Sonrasında da görüntülenirler. Düşük moleküler ağırlıklı 

olan, tek ve çift zincirli DNA parçaları elektroforez esnasında 

hareket eder ve tipik kuyruklu yıldız görüntüsünü oluşturur-

lar.(24) Yüksek molekül ağırlıklı, bozulmamış DNA segment-

leri hareket etmez. Fazla DNA kırığı içeren spermlerde art-

mış kuyruk uzunluğu ve floresan bütünlüğü görüntülemede 

değerlendirilir.(25, 26)

Sperm Kromatin Ayrılma Testi (Halosperm Test) 
(Sperm Chromatin Dispersion Test) (SCD)
Sperm kromatin ayrılma testi sperm DNA fragmantasyo-

nu ile direkt ilişkili uyarılmış kondensasyon (yoğunlaştırma) 

prensibine dayanmaktadır.(27) İntakt sperm agaroz matriks 

jele yerleştirilir ve denature olması için asit solüsyon eklenir. 

Sonrasında sperm membranı ve proteinlerinin uzaklaştırıl-

ması için litik bir tampon solüsyon daha eklenir. Bu solüsyo-

nun eklenmesi ile nükleoidin oluşturduğu santral bir kor 

etrafında ayrılmış DNA halkalarına bağlı periferal bir halo 

görüntüsü oluşur. Normal DNA’ya sahip spermler geniş 

halolar oluşturacak şekilde DNA’larını salarlar (Resim 1B). 

Çok küçük halo veren ya da hiç halo oluşturmayan spermler 

fragmante DNA içeren spermlerdir (28). Spermler direkt ışık 

mikroskobunda görüntülenmesi için Wright’s boyası veya 

floresan mikroskopta görüntülenmesi için floresan boya ile 

boyanabilir. 

Yukarıda da bahsedildiği gibi DNA bütünlüğünü ölçen 

birçok test mevcuttur. Bu testlerde sperm DNA bütünlüğünü 

ölçmek için kullanılan mekanizmalar farklılık gösterse de 

genel olarak birbirleri ile korelasyon göstermektedirler. SCSA 

testinin COMET (29), TUNEL (17,30), TB (31) ve SCD (17) 

testleri anlamlı pozitif korelasyonu gösterilmiştir. TUNEL tes-

tinin de TB (31) ve AOT (9,10) ile güçlü pozitif korelasyonu da 

gösterilmiştir. SCSA, TUNEL ve SCD testinin benzer DNA 

fragmantasyon seviyelerini öngördüğü gösterilmiştir.(17) 

Ancak, yakın zamanda AOT testinin sperm DNA fragmantas-

yonu tayininde yüksek varyasyon sergilediği ve SCSA testi ile 

anlamlı korelasyon sergilemediği gösterilmiştir.(17)

Sperm konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi standart 

semen parametrelerinin COMET, TUNEL veya SCSA testle-

ri ile ölçülen DNA fragmantasyonu seviyeleri ile negatif 

korelasyonu gösterilmiştir.(5-10, 32-35) Buna ek olarak, 

korelasyon dereceleri testler arasında değişken olsa da 
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testlerin hepsi anormal semen parametrelerine sahip hastala-

rın yüksek DNA hasarına sahip olduğunu bildirmektedir.(36) 

Bu testlerin aynı hastada tekrarlanabilirliği de testlerin 

güvenilirliğinin değerlendirilmesinde önemli bir parametre-

dir. Standart semen parametreleri aynı bireyde zaman için-

de değişiklik gösterebilir.(37-39) Buna rağmen, TUNEL ve 

SCSA testlerinin sperm DNA hasarın ölçmede zamana bağlı 

stabilitesi gösterilmiştir.(9, 10, 40-42) 

Sperm DNA Hasarı Tayini ve Üreme 
Teknikleri Sonuçlarına Etkisi

In vivo Fertilizasyon
Sperm DNA hasarının erkek fertilitesine negatif etkisi 

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Bu çalışmalarda, fertil 

hastalarla karşılaştırıldığında infertil hastalarda yüksek 

sperm DNA hasarı olduğu vurgulanmaktadır.(5, 8, 34, 35, 

43-46) Yakın zamanda yapılmış birkaç çalışmada TUNEL 

testi için %20 sperm DNA fragmantasyonu eşik değerinin 

infertil hastaları fertil hastalardan ayırmada kullanılabileceği 

gösterilmiştir.(40, 41) Ayrıca, SCSA testinde ≥30 veya >40 

DFI eşik değerlerinde gebeliğin sıfır olma ihtimali gösteril-

miştir.(5, 8) Yakın zamanda yapılan bir meta-analizde DFI 

oranı <30 olan ve bilinen fertilite problemi olmayan çiftlerin 

in vivo fertilizasyon ile 7 kat daha fazla gebelik/doğum sağ-

layabileceği belirtilmiştir.(47) Genel görüş artan %DFI oran-

ları düşük gebelik oranları ile ilişkili iken yüksek %DFI oran-

ları gebeliği tamamen imkansız hale getirmemektedir şeklin-

de olsa da önerilen eşik değerlerin validasyonu için geniş 

serili çalışmalara ihtiyaç vardır. 

İntrauterin inseminasyon’un (IUI) kullanıldığı in vivo ferti-

lizasyon için sperm DNA bütünlüğünün yüksek prediktif 

değeri olduğu kanıtlanmıştır. Birçok çalışmada, IUI sonrası 

gebeliğin başarısız olduğu çiftlerde sperm DNA hasarının 

anlamlı olarak yüksek olduğu gösterilmiştir.(34, 35, 48-50) 

387 IUI siklusunu içeren bugüne kadarki en geniş seride DFI 

>%30 olan hastalarda biyokimyasal gebelik, klinik gebelik 

ve doğum oranları anlamlı oranda düşük bulunmuştur.(48) 

Bununla birlikte, bir meta-analizde DFI <%30 olan infertil 

çiftlerde IUI ile 7.3 kat daha fazla oranda gebelik şansının 

olduğu bildirilmiştir.(47) Bütün bu çalışmalar sperm DNA 

bütünlüğünün IUI sonuçları ile yüksek prediktif değere sahip 

olduğunu göstermektedir.

In vitro Fertilizasyon 
Son 5 yılda sperm DNA bütünlüğü ile IVF ve ICSI uygu-

lamalarının sonuçları arasındaki ilişki daha çok araştırılmış-

tır. In vivo fertilizasyon sonuçları ile sperm DNA bütünlüğü 

arasındaki yüksek pozitif prediktif değerin bilinmesine kar-

şın IVF ve ICSI sonuçları ile sperm DNA bütünlüğü arasında 

bu kadar net bir ilişkinin varlığı henüz gösterilememiştir. 

Birçok klinik çalışmada sperm DNA hasarı ile fertilizasyon 

oranları arasında anlamlı korelasyon bulunamamıştır.(51-60) 

SCSA ve TUNEL testlerinin kullanıldığı yakın zamanda yapı-

lan bir meta-analizde sperm DNA hasarı ve fertilizasyon 

oranları arasında bir ilişki saptanmamıştır.(61) Buna rağmen 

başka çalışmalarda sperm DNA hasarı ile fertilizasyon oran-

ları arasında negatif bir korelasyon saptanmıştır, (62-65) 

Ayrıca, IVF siklusları ile embriyo kalitesinin ilişkisinin araştı-

rıldığı çalışmaların bir kısmında sperm DNA hasarının emb-

riyo kalitesi üzerinde yan etkisi bulunmazken(52, 54, 58, 63, 

64) bir kısım diğer çalışmalarda negatif korelasyon belirtil-

miştir.(56, 59, 60, 66) 

Sperm DNA hasarının üreme üzerine etkilerini değerlen-

dirmek için en önemli parametrelerden biri gebelik sonuçla-

rıdır. Ancak bu konuda da zıt görüşler mevcuttur. İlk çalış-

malar yüksek sperm DNA hasarı olan hastaların IVF ve ICSI 

ile düşük gebelik oranlarına sahip olduğunu gösterdiler. Bu 

çalışmalarda eşik değerler SCSA testi için DFI>%20, TUNEL 

testi için %20 olarak bildirilmiştir(52-55, 58, 59, 62) TUNEL 

eşik değerini %15 olarak kullanan başka bir çalışmada, 

düşük ve yüksek sperm DNA hasarı olan hastaların IVF veya 

ICSI sonucu gebelik oranları karşılaştırıldığında anlamlı bir 

fark saptanmadığı gösterilmiştir.(67) DFI >%27 eşik değerini 

kullanan başka çalışmalarda, yüksek sperm kromatin hasa-

rı olan hastalarda başarılı gebelik oranları bildirilmiştir 

(48,49,51,68). Buna rağmen, bir çalışmada DFI>%30 olan 

hastalarda ICSI ile gebelik oranlarının IVF’e göre daha yük-

sek olduğu gösterilmiştir.(48) Yapılan bir meta-analizde DFI 

<%30 olan infertil çiftlerde ICSI ve rutin IVF’a bağlı gebe 

Resim 1. A) mavi sperm: TUNEL negatif, yeşil sperm: TUNEL pozitif Resim B) Sağ üst köşede fragmante DNA’ya sahip sperm.
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kalma ihtimalinin 2 kat daha fazla olduğu belirtilmiştir.(47) 

Buna karşın, bir başka meta-analizde SCSA testi kullanıldı-

ğında IVF veya ICSI sonrası gebelik oranlarına sperm DNA 

hasarının bir etkisi olmadığı ancak TUNEL testi kullanıldığın-

da yüksek sperm DNA hasarı olan hastalarda gebelik oran-

larının düşük olduğu vurgulanmıştır.(61) 

Literatürdeki bütün bu çalışmalar gözönüne alındığında 

görülmektedir ki daha doğal yollarla olan fertilizasyon ile 

(normal koşullar ya da konvansiyonel IVF) sperm DNA 

bütünlüğü ilişkilidir. Bununla birlikte, SCSA ve diğer sperm 

DNA hasarını ölçen testlerin üreme sonuçları üzerindeki pre-

diktif gücünün normal konsepsiyon ve IUI’dan IVF ve ICSI’ye 

doğru gidildikçe azaldığı görülmektedir. Yüksek sperm DNA 

hasarının gebelik oluşturma şansının az olduğu bilinmektedir 

ancak gebeliği için üst sınır halen bilinmemektedir.
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