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Sperm DNA bitinliguni farkli yénlerden degerlendiren bircok test
olmakla birlikte optimal teknik veya uygun klinik esik deger seviyesi
konusunda hentiz bir fikir birligi yoktur. infertil erkeklerde sperm
DNA hasar yuksek olarak saptanmaktadir ve yardimci treme tek-
niklerinin basari oranlari ile ters iligkilidir. Buna ragmen, sperm DNA
hasarinin IVF ve ICSI sonuglarina olan etkisi halen tartismalidir. ICSI
icin kullanilan hasarli sperm DNA’sinin dogacak ¢ocukta olustura-
bilecegi potansiyel etkiler konusunda bilgilerimiz hentiz baslangig
asamasindadir ve ileri arastirmalar gerektirmektedir. Sperm DNA
batinligunun erkek infertilitesi Uzerindeki potansiyel etkisi bilin-
mekle birlikte, sperm DNA hasarinin olusum mekanizmalarini ve
Ureme sonuglarinda klinik anlamliigini ortaya koyacak genis serili
calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: DNA hasari, sperm, infertilte

Giris

infertil ciftlerin yaklasik %20’sinde sadece erkek faktorii
temel nedendir. Kadin ve erkek faktorl birlikteligi de dahil
edilirse bu oran %30-%40’lara ulasmaktadir.(1, 2)
GUnimuzde, erkek infertilitesinin degerlendiriimesinde rutin
semen analizi kullanilmaktadir ancak infertil erkeklerin yak-
lasik %15’inde normal semen analiz sonuglarina ragmen
infertilitenin kesin tanisi rutin semen analizi ile konulama-
maktadir.(3, 4) Dolayisiyla fertil ve infertil erkegi kesin olarak
birbirinden ayiracak, gebelik sonuclarini dngérecek yeni
belirtecglere ihtiyac artmistir ve dikkatler sperm DNA butin-
IGgu Uzerine yogunlasmistir.

Son on yillik slirecte, erkek infertilitesinde sperm niikleer
DNA butunliginin roliind arastiran galismalar artmistir. Bu
calismalarda erkek infertiltesini 6ngérmede sperm DNA
bUtlnligunin rutin semen analizine gére daha iyi bir belirteg
olabilecegi hipotezi savunulmustur. Sperm DNA hasarinin
infertil erkeklerde fertil erkeklere oranla daha fazla gorildigu
ve sperm DNA hasarinin bu hastalarda fertilite potansiyelini
negatif etkiledigi kanitlanmistir.(5-10) DiUstk sayi, motilite ve
anormal morfoloji gibi bozuk semen parametreleri siklikla

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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yuksek sperm DNA hasari ile birliktelik géstermektedir ancak
normal semen paramaterelerine sahip hastalarin %8’inde
sperm DNA hasari oldugu da bilinmektedir.(9, 10) ilaveten,
hasarli DNA’ya sahip spermlerin intrastoplazmik sperm
enjeksiyonunda (ICSI) kullanimina bagli potansiyel sonuglari
konusunda kaygilar mevcuttur.(11)

Son on yillik slrecte, insan sperm DNA bUtinlGguni
degerlendirmek amaciyla birgok test cesitli calismalarda
kullanilmistir ancak bu testlerin kesin olarak neyi 6l¢tigu,
normal ve anormal esik degerlerinin ne oldugu, anormal
sonuglarin klinikte hastalara yansimasinin neler oldugu ve
etkinlikleri gibi bircok soru halen tam anlamiyla cevap bula-
mamistir. Bu derlemede, sperm DNA hasarini saptama
yontemleri ve bunlarin klinik sonuglari degerlendirilecektir.

Sperm DNA Biitiinligiinii Degerlendiren
Testler

Sperm Kromatin Yapisi Tayini (Sperm Chromatin

Structure Assay) (SCSA)

SCSA testi ilk defa 25 yil 6nce tarif edilmistir.(12) Bu test
anormal kromatin yapisina sahip DNA’nin asit veya is| dena-
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tlrasyonuna daha yatkin olmasi prensibine dayanmaktadir.
(18, 14) SCSA testi, akridin turuncusunun renk degistiren
ozelligini kullanarak, asitle indiklenmis denatirasyona
sperm DNA’sinin duyarliligini élgmektedir. Akridin turuncu-
sunun asit eklendikten sonra yesilden kirmiziya déntisimi
akim sitometri yontemiyle tayin edilmekte ve DNA denati-
rasyon genigligi saptanmaktadir.(13, 15) SCSA testi ile
6¢llen parametre DNA denatirasyonunu gdsteren DNA
fragmantasyon indeksi (DFI) dir.

Akridin Turuncu Testi (Acridine Orange Test) (AOT)

AQOT testi de SCSA ile benzer prensiplere dayanmakta-
dir. Akridin turuncusunun asitli ortamda yesilden kirmiziya
doénismesi ile DNA denatlrasyon genisligini floresan mik-
roskopta degerlendirmesi esasina dayanir. SCSA testine
gore daha basit, ucuz ve SCSA’da oldugu gibi egitimli bir
teknisyen gerektirmemektedir.(16) Ancak, bulanik renkler,
hizll renk kaybolmasi ve heterojen boyanmalarin ciplak
g06zle yorumlanmasindaki zorluklar bu testin negatif yonleri-
ni olusturmaktadir.(17)

Toludin Mavisi (Toluidine Blue) (TB)

TB sperm kromatin butinliguni degerlendirmek igin
kullanilan temel boyadir. Zayif paketlenmis kromatine ve/
veya hasarli DNA’ya sahip niUkleustaki sperm DNA’sInin
fosfat rezidileri TB gibi baz boyalara baglanmaya daha
egilimlidir.(18) Bu nedenle i1sik mikroskopta hasarli sperm
mavi ile boyanirken normal sperm renksiz kalacaktir. Test
bu prensibe dayanmaktadir.

Anilin Mavisi (Aniline Blue)

Anilin mavisi sperm kromatin bltlinligint degerlendir-
mek icin kullanilan asidik bir boyadir. Hasarli DNA’ya sahip
sperm siklikla rezidiel histonlar agiga cikarmaktadir. Bu rezi-
duel histonlar zayif kromatin paketlenmesine, ana niikleopro-
teinlere kolay ulasiimasina ve de anilin mavisi gibi asidik
boyalara baglanmaya yatkinliga yol agmaktadirlar.(19, 20)

TUNEL [The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated Deoxyuridine (TdT) Triphosphate (dUTP)
Nick End Labeling Assay]

Bu test direkt olarak DNA kiriklarini 6lgmektedir.(21) TdT
enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla tek veya cift zincir
DNA kiriklarina dUTP birlestirilir ve bu DNA Kiriklari isaretlenir.
isaretlenen bu kiriklar 1sik mikroskopisi, floresan mikroskopi
ya da akim sitometrisi ile dl¢llir.(21) Sonrasinda spermler
TUNEL pozitif ya da negatif olarak siniflandirilir ve total
sperm populasyonuna oranlanir (Resim 1A).

Asil Centik Okuma Tayini (In Situ Nick Translation

Assay) (NT)

NT, TUNEL testine benzer bir mekanizma olan dUTP’In
DNA kiriklari ile birlesmesi esasina dayanarak sperm DNA
hasarini tespit eden bir yéntemdir. Ancak, TUNEL testi hem
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tek hem de cift zincir DNA kiriklarini tespit ederken NT
sadece tek zincir DNA kiriklarini tespit etmektedir. NT tes-
tinde bu kirklarin tespitinde DNA polimeraz I'in katalize
ettigi bir enzimatik reaksiyon kullaniimaktadir. Rélatif olarak
basit uygulanabilir test olsa da diger testlere gore sensitivi-
tesi dusuktir.(22)

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Tek hicre jel elektroforezi sperm DNA hasarini direkt
degerlendiren bir diger testtir.(23) Yogunlugu azaltiimis
spermler agaroz jele yerlestirilir ve floresan DNA baglayan
boya eklenmis elektroforetik bir gradiente maruz birakilirlar.
Sonrasinda da gorintulenirler. Duslk molekuler agirhkh
olan, tek ve cift zincirli DNA parcalari elektroforez esnasinda
hareket eder ve tipik kuyruklu yildiz gériintlisini olusturur-
lar.(24) Yuksek molekul agirlikli, bozulmamis DNA segment-
leri hareket etmez. Fazla DNA kingi iceren spermlerde art-
mis kuyruk uzunlugu ve floresan bitinligu gorintilemede
degerlendirilir.(25, 26)

Sperm Kromatin Ayrilma Testi (Halosperm Test)

(Sperm Chromatin Dispersion Test) (SCD)

Sperm kromatin ayriima testi sperm DNA fragmantasyo-
nu ile direkt iligkili uyariimis kondensasyon (yogunlastirma)
prensibine dayanmaktadir.(27) intakt sperm agaroz matriks
jele yerlestirilir ve denature olmasi igin asit sollisyon eklenir.
Sonrasinda sperm membrani ve proteinlerinin uzaklastiril-
masi icin litik bir tampon sollsyon daha eklenir. Bu sollsyo-
nun eklenmesi ile nikleoidin olusturdugu santral bir kor
etrafinda ayrilmis DNA halkalarina bagh periferal bir halo
géruntisu olusur. Normal DNA’ya sahip spermler genis
halolar olusturacak sekilde DNA’larini salarlar (Resim 1B).
Cok kiuigcuk halo veren ya da hi¢ halo olusturmayan spermler
fragmante DNA iceren spermlerdir (28). Spermler direkt isik
mikroskobunda goérunttlenmesi icin Wright’s boyasi veya
floresan mikroskopta gérintilenmesi igin floresan boya ile
boyanabilir.

Yukarida da bahsedildigi gibi DNA butunlGgini élgen
bircok test mevcuttur. Bu testlerde sperm DNA bUtinligunt
6lgmek igin kullanilan mekanizmalar farklilik gdsterse de
genel olarak birbirleri ile korelasyon gostermektedirler. SCSA
testinin COMET (29), TUNEL (17,30), TB (31) ve SCD (17)
testleri anlamli pozitif korelasyonu gdsterilmistir. TUNEL tes-
tinin de TB (31) ve AOT (9,10) ile guiclu pozitif korelasyonu da
gOsterilmistir. SCSA, TUNEL ve SCD testinin benzer DNA
fragmantasyon seviyelerini 6ngérdigl gdsterilmistir.(17)
Ancak, yakin zamanda AQOT testinin sperm DNA fragmantas-
yonu tayininde ylksek varyasyon sergiledigi ve SCSA testi ile
anlamli korelasyon sergilemedigi gosterilmistir.(17)

Sperm konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi standart
semen parametrelerinin COMET, TUNEL veya SCSA testle-
ri ile dlgilen DNA fragmantasyonu seviyeleri ile negatif
korelasyonu gosterilmistir.(5-10, 32-35) Buna ek olarak,
korelasyon dereceleri testler arasinda degisken olsa da
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Resim 1. A) mavi sperm: TUNEL negatif, yesil sperm: TUNEL pozitif Resim B) Sag list késede fragmante DNA’ya sahip sperm.

testlerin hepsi anormal semen parametrelerine sahip hastala-
rin yiksek DNA hasarina sahip oldugunu bildirmektedir.(36)

Bu testlerin ayni hastada tekrarlanabilirligi de testlerin
glvenilirliginin degerlendiriimesinde 6nemli bir parametre-
dir. Standart semen parametreleri ayni bireyde zaman igin-
de degisiklik gdsterebilir.(37-39) Buna ragmen, TUNEL ve
SCSA testlerinin sperm DNA hasarin dlcmede zamana bagh
stabilitesi gosterilmistir.(9, 10, 40-42)

Sperm DNA Hasan Tayini ve Ureme
Teknikleri Sonuclarina Etkisi

In vivo Fertilizasyon

Sperm DNA hasarinin erkek fertilitesine negatif etkisi
cesitli calismalarda gosteriimistir. Bu calismalarda, fertil
hastalarla karsilastinldiginda infertil hastalarda yiksek
sperm DNA hasar oldugu vurgulanmaktadir.(5, 8, 34, 35,
43-46) Yakin zamanda yapilmis birka¢ calismada TUNEL
testi icin %20 sperm DNA fragmantasyonu esik degerinin
infertil hastalari fertil hastalardan ayirmada kullanilabilecegi
gosterilmistir.(40, 41) Ayrica, SCSA testinde >30 veya >40
DFI esik degerlerinde gebeligin sifir olma ihtimali gosteril-
mistir.(5, 8) Yakin zamanda yapilan bir meta-analizde DFI
orani <30 olan ve bilinen fertilite problemi olmayan ciftlerin
in vivo fertilizasyon ile 7 kat daha fazla gebelik/dogum sag-
layabilecegi belirtilmistir.(47) Genel gorus artan %DFI oran-
lar dustk gebelik oranlari ile iligkili iken yiksek %DFI oran-
lari gebeligi tamamen imkansiz hale getirmemektedir seklin-
de olsa da 6nerilen esik degerlerin validasyonu igin genis
serili calismalara ihtiyac vardir.

intrauterin inseminasyon’un (IUl) kullanildidi in vivo ferti-
lizasyon icin sperm DNA butunligunin yiksek prediktif
degeri oldugu kanitlanmistir. Birgcok calismada, Ul sonrasi
gebeligin basarisiz oldugu ciftlerde sperm DNA hasarinin
anlaml olarak yiiksek oldugu gdsterilmistir.(34, 35, 48-50)
387 Ul siklusunu iceren bugtine kadarki en genis seride DFI
>%30 olan hastalarda biyokimyasal gebelik, klinik gebelik
ve dogum oranlari anlamh oranda disik bulunmustur.(48)
Bununla birlikte, bir meta-analizde DFI <%30 olan infertil
ciftlerde Ul ile 7.3 kat daha fazla oranda gebelik sansinin

oldugu bildiriimistir.(47) Bitin bu calismalar sperm DNA
bUtinlGgundn Ul sonuglar ile ylksek prediktif degere sahip
oldugunu gostermektedir.

In vitro Fertilizasyon

Son 5 yilda sperm DNA bitinltgua ile IVF ve ICSI uygu-
lamalarinin sonuglari arasindaki iligski daha ¢ok arastiriimis-
tir. In vivo fertilizasyon sonuclari ile sperm DNA butinltgu
arasindaki ylUksek pozitif prediktif degerin bilinmesine kar-
sin IVF ve ICSI sonuglari ile sperm DNA bitinligl arasinda
bu kadar net bir iligkinin varligi henlz g&sterilememistir.
Bircok klinik calismada sperm DNA hasar ile fertilizasyon
oranlari arasinda anlamli korelasyon bulunamamistir.(51-60)
SCSA ve TUNEL testlerinin kullanildigi yakin zamanda yapi-
lan bir meta-analizde sperm DNA hasar ve fertilizasyon
oranlari arasinda bir iliski saptanmamistir.(61) Buna ragmen
baska calismalarda sperm DNA hasari ile fertilizasyon oran-
lar arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir, (62-65)
Ayrica, IVF sikluslar ile embriyo kalitesinin iligkisinin arasti-
rildigi calismalarin bir kisminda sperm DNA hasarinin emb-
riyo kalitesi Uzerinde yan etkisi bulunmazken(52, 54, 58, 63,
64) bir kisim diger calismalarda negatif korelasyon belirtil-
mistir.(56, 59, 60, 66)

Sperm DNA hasarinin Ureme Uzerine etkilerini degerlen-
dirmek icin en énemli parametrelerden biri gebelik sonucla-
ndir. Ancak bu konuda da zit gériisler mevcuttur. ilk calis-
malar ylksek sperm DNA hasari olan hastalarin IVF ve ICSI
ile disik gebelik oranlarina sahip oldugunu goésterdiler. Bu
calismalarda esik degerler SCSA testi icin DFI>%20, TUNEL
testi icin %20 olarak bildiriimistir(562-55, 58, 59, 62) TUNEL
esik degerini %15 olarak kullanan bagka bir calismada,
dustk ve yiksek sperm DNA hasari olan hastalarin IVF veya
ICSI sonucu gebelik oranlari karsilastirildiginda anlamli bir
fark saptanmadigi gdsterilmistir.(67) DFI >%27 esik degerini
kullanan baska calismalarda, ylksek sperm kromatin hasa-
r olan hastalarda basarili gebelik oranlari bildirilmistir
(48,49,51,68). Buna ragmen, bir calismada DFI>%30 olan
hastalarda ICSI ile gebelik oranlarninin IVF’e gbre daha yUk-
sek oldugu gosterilmistir.(48) Yapilan bir meta-analizde DFI
<%30 olan infertil ciftlerde ICSI ve rutin IVF’a bagh gebe



kalma ihtimalinin 2 kat daha fazla oldugu belirtilmistir.(47)
Buna karsin, bir baska meta-analizde SCSA testi kullanildi-
ginda IVF veya ICSI sonrasi gebelik oranlarina sperm DNA
hasarinin bir etkisi olmadigi ancak TUNEL testi kullanildigin-
da yutksek sperm DNA hasari olan hastalarda gebelik oran-
larinin duslk oldugu vurgulanmistir.(61)

Literatlirdeki butin bu galismalar g6zénine alindiginda
gortlmektedir ki daha dogal yollarla olan fertilizasyon ile
(normal kosullar ya da konvansiyonel IVF) sperm DNA
batinluga ilikilidir. Bununla birlikte, SCSA ve diger sperm
DNA hasarini 6lcen testlerin Greme sonuglari Gzerindeki pre-
diktif glictiniin normal konsepsiyon ve IUI'dan IVF ve ICSI'ye
dogru gidildikge azaldigi gortimektedir. Yiksek sperm DNA
hasarinin gebelik olusturma sansinin az oldugu bilinmektedir
ancak gebeligi icin Ust sinir halen bilinmemektedir.
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