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Sperm DNA Hasarı Mekanizmaları ve
Değerlendirme Yöntemleri

ÖÖZZEETT  İnfertilite, genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmaşık etiyolojili bir hastalık-
tır. Karyotip anormallikleri, Y kromozomu mikrodelesyonları ve kistik fibrozis transmembran kon-
düktans regülatör (CFTR) geni mutasyonları azospermi ve şiddetli oligosperminin iyi bilinen genetik
nedenleri arasında yer almaktadır. Bu nedenlerin yanı sıra infertil erkeklerin gametlerinde DNA’da
ve DNA’yı paketleyen histon proteinlerinin kuyruklarında yer alan epigenetik değişiklikler, histon
protamin oranı, mutasyonlar, baz oksidasyonları ve DNA hasarı sıklıkla görülebilmektedir. İnfer-
tiliteyle ilişkilendirilen bazı mutasyonlar tanımlandıysa da, sperm bozukluklarından sorumlu olan
diğer mutasyonlar bilinmemektedir. İnfertil erkeklerin yaklaşık %40’ında infertilitenin altında
yatan genetik mekanizmalar açıklanamamıştır. Spermatozoada artmış DNA hasarı, hem doğal kon-
sepsiyonu hem de in vitro fertilizasyon veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (IVF veya ICSI)
sonrasında konsepsiyon olasılığını azaltmakta ve erken gebelik kayıplarını artırmaktadır. Sperm
DNA hasarı etiyolojisinde intrensek ve ekstrensek faktörler rol oynamaktadır. İntrensek faktörler
arasında oksidatif stress, kromatinin yeniden şekillenmesi sırasında oluşan kusurlar ve spremato-
genezdeki hatalı apoptoz yer almaktadır. Ekstrensek faktörler arasında ise radyoterapi, kemoterapi
ve çevresel toksisite yaratan ajanlar yer almaktadır. İnsan sperm DNA hasarını ölçmek amacıyla
çok sayıda yöntem geliştirilmiştir. Son zamanlarda COMET, TUNEL, SCD ve SCSA yöntemleri
sperm DNA hasarını ölçmek için sıklıkla kullanılmaktadır. Bu çalışmada, insan sperm kromatini-
nin yapısı, sperm DNA hasarının etiyolojisi ve mekanizması tartışılacak ve temel DNA hasarı de-
ğerlendirme yöntemleri irdelenecektir.
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AABBSSTTRRAACCTT  Infertility is a complex disorder with genetic and environmental causes. Karyotypic 
abnormalities, microdeletions on Y chromosome and cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) gene mutations are well known genetic causes in azospermic or severely oligo-
zoospermic men. In addition, epigenetic modifications on histone tails and DNA, histone to prot-
amine ratio, mutations, base oxidations and sperm DNA damage are frequent in gametic cells of
infertile males. Although some specific mutations have been identified, others responsible for sperm
defects remain unknown. It has estimated that the underling genetic mechanism cannot be ex-
plained in approximately 40% of infertile males. Infertile males have higher levels of DNA damage
than the fertile males and. The increased DNA damage in spermatozoa has been associated with re-
duced chance of natural conception and conception after in vitro fertilization or intracytoplasmic
sperm injection (IVF or ICSI), and with an increase in early pregnancy loss. Intrinsic and extrinsic
factors play role in the etiology of sperm DNA damage. Intrinsic factors are oxidative stress, defects
during chromatin remodeling and defective apoptosis in spermatogenesis. Extrinsic factors are ra-
diotherapy, chemotherapy and environmental toxicants. Numerous assays have been developed to
measure the human sperm DNA damage. COMET, TUNEL, SCD and SCSA methods are currently
and frequently used to measure sperm DNA damage. This review discusses the structure of human
sperm chromatin, the etiology and mechanism of sperm DNA damage and describes the basic
screening assays for sperm DNA damage. 
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nfertilite, üretken yaştaki çiftlerin %10-15’ini
etkileyen önemli bir sorundur.1 İnfertilite 
sorunu yaşayan çiftlerin %50’sinden erkek fak-

törü sorumludur.2 İnfertil erkeğin başlangıç değer-
lendirilmesinde öykü, fizik bakı ve bir ay ara ile
yapılan iki adet semen analizinin yapılması öneril-
mektedir.3,4 Semen analizinde ejakulatın fiziksel
özellikleri (volüm, pH, likefaksiyon vb.) ile sperm
konsantrasyonu, toplam sperm sayısı, sperm moti-
litesi ve morfolojisi, vitalite oranı gibi spermato-
zoaya ait faktörler incelenmektedir.5 Genelde bu
testler kalitatif ve kantitatif olarak anlamlı sonuç-
lar verse de, infertil erkeklerin yaklaşık %15’inde
semen analizinin normal olduğu görülmektedir.6 

Erkek infertilitesinin başlıca genetik nedenleri
arasında somatik ve mayotik hücrelerde yer alan
kromozomal anomaliler, Y kromozomu mikrode-
lesyonları ve kistik fibrozis transmembran kon-
düktans regülator geni mutasyonları yer
almaktadır.7-10 İnfertil erkeklerin yaklaşık %40’ında
infertiliteye yol açan nedenler aydınlatılamamak-
tadır.9 Bu nedenler arasında erkek gametlerindeki
DNA kusurları, histon ve DNA’daki epigenetik de-
ğişiklikler, baz değişiklikleri ve DNA fragmantas-
yonu ya da DNA hasarı yer alabilir.11

İntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu [intracytop-
lasmic sperm injection (ICSI)] gibi yöntemler doğal
olarak oositi dölleyemeyen ve uygun olmayan
spermleri olan erkeklere gebelik oluşturma şansı
tanımaktadır.12 Nitekim üremeye yardımcı tedavi
yöntemleri (ÜYTY) ile doğan çocuklarda cinsiyet
kromozomu anöploidi prevalansı önemsiz de olsa
(%0,2’den %0,6’ya) artış göstermiştir. Otozom kro-
mozom anomalileri de %0,07’den %0,4’e yüksel-
miştir. Dolayısıyla erkek infertilitesinin altında
yatan genetik ve epigenetik nedenlerin belirlen-
mesi çifte verilecek genetik danışma ve uygun te-
davinin seçiminde önemli rol oynamaktadır.13

Son çalışmalar, sperm fonksiyonunu düzenle-
yen moleküler mekanizmaların aydınlatılmasıyla
yeni tanısal testlerin geliştirilebileceğini ortaya
koymaktadır.14

ÜYTY’nin sık kullanılması erkek infertilite-
sinde rol oynayan genetik ve epigenetik faktörle-
rin daha iyi tanımlanması gereğini ortaya koymak-

tadır. Bu çalışmada, özellikle sperm kromatininin
özel yapısı ve bu yapıda meydana gelen hasarlarla
bunların tespit yöntemleri üzerinde durulacaktır. 

SPERM KROMATİNİN YAPISI

Sperm hücresinin fertilizasyonu gerçekleştirebil-
mesi için dişi üreme sistemi boyunca hareket etme,
zona pellusidaya bağlanma ve oosit içerisine pe-
netrasyon gibi birçok işlemi başarması gerektir-
mektedir.15 Bu işlemlerin gerçekleştirilebilmesi için
sperm DNA’sı nukleus içerisinde sıkı ve yoğun bir
şekilde paketlenmiştir. Mitotik kromozomlarla kar-
şılaştırıldığında sperm kromozomları altı kat daha
sıkı paketlenmiştir. Ayrıca, somatik hücrelerin
DNA’sı yalnızca nukleusun bir bölümünü doldu-
rurken, sperm DNA’sı nukleusun neredeyse tama-
mını kaplar.16 Sperm DNA’sının bu şekilde düzen-
lenmesi, yumurtaya aktarılacak olan genetik bilgi-
nin sıkıca paketlenmesine ve embriyonun gelişme-
sine olanak sağlar.17 Sperm kromatininin sperma-
tozoa içerisinde paketlenmesi dört aşamada ger-
çekleşir. Bu aşamalar, DNA’nın çekirdek zarına
bağlanması, DNA’nın çekirdeğe bağlandıktan sonra
DNA halkalarının oluşumu, histonların protamin-
lerle yer değiştirmesi ve kromozomal pozisyon-
dur.18 Sperm hücresinde somatik hücrelerde bulu-
nan ve DNA’nın paketlenmesinde görev yapan his-
ton adlı proteinlerin %90-95’i protamin adı verilen
ve sperm hücresine özgü olan proteinlerle yer de-
ğiştirmektedir.19 Protaminler arjininden zengin,
spermin nukleusu içerisinde yer alan, histonların
yarısı büyüklüğünde ve spermatogenezin ileri ev-
relerinde sentezlenen küçük proteinlerdir.20 Sperm
kromatininin protaminasyonu, sperm motilitesi
için gereken nukleusun sıkıştırılmasını kolaylaştı-
rırken, sperm genomunu oksitlenmekten, sıcaklık
yükselmeleri gibi çevresel stresten ve dişi üreme
sistemi içerisindeki zararlı moleküllerden de
korur.21 Protaminasyon, sperm hücrelerine özgü
epigenetik düzenlenmedir.19

Arjininden zengin protaminler arasındaki 
intermoleküler ve intramoleküler disülfit çapraz
bağlantılar sperm nukleusunun yoğunlaşmasında
önemli yer tutar. Sperm kromatininin protaminle
paketlenmeyen, histonlar tarafından paketlenen
kromatinin dizileri daha gevşektir. Bu diziler döl-
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lenmede ve erken embriyo gelişiminde rol almak-
tadır.22,23 Histon proteinlerinin artışı sperm kroma-
tininin sıkı paketlenmesini engelleyerek DNA
hasarına yatkınlığı artırabilir.24,25

SPERM DNA HASARININ ETİYOLOJİSİ

DNA hasarı metabolik olaylar ve çevresel etmen-
ler sonucu ortaya çıkar. Sperm DNA fragmantas-
yonu (SDF) sigara kullanan ve toksik etkilere
maruz kalan özellikle yaşlı erkeklerde sık görül-
mektedir.11 Son 10 yılda bu moleküler mekanizma-
ların aydınlatılması için yoğun olarak çalışılmak-
tadır. Önemli bulgulardan biri, sperm DNA bütün-
lüğünün ve paketlenmesinin fertilite ile ilişkili ol-
duğunun kanıtlanmasıdır.26-29 Sperm DNA hasarı-
nın erkeklerde üreme potansiyelini, intrauterin in-
seminasyon başarısını ve IVF/ICSI sonrası fertili-
zasyon oranlarını olumsuz olarak etkilediği göste-
rilmiştir.30-33

Fertil ve infertil erkeklerde sperm DNA hasar
düzeylerindeki farklılıkların fertilite potansiyeli-
nin bir göstergesi olarak kullanılabileceği düşünül-
mektedir.34,35

SPERM DNA HASARI MEKANİZMALARI

Hasarlı DNA, sonraki kuşaklara aktarılan en önemli
paternal anomalilerdendir. SDF, subfertil ve infer-
til erkeklerin spermatozoalarında olduğu gibi yaşlı,
sigara içen, toksik maddelere ve radyo ve/veya ke-
moterapiye maruz kalan erkelerin spermatozoala-
rında da sıklıkla bulunmaktadır.11 SDF, testislerde
veya sperm ileti kanallarında gerçekleşebileceği
gibi ejakülasyon sonrası da gerçekleşebilir.
Spermde artmış DNA hasarının azalmış semen ka-
litesi ile paralellik gösterdiği düşünülmektedir.36-38

Diğer yandan bazı çalışmalada DNA hasarı ve
semen kalitesi arasındaki korelasyon yerine,  sperm
DNA hasarı ve spermin fertilite potansiyeli ara-
sında bir ilişki olabileceği bildirilmektedir.11,39 Mu-
ratori ve ark., farklı derecelerde SDF gösteren iki
sperm populasyonu tanımlayarak bu konudaki tar-
tışmalara önemli katkı sağlamışlardır. Bu sperm po-
pulasyonlarından biri DNA fragmantasyonu
yüzdesinin semen kalitesiyle bağlantılı olduğunu
gösterirken, diğeri normal morfoloji ve motiliteye

sahip olması nedeni ile ICSI için tercih sebebidir.39

Bu bulgu, DNA fragmantasyonu olan spermatozoa-
ların da oositi dölleyebileceğini göstermektedir.15

Bazı çalışmalarda paternal genomdaki DNA hasa-
rının oosit ve embriyo tarafından onarılabildiği
gösterilmiş olsa bile, bu onarımın tüm DNA hasar
çeşitlerini kapsayıp kapsamadığı henüz açıklığa ka-
vuşmamıştır.40 DNA’daki çift zincir kırıklarının tek
zincir kırıklarına oranla daha zor onarıldığı ve em-
briyo üzerinde daha etkili olduğu bildirilmekte-
dir.41 Diğer yandan DNA hasarının onarımında
oosit kalitesi de etkili bir faktördür. Maternal yaş,
oosit immatüritesi ve çevresel faktörler de ona-
rımda rol almaktadır.42 

Sperm DNA’sındaki hasarın kaynağı olarak
oksidatif stres, kromatinin paketlenmesi gibi bazı
doğal süreçlerde bozukluk ve hatalı apoptoz olmak
üzere üç mekanizma öne sürülmüştür (Şekil 1).43

OKSİDATİF STRES

Sperm işlev bozukluklarının önemli bileşenlerinden
biri oksidatif strestir. Oksidatif stresin spermatozoa
üzerindeki etkisi, ilk kez Cambridge Üniversite-
sinde çalışan Thaddeus Mann ve ark. tarafından 30
yıl önce tanımlanmıştır.44 Bu grup, yaptıkları çalış-
malarda memeli spermatozoasının serbest radikal-
lere karşı savunmasız olduğunu ve lipid peroksidas-
yonunun uyarılarak sperm plazma membranının
bütünlüğünün ve motilitesinin bozulmasına neden
olduğunu ortaya koymuşlardır.45,46 Sperm plazma
zarındaki bu çoklu doymamış yağ asitleri bir yan-
dan fertilizasyonu kolaylaştırırken, diğer yandan
serbest oksijen radikalleri için de hedef oluşturur-
lar.46 Serbest oksijen radikallerinin verdiği hasar bu-
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nunla kalmaz, çekirdek ve/veya mitokondri
DNA’sında çapraz bağlar, delesyonlar, baz modifi-
kasyonları gibi kusurlara da neden olmaktadır.
Sperm DNA’sının protaminlerle sıkı olarak paket-
lenmiş olması nedeni ile serbest oksijen radikalleri-
nin etkinliğinden daha fazla korunabilir.44 Oksidatif
stres aynı zamanda yüksek sıklıktaki apoptoz ile tek
ve çift zincir kırıklarıyla da orantılıdır. Genel olarak
sperm DNA hasarı intratestiküler gelişim, matüras-
yon ve taşınma işlemi esnasında gelişebilmektedir.33

Yüksek düzeydeki serbest oksijen radikalleri sperm
kalitesi ve işlevi için toksiktir.47 İnfertil erkeklerin
%25-40’ında semendeki serbest oksijen radikal dü-
zeyinin yüksek olduğu ve tek ve çift zincir kırıkla-
rının artmasına yol açtığı bildirilmiştir.27,48

Spermde DNA hasarına yol açan oksidatif stre-
sin nedenleri arasında erkek üreme sisteminin an-
tioksidan korumadan yoksun olması, enfeksiyon,
ksenobiyotiklerin etkisi, spermatozoanın intrensek
serbest oksijen radikalleri üretimi ve çevresel fak-
törler yer alabilir.44,49

KROMATİNİN PAKETLENMESİ SÜRECİNDE 
BOZUKLUK

Spermiyojenez işlemi sırasında DNA paketlenme-
sinde rol alan histon proteinlerinin büyük bölümü-
nün varyantlarıyla yer değiştirmesinin sonucu olarak
histonların asetilasyonu artar. Histonların hiperase-
tilasyonu kromatin yapısının gevşemesine yol aç-
maktadır. Gevşek kromatin yapısı topoizomeraz
kaynaklı zincir kırıklarını uyararak histonların ay-
rılmasını, önce geçiş proteinleri [transition proteins
(TP)] ve daha sonrasında da protaminlerle yer değiş-
tirmesini kolaylaştırmaktadır.50-52 Bu kırıklar histon-
ların fosforilasyonuyla işaretlenir ve spermatozoa
spermiyogenez sırasında germinal epitelyumu terk
etmeden topoizomerazlarca ortadan kaldırılır.53 Nor-
malde bu zincir kırıkları, gama H2AX (gamma-
H2AX; H2A histone family, member X) tarafından
histon fosforilasyonu ile işaretlenir ve spermatozoa
germinal epitelyumdan salınmadan önce topoizome-
raz tarafından tamamen kararlı hale getirilir. Eğer bu
tamir mekanizması herhangi bir nedenle çalışmazsa,
spermde yüksek DNA hasarı oluşur.27 Spermatozoada
topoizomeraz kaynaklı kırıkların bulunması spermi-
yogenez sırasındaki anormallikleri ve tamamlanma-

mış matürasyon işlevini göstermektedir.54 Çift zincir
kırıkları, erkek germ hattında kromozomların yoğun
paketlenmesi sürecinde doğal olarak oluşmaktadır ve
spermatogenezin bir parçasıdır.30 

BAŞARISIZ APOPTOZ 

Germ hücreleri, matürasyon kazanmak için testiste
yüksek oranda proliferasyon ve özgün hücresel
farklılaşma geçirir. Apoptoz, sertoli hücreleri tara-
fından desteklenebilecek sayıda erkek germ hücre
üretimini düzenler.55,56 Spermatogenez apoptoz ile
kontrol edilmektedir.33 Başarısız apoptoz teorisi
Sakkas ve ark. tarafından 1999 yılında ortaya atıl-
mıştır.53 Spermatogenez süresince apoptoz, testikü-
ler germ hücrelerinde endonukleaz aktivitesinin bir
sonucu olarak gerçekleşmektedir. Bu durum daha
çok, spermatogonya ve bölünen hücrelerde görülür
ve çok sayıda DNA zincir kırığı ortaya çıkar. Teori
ejakülattaki spermlerde sitoplazmik vakuoller gibi
apoptotik belirteçlerin yanı sıra, Fas reseptörlerinin
yüksek ifadesinin gösterildiği çalışmalara dayan-
maktadır.57 Hasarlı DNA’ya sahip, ancak apoptozun
tamamlanamadığı bazı hücrelerin olgunlaşarak
sperm populasyonuna katıldığı öne sürülmüştür. Se-
mende çekirdeksiz ve yuvarlak yapılı M450 olarak
adlandırılan cisimcikler tanımlanmıştır. Bu cisim-
ciklerin yarım kalan apoptozu dolaylı olarak des-
tekleyen apoptotik cisimcikler olduğu
düşünülmüştür. M450 cisimcikleri erkek genital sis-
teminin fizyolojik fagositik sürecindeki rölatif bo-
zukluğu temsil eder. Yarım kalan apoptozun sperm
DNA hasarı ile bağlantılı olduğu gösterilmiş, ancak
apoptotik belirteçlerin ifadesiyle SDF arasındaki ko-
relasyon tam olarak açıklığa kavuşmamıştır.11,58 

Sonuç olarak, proliferasyon sırasında doğal
olan bu sürecin tam işlememesi sonucu ejakülatta
hasarlı DNA’ya sahip spermler bulunmaktadır.30 

SPERM DNA HASARI 
DEĞERLENDİRME YÖNTEMLERİ

DNA hasarını ölçmek için farklı yöntemler kulla-
nılmaktadır.29,59,60 En sık kullanılan DNA hasarı
tespit yöntemleri COMET, “terminal Deoxynuc-
leotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL)”, sperm kromatin dağılımı [Sperm chro-
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matin dispersion (SCD)] ve sperm kromatin yapı
analizi [Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA)]’dir.  

Bu yöntemlerin çalışma prensipleri, hasar öl-
çümünde kullanılan yöntemler, avantaj ve deza-
vantajları Tablo 1’de görülmektedir.

COMET 

Tek hücre elektroforez yöntemi olan COMET, 
klinik araştırmalarda DNA hasarını belirlemek
amacıyla sıklıkla kullanılır. Diğer DNA hasar yön-
temleriyle karşılaştırıldığında daha basit bir yön-
temdir.61 Yöntemde sperm hücreleri çözünmüş
agaroz ile karıştırılarak lamel üzerine yayılır.
Sperm hücreleri daha sonra alkali koşullarda lizise
uğratılır, lizise uğrayan hücrelerin elektroforezi ya-
pılır ve DNA floresan bir boya ile boyanır.62 Hasarlı
hücreler mikroskop altında kuyruklu yıldız görü-
nümüne sahiptir. Kuyruğun uzunluğu, kırık sayı-
sıyla orantılı olarak artar. Yöntem aynı anda tek ve
çift zincir kırıklarını ölçen hızlı ve hassas bir yön-
temdir.11

TUNEL

TUNEL yöntemi, kalıba bağımsız çalışan bir enzim
olan terminal nukleotidil transferaz (TdT) katali-
zörlüğünde, tek ve çift zincir DNA kırıklarında
dUTP’nin inkorporasyon miktarını belirler.63

TUNEL, DNA kırıklarını DNA’yı denatüre etme-

den, flow sitometri veya floresans mikroskop ara-
cılığı ile doğrudan ölçme yöntemidir. Genellikle
Br- dUTP, eşit olmayan DNA uçlarına katılarak
DNA kırıklarını yansıtır. Işımanın yoğunluğu, doğ-
rudan eşleşmemiş dUTP’lere, yani DNA’daki çentik
sayısına karşılık gelir. Uygun bir protokolle pozitif
hücrelerde yüksek yoğunlukta sinyal alınabilir. Bu
protokollerde FITC, DAPI, PI gibi floresan boya-
lardan da yararlanılmaktadır. Böylelikle pozitif ve
negatif hücreleri ayırt etmek kolaylaşır. TUNEL
pozitif hücrelerin sayısı, toplam sperm sayısına bö-
lünerek oranı hesaplanır. Bu metot, bir referans
örnek gerektirmez, çünkü her bir numune kendisi
için kontrol işlevi görebilir. TUNEL’in birçok avan-
tajı vardır: az sayıda sperm yeterlidir, 200’den az
sperm bile %5’ten az değişim katsayısı ile sonuç
vermek için yeterli olabilmektedir. Analizler antif-
loresan antikorlar kullanılarak ışık mikrosko-
bunda yapılabilir. Birçok androloji laboratuvarı
epifloresan mikroskop ve yüksek kalitede ışık mik-
roskopları donanımına sahiptir. Böylelikle TUNEL,
fazla ek maliyet gerektirmeden androloji laboratu-
varlarının testlerine dâhil edilebilir.58,64

SPERM KROMATİNİN DAĞILIM TESTİ

SCD testi, ilk kez Fernandez ve ark. tarafından 2003
yılında sperm DNA’sı hasarı ölçümü için kullanılan
bir metot olarak tanımlanmıştır. Test, denatüras-
yona bağlı olarak dağılmış DNA’nın oluşturduğu
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Teknik Prensip Ölçüm Avantaj Dezavantaj 

COMET DNA bütünlüğü, tek ve çift zincir Floresan mikroskop TUNEL’e göre ucuz, Özel ekipman gerektirmesi, 

kırıklarının kuyruklu yıldız görünümü hassas ve her bir hücredeki tecrübeye dayalı olması, 

göstermesi hasar oranı ölçmesi standardize edilmiş yöntemlerin 

bulunmaması 

TUNEL DNA fragmantasyonu, Floresan mikroskop/ Klinik açıdan uygun, Özel ekipman gerektirmesi, 

tek ve çift zincir kırık ölçümü flow sitometri yüksek hassasiyet ve özgünlük, pahalı olması

flow sitometre ile yüksek sayıda

inceleme şansı tanıması

SCD DNA yapısının oluşturduğu Floresan mikroskop SCSA’ya göre ucuz ve Klinik anlamının yeterince 

karakteristik hale yapısı kolay bir işlem olması açık olmaması

SCSA Asit DNA denatürasyonu Flow sitometri Klinik olarak anlamlı Çok pahalı olması ve

yüksek hassasiyete ve  özel ekipman gerektirmesi 

özgünlüğe sahip olması,

hata oranı düşük ölçüm yapabilmesi

TABLO 1: DNA hasarı tespit yöntemleri.



karakteristik hale (halo) yapısının hasarlı DNA’da
daha küçük çaplı görüntülenmesi prensibine daya-
nır.59 Tekniğin uygulamasında, mL’de 5-10 milyon
sperm olacak şekilde hazırlanan sperm örnekleri
kullanılır. Bu örneklere 370C’de düşük erime sıcak-
lığına sahip agaroz ilave edilir ve önceden agarozla
kaplanmış lam üzerine bu örneklerden pipetle dam-
latılarak slaytlar hazırlanır. Kısa bir süre düşük ısıda
bekledikten sonra kimyasal işlem uygulanır.43

Sperm DNA dağılımını gözlemek için spermlere de-
natüre edici asit çözeltisinden sonra liziz tampo-
nuyla muamele edilir.65 DNA’da nüklear proteinler
uzaklaştırıldıktan sonra haleler görüntülenir. Flo-
resan mikroskopta görüntüleme için DAPI ile bo-
yanır. Haleler, floresan veya ışık mikroskobunda
skorlama yapılarak incelenir. Skorlama “geniş”,
“orta”, “küçük derece” ve “DNA dağılım halesi göz-
lenmeyen” olmak üzere dört derecede belirlenir.
İstatistiksel analizler kullanılarak skorlanan örnek-
lerde DNA hasar oranı hesaplanır.43 SCD, karmaşık
ekipmanlara gerek duymayan, basit, hızlı, kesin ve
tekrarlanabilir bir yöntemdir.65 

SCD sonuçları, altın standart olarak tanımla-
nan sperm kromatin yapı analizi SCSA  ile karşı-
laştırıldığında daha ucuz ve iyi bir alternatif olarak
gösterilmektedirler.66 Ayrıca, SCSA, TUNEL ve
SCD sonuçlarının birbiriyle yüksek uyumluluk
gösterdiği bulunmuştur.59 

SPERM KROMATİNİN YAPI ANALİZİ

SCSA testi, Evenson tarafından 1980 yılında ortaya
konan akış sitometrisi temellidir. Ayrıca, SCSA özel
ekipman ve deneyimli personel gerektiren pahalı
bir yöntemdir.67 

Çalışmanın temeli, Drazynkiewicz ve ark.nın
yöntemi doğrultusunda, ısı ile denatüre edilen
timus hücresi DNA’sının akridin turuncusu ile bo-

yanması ve florometrik analizine dayanmaktadır.
Bu çalışmada, akridin turuncusunun, çift zincirli
DNA’ya bağlandığında yeşil (515-575 nm), tek zin-
cirli DNA’ya bağlandığında kırmızı (600-650 nm)
floresans ışıma yaptığı gösterilmiştir. Yöntemin
sperme çeşitli hasarlar verilerek sınanmasının ar-
dından, toksikoloji alanında ve androloji laboratu-
varlarında infertilite tanısı koymaya yardımcı bir
yöntem olabileceği belirtilmiştir.67

Metodun uygulanmasında, sperm örneği glise-
rol içeren TNE tamponu içerisinde 2 milyon
sperm/mL olacak şekilde seyreltildikten sonra so-
ğutulur. Soğutma işleminin ardından, DNA’nın
kısmi olarak in situ denatürasyonu sağlanarak bo-
yama işlemi gerçekleştirilir. Flow-sitometride çift
ve tek zincirli DNA kırık oranını belirlemek için
ölçüm yapılarak sonuçlar istatistiksel olarak değer-
lendirilir.68 Bu değerlendirmeler sonucunda DNA
fragmantasyon indeksi [DNA Fragmentation Index
(DFI)] (kırmızı/toplam kırmızı+yeşil) hesaplanır.
Hücrelerin ne kadarının bu değerin dışında olduğu
belirlenir.69 Yöntemin tekrarlanabilirlik oranı %98-
99’dur. Kullanılan farklı laboratuvar ve bilgisayar
programlarının sonuçları arasında %98 örtüşme gö-
rülmektedir. Daha önceden fertil ve infertil erkek-
ler için sırasıyla mL’de 90 ve 74 milyon sperm
görülme oranı ile SCSA’daki hasarlı hücre oranının
%30’un üzerinde olması durumunda infertilite gö-
rüldüğünün saptanması yöntemin gücünü göster-
mektedir.69 SCSA flow-sitometri analizleri için
SCSASoft adında bir yazılım geliştirilmiştir.70 Altın
standart olarak tanımlanan SCSA yönteminin,
erkek infertilitesini anlamada kesin sınırları olan
ve klinik açıdan anlamlı tek yöntem olduğu birçok
çalışma ile desteklenmiştir.57,71,72 SCSA testinin de-
zavantajı, pahalı ve uzman personel gerektiren
ekipmanlarla uygulanabilen bir yöntem olmasıdır.
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