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BÖLÜM 17

SPERM DNA FRAGMANTASYONU VE ERKEK 
INFERTILITESI

Kemal ERTAŞ1

GİRİŞ

Erkek kısırlığı dünya çapında endişe verici boyutta artmaktadır. Genel infertilite 
vakalarının% 50’sinde potansiyel nedenleri ortaya koymak için özel incelemer ge-
rekmektedir.(1)

Yardımcı üreme teknolojisinin önemli ölçüde gelişmesi ile (YÜT) ölü doğum 
oranları azda olsa azalmıştır.(2)YÜT ,Erkek fertilitesini iyileştirmek için uygun 
yaklaşım olarak kullanılmamalıdır. Vakaların çoğu idiyopatik kalan erkek infer-
tilitesinin yönetiminde , doğru teşhis mümkündür. Bunun için erkek kısırlığının 
etiyolojisi her yönüyle düşünülmeli , olası mekanizmalar araştırılmalı ve kavram-
sallaştırılmalıdır. Bu bağlamda, sperm fonksiyonları ile ilgili moleküler ve genetik 
süreçleri anlamak çok önemlidir. Sperm fonksiyon testleri ve Üreme sonuçları 
üzerinde büyük etkiye sahip olan sperm DNA bütünlüğü araştırma önceliğini 
tekrar kazanmaktadır

Çeşitli ekzojen ve endojen faktörler nedeniyle oluşan Sperm DNA fragmantas-
yonu (SDF) doğrudan spermin morfolojik özelliklerini bozarak sperm fonksiyon-
larını ve üreme kapasitesini azaltmaktadır.(3,4) SDF incelemeleri, erkek kısırlığı 
için potansiyel bir tanı aracı olup birkaç adımda klinik androlojinin ilerletilmesi-
ne yardımcı olur SDF testi, Amerikan Üroloji Derneği (AUA) ve Avrupa üroloji 
derneği (EAU) kılavuzlarında henüz yeterli kanıt düzeyinde olmasa da infertil 
erkeklerin değerlendirilmesinde rutin testler olarak tavsiye edilmektedir.(5,6)

Çevresel, yaşam tarzı ve endojen faktörlerin yol açtığı mekanizmalar ile olu-
şan SDF etiyolojisinin aydınlatılması erkek infertilitesinin anlaşılmasına katkı 
sağlayacaktır.

SPERM DNA HASARININ ETIYOLOJISI

Haploid genomun başarılı bir şekilde sekonder oosite iletilmesi için sperm ya-
pısı düzgün olarak yapılır. DNA içeriğinin füzyon ve iletiminin başarısı sınırlı 
1	 Op. Dr. Memorial Dicle hastanesi Üroloji Kliniği, drertask@hotmail.com
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hacimdeki nükleosta sıkıştırılmış genetik materyal ile doğrudan bağlantılıdır. 
Memeli sperm kromatini, yapı ve içerik olarak somatik hücrelerden farklıdır. 
Böylece paternal genomun oosite taşınması sırasında genetik bütünlük korunur.
(7) Protaminasyon, nükleer kromatin yoğunlaşması sırasında ,pozitif yüklü pro-
taminlerin histonların yerine geçtiği benzersiz bir süreçtir. Transport ve fertili-
zasyondan oluşan bu sürecin herhangi bir aşamasındaki kusur, SDF ile sonuçla-
nabilir. Aslında, DNA hasarının / kırılmalarının kapsamı, fertil erkeklerde bile 
spermden sperme değişiklik gösterebilir.(8) Ortaya çıkan kanıtlar fertilizasyon 
ve embriyo gelişimi sırasında kromatin organizasyonunun önemini destekliyor.
(9-11) Bununla birlikte, normal durumda, mayotik faz, rekombinasyon kontrol 
noktasından geçerken . bu ilerlemeyi tamamen tamir edilmiş DNA veya yetersiz 
bozulmuş spermatositler çıkarılana dek mayotik bölünmeyle sınırlar.(12)

DNA kırılmaları ligasyonu , hem birincil DNA bütünlüğünü korumak hem de 
genom ekspresyonu sırasında DNA döngü alanının yeniden birleştirilmesi için 
çok önemlidir.(13)

Histon hiper asetilasyon yoluyla (endojen nükleaz aktivitesi ve topoizomeraz 
II ile DNA kırılmalarının ligasyonu) oluşan bu yeniden montaj süreci kromatin 
gevşetme gibi hassas adımları içerir .(14) Yeni protamin çekirdeklerinin etrafına 
kromatin paketleme ve DNA bütünlüğünün restorasyonu genellikle epididimal 
geçiş sırasında gerçekleştirilir(15)

Bununla birlikte, epididimal geçiş sonrası spermatozoada endojen çentiklerin 
varlığı spermiogenezde uygun olmayan bir kromatin paketlemesini ve eksik bir 
olgunlaşma sürecini gösterebilir Kromozomların DNA sperm fragmantasyonuna 
olan farklı duyarlılığı, DNA’nın paketleme molekülleri olan histon ve protaminle-
rin herhangi biriyle olan ilişkisine göre belirlenir.(16)

SDF etiyopatogenezinde Sperm kromatin sıkıştırmasındaki kusurların yanı 
sıra, varikosel enfeksiyon, ileri erkek yaşı, sıcak stresi, yaşam tarzı faktörleri, çev-
resel toksinler iyonlaştırıcı ve iyonlaştırıcı olmayan radyasyon gibi birçok diğer 
inrensek ve ekstrensek faktörler bildirilmiştir.(17-18) Bu etiyolojilerin çoğun-
da reaktif oksijen türlerinin (ROS) yükselmesiyle SDF ortaya çıkmaktadır.(19) 
Abortif apopitoz(20) ve kusurlu maturasyon(21) , Testiküler SDF deki iç faktör-
lerin rolü ile ilişkilidir. Öte yandan, kanıtlar epididimal ve ejakule spermde tes-
tiküler spermden daha fazla extrensek kaynaklı DNA fragmantasyonu olduğunu 
gösteriyor.(22) Plazma membranı İçerisindeki çok miktarda çoklu doymamış yağ 
asitlerinin (PUFA) varlığı spermi ROS kaynaklı hasara duyarlı hale getirir.(23)

ROS ve SDF arasındaki ilişki varikoselin etyopetogenezinde de aşikar bir şe-
kilde karşımıza çıkmaktadır. İnfertil olup varikoseli olan erkeklerde infertil olup 
varikoseli olmayan erkeklere göre ROS ve lipid peroksidasyon ürünleri seviyeleri 
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daha yüksek bulunmuş.(24) öte yandan varikoselin tedavi edilmesi ROS seviyele-
rini ve SDF yi azaltmaktadır.(25-26)

Böylece, sperm fonksiyonlarının ve morfolojisinin intrensek ve ekstrensek 
çok çeşitli nedenlerle bozulduğu açıktır. Anormal spermatozoaya neden olan bu 
faktörlerle birlikte artan ROS seviyeleri sperm DNA bütünlüğüne zarar verir ve 
dolayısıyla infertiliteyle sonuçlanabildiği gibi YÜTnin başarısında azalma ve do-
ğumsal kusurlarlada sonuçlanabilir.

SPERM DNA FRAGMANTASYONU ILE ILIŞKILI MOLEKÜLER 
DEĞIŞIKLIKLER

Sperm DNA hasarı hem nükleer hem de mitokondriyal genomu etkiler. (17,27,28) 
SDF ayrıca nükleusta vakuolasyon gibi sperm alt yapısındaki değişiklikler ile şid-
detli teratozoospermi içeren sperm morfolojik anormalliklerine neden olmakta-
dır .(29) Bu değişiklikler hiperaktivasyon, kapasitasyon gibi normal sperm fonk-
siyonlarını ve spermatozoanın döllenme sırasında oosit ile bağlanması için kritik 
olan akrozom reaksiyonunu olumsuz etkiler.(30,31) Yüksek SDF’li hastalarda 
Özellikle spermin proteomu ve seminal plazma değişmiştir.(28,32) Bu durum 
triaçilgliserol metabolizması, enerji üretimi, protein katlanması,katlanmamış 
proteinler ve hücresel detoksifikasyonu gibi moleküler süreçler ve sperm protein 
ekspresyonu üzerinde önemli bir etkiye sahiptir.(28)

Ayrıca, yüksek DNA fragamantasyonlu spermlerde sperm metabolizması, işle-
vi ve oksidatif enfeksiyonlara karşı koruma ile ilişkili postgenomik yollar etkilenir.
(28)
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Artmış SDF prolaktin kaynaklı protein ve onun öncü proteininin (pPIP) eks-
presyonunu değiştirerek spermatogenezi bozar. (33) Seminal plazma proteomu 
ayrıca SDF ile ilişkili patolojiyi de yansıtır ve bunlar sperm DNA hasarının de-
recesine bağlı olarak modüle edilir.(32) Intasqui ve arkadaşları ayrıca, düşük ve 
yüksek DNA fragmantasyonu olan normozoospermik erkeklerin seminal plaz-
masında postgenomik yolakların değiştiğini bildirmiştir. Yağ asidi bağlanması 
ve prostaglandin biyosentezi gibi moleküler yolak fonksiyonlarının DNA hasarlı 
spermatozoalarda değiştiği bildirildi.(34)

 Sistein açısından zengin salgı proteini LCCL alanı içeren 1 (CRISPLD1), siste-
in açısından zengin salgı proteini LCCL alanı içeren 2 (CRISPLD2) ve retinoik asit 
reseptörü yanıt veren protein 1, düşük SDF için biyobelirteçler olarak önerilirken 
,bir proteozom alt birimi olan alfa tip-5 proteininin yüksek SDF için potansiyel bir 
seminal biyobelirteç olduğu düşünülüyor.(35) Sigara içen yüksek SDFli bireyle-
rin seminal plazmasındaki moleküler değişiklikler esas olarak azalmış akrozomal 
bütünlük ve mitokondriyal aktivite ile ilişkili bulundu. İnfertil hastalarda görü-
lenSDF ile birlikte yüksek ROS seviyelerinin , Seminal plazmada DNA bağlama 
mekanizmasına bağlı enzimleri değiştirdiği gösterildi.(36)

Genel olarak, hem spermatozoanın hem de seminal plazmanın moleküler pro-
tein yapıları yüksek SDF koşullarında değişir.

SDF ILE İLIŞKILI ERKEK İNFERTILITE FAKTÖRLERI/DURUMLARI

Erkek faktör infertilitesi ile SDF arasındaki bağlantıyı bildiren çalışmalar çeşitli 
gözlemlere sahiptir. Birçok çalışma, SDF ve erkek kısırlığını azalmış sperm fon-
kisyonlarını destekleyen kanıtlarla ilişkilendirirken(37,39) bazı çalışmalarda yük-
sek SDF’nin normal motilite ve morfolojiye sahip spermlerde de gözlenebileceği 
bildirilmiştir.(40,42) yükselmiş SDF seviyeleri anormal semen parametreleri olan 
erkeklerde ve infertil çiftin normospermik partnerlerinde gözlenebilir.(43) Buna 
rağmen SDF erkek üreme sağlığı ve sağlıklı embriyo gelişimi üzerinde önemli bir 
faktördür. Agarwal ve arkadaşlarının yakın tarihli bir makalesinde, ART’de daha 
iyi bir sonuç için SDF yönetiminde kadın faktörlerinin rolü aydınlatılmış.(44) 
Yazarlar, SDF ve ARTnin klinik sonuçları üzerine etkisi olan yumurtalık rezervi 
arasındaki karmaşık etkileşimi tartıştı. Kaliteli oositlerde kusurlu genetik bilginin 
yavruya geçişini önlemek için bir güvenlik kontrolü görevi gören sağlam bir oosit 
onarım makinesinin bulunması, SDF dahil olmak üzere üreme sonuçlarında çok 
önemli bir role sahiptir. (44) Bununla birlikte, birkaç erkek infertilite faktörü, SDF 
ile ilişkilidir.
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ERKEK YAŞI

YÜT tedavisi arayan çiftler arasında babaların, YÜT’ye ihtiyaç duymayanlara 
göre önemli ölçüde daha yaşlı olduğu bildirilmiştir (36.6’ya karşı 33.5 yıl) (45) .40 
yaş ve üzeri erkek kişilerde de sperm DNA hasarı riskinin daha yüksek olduğu bu-
lunmuştur.(46) Ancak bazı araştırmalarda baba yaşı ile SDF arasında bir ilişki ol-
madığı bildirilmiştir.(47,48) Bununla birlikte, çalışmaların çoğu, artan erkek yaşı 
ile birlikte, spermde artmış ROS oluşumu(46) ve diploidi/anöploidi insidansında 
artma bildirmiştir.(48,49)

DIYET, YAŞAM TARZI VE DEĞIŞTIRILEBILIR RISK FAKTÖRLERI

Oksidatif DNA hasarının antioksidan bileşiklerle desteklenmiş gıda tüketimi ile 
azaldığı bu durumun genel ve üreme sağlığı açısından daha iyi olduğu çeşitli ça-
lışmalarda bildirilmiştir(50,51)

Raporların çoğu Bireysel antioksidanların veya antioksidan açısından zengin 
gıdaların artan alımının sperm DNA hasarının bazal seviyesini azaltabileceğini 
gösteriyor.(52,53) Endojen sperm DNA oksidasyon seviyelerinin diyet veya tak-
viye gıda yoluyla modüle edilebildiği, aşikardır. Ancak bazı antioksidan türleri ve 
dozu, antioksidan plazmanın bazal düzeyi sigara veya alkol tüketimi gibi değiş-
kenler sonucu etkileyebilir. Sigara (54) ve alkol tüketimi(55) ayrı ayrı ve kombi-
nasyon halinde SDF’yi tetikliyor.(56)

Sigara veya alkol aracılı SDF mekanizması, sperm kalitesini ve sonuçta sper-
matozoanın doğurganlık potansiyelini etkileyen aşırı ROS oluşumundan kay-
naklanmaktadır Kronik sigara içenlerde Sperm DNA Parçalanması ve Erkek 
infertilitesi kontrol noktası kinaz 1 (Chk1) aktivasyonuna yanıt olarak oluşan 
S ve G2 kontrol noktası arresti DNA hasarı oluşumdan sorumlu tutulmaktadır 
.Checkpoint kinaz 1 (Chk1)’in ekspresyonu , SDF ve apopitoz ile ilişkilidir.Chk-1 
in azaltılması, sperm onarımının azalmasına ve sperm apopitozunun artmasına 
dolayısıyla semen kalitesi üzerinde olumsuz bir etkiye neden olabilir. (54) SDF 
ve alkol tüketimiyle iligili raporlara göre intrinsek apopitotik cascade sırasında, 
sperm mitokondrilerinden salınan hidrojen peroksitin çekirdekte SDF’yi indük-
leyebileceği düşünülmektedir.(57) Apopitotik süreçten çok sonra, sperm DNA’sı 
parçalanmaya başlar.(58)

OBESITE

Son yıllarda obesitenin erkek fertilitesi üzerine endişe verici boyutlarda etkileri 
olduğu tartışılmaktadır. Erkek İnfertilitesi ile aşırı kilo veya obezite ile arasında 
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güçlü ilişki bulunmuştur. Geleneksel semen parametre değerleri yüksek vücut 
kitle indeksi (BMI) olan erkeklerde olumsuz şekilde değişir.(59) Erkek obezitesi, 
artan sperm DNA hasarı riski ve daha düşük sperm motilitesi ve dolayısıyla düşük 
sperm kalitesi ile ilişkilidir. (59) Bir çok insan ve hayvan çüzerindekisitotoksik 
etkilerinden kaynaklanmaktadırlışmalarında obezite ile azalmış sperm DNA bü-
tünlüğü arasında ilişki olduğu saptanmıştır.(60) Obesite endokrin dengeyi boza-
rak sperm DNA bütünlüğü üzerinde olumsuz etkilere yol açar.(61)

ÇEVRESEL TOKSINLER

Ağır metealler(62) ,pestisitler(63) ve diğer endokrin bozucu maddelere çevresel 
veya mesleki maruziyet erkek üreme sağlığı üzerinede olumsuz etkiler oluştu-
rarak erkek infertilitesine neden olabilmektedir. endokrin bozucu kimyasallara 
maruziyet ile SDF arasında pozitif korelasyon vardır.(64) Bu çeşitli ajanlar Germ 
hücrelerine gelişimin çeşitli aşamalarında etki ediyorlar ve genellikle bu germ 
hücreleri epididim veya ejakulata ulaştığında SDF gösteriyorlar. Bu tedavi edi-
len örneklerin bazıları başarılı İVF yapma yeteneğine sahipken sıklıkla embriyo 
başarısızlığı yaşanıyor. Aşırı DNA fragmantasyonu muhtemelen oosit tarafından 
tamir edilemez ,% 30’dan fazla spermDNA hasarı gösteren erkeklerde ivf sonrası 
spontan abortus oranı yaklaşık olarak iki katına çıkmaktadır.(65) DNA fragman-
tasyonu, erkek fertilitesi için potansiyel toksik madde maruziyeti tespiti için bir 
teşhis aracı olarak mükemmel bir belirteçtir.

KEMORADYOTERAPI

Son birkaç on yılda, çok sayıda rapor, iyonlaştırıcı ve iyonlaştırıcı olmayan rad-
yasyonların erkek fertilitesi üzerindeki olumsuz etkisini doğrulamıştır (18,66)

Tıbbi ekipman ve kanser tedavisi için uygulanan radyoterapiden kaynaklanan 
iyonlaştırıcı radyasyonlar ile SDF ve azalan sperm kalitesi arasında pozitif kore-
lasyon vardır(18)

Kanser tedavilerinin erkek fertilitesi üzerindeki olumsuz etkileri iyi 
bilinmektedir.

Sperm sayısında azalma kemo veya radyoterapinin spermatojenik epitelyum 
üzerindeki sitotoksik etkilerinden kaynaklanmaktadır.(67)

Çalışmalar ayrıca testiküler germ hücreli tümörlerde radyoterapinin tek ba-
şına kemoterapiye kıyasla SDF’de daha fazla bir artış ile birlikte ilişkili olduğunu 
doğrulamışlardır. (68) Cep telefonlarından, Wi-Fi’den ve diğer radyoaktif kay-
naklardan gelen iyonlaştırıcı olmayan radyasyonların da erkek fertilitesi ve sperm 
DNA bütünlüğü üzerinde önemli olumsuz etkileri vardır.(66)
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ENFEKSIYONLAR VE TESTIS TRAVMASI

Yukarıda tartışıldığı gibi, hem intratestiküler hem de Posttesiküler seviyelerde 
oluşan çeşitli olaylar sperm DNA hasarına neden olabilir. Akut veya kronik inf-
lamasyon olarak kendini gösterebilen patolojik durumlardan biri olan bakterios-
permi genital sistemde lökosit infiltrasyonunu arttırır ve daha yüksek ROS üreti-
mi ile sonuçlanır.(69) Lökositospermi, Chlamydia ve Mycoplasma enfeksiyonları, 
testis kanseri ve varikoselinde aşırı ROS üretimi ile birlikte daha fazla SDF’ye ne-
den olduğu bildirilmiştir.(26,70,71) Ayrıca başka bir çalışmada , Chlamydia ve 
Mycoplasma enfeksiyonu olan hastalarda bir kür antibiyotik tedavisinden sonra 
SDF nin azaldığı bildirilmiştir.(70)

SDF DEĞERLENDIRMESINDE KULLANILAN TEKNIKLER

Sperm DNA hasarını değerlendirmek için çeşitli testler kullanılır. Bunlar spermin 
olgunluğunu ve kromatin bütünlüğünü veya DNA fragmantasyonunu ölçen direk 
ve indirek testler şeklinde sınıflandırılır.

En yaygın olarak kullanılan SDF testleri sperm kromatin yapısı tahlili (SCSA), 
terminal deoksinükleotidil transferaz dUTP nick-end etiketleme (TUNEL), 
sperm kromatin dağılımı (SCD) ve Comet (tek hücreli jel elektroforez) testleri-
dir. Majzoub ve arkadaşları tarafından 19 ülkede yapılan kesitsel bir ankette SDF 
ölçümlerinin %30,6’sının TUNEL ve SCSA kullanılarak, %20,4’ünün ve SCD ve 
%6.1 inin tek hücreli jel elektroforezi (Comet) kullanılarak yapıldığı gösterildi.
(72)

Bu testlerin her birinin test sonuçları farklıdır ve birbirlerinin yerine 
kullanılamaz

SPERM KROMATIN MATURASYON TESTLERI

1-Anilin Mavisi Boyama (AB)
Olgun spermatozoa,arginin ve sisteinden bol protaminler içerirken olgunlaşma-
mış spermatozoa, lizinden zengin histonlar içerir

AB lizin ile reaksiyona giren asidik bir boyadır.
Olgunlaşmamış spermleri maviye boyarken, olgunlaşmış spermler boyan-

madan kalır. Mikroskopta basit parlak alan altında boyanmış spermatozoalar 
değerlendirilir.

Sperm kromatin bütünlüğü, boyanmanın yoğunluğa göre değerlendirilir.(73)
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2- Chromomycin A3 (CMA3)
Spermatozoanın protaminasyon durumu, onun kromatin bütünlük durumunu 
belirler. Protamin içeriği ne kadar azsa, DNA paketlemesi o kadar zayıf ve sperm 
DNA hasarı o kadar çoktur. CMA3, protamin eksikliği olan sperm DNA’sına bağ-
lanır ve bu spermler açık sarı boyanır.(74)

Prot aminasyonu artmış spermde renk yoğunluğu yüksektir.(75).Semen nu-
munelerinde CMA3 testi ile %30 dan fazla DNA hasarı tespit edilen vakalarda 
ICSI’de döllenme oranının önemli ölçüde daha düşük olduğu bildirildi.(76)

SPERM DNA FRAGMANTASYON TESTLERI;

1- Sperm Kromatin strüktür Testi (SCSA)
SCSA, dolaylı bir SDF testidir ve tek sarmallı sperm DNA’daki (ssDNA) kırılmala-
rı tespit etmek için kullanılır. Akridin turuncusu (AO) boyası ssDNA ile bağlanır 
ve kırmızı floresan yayar, çift sarmallı DNA’ya bağlı AO ise yeşil floresan yayar 
sinyaller bir akış sitometresi kullanılarak yakalanır.(77) SCSA hem taze hemde 
dondurulmuş spermler de de yapılabilir DNA fragmantasyon indeksi (DFI)için 
klinik bir referans değeri SCSA için %30 olarak kabul edilmektedir.(78,79)

2-Sperm Kromatin Dağılım(SCD) Testi
SCD, halo testi olarak da bilinir ve ilk olarak Fernández ve ark.tarafından tanım-
lanmıştır.(80,81) Sperm hücreleri, Düşük erime noktalı agaroz kaplı slaytlara gö-
mülür asit çözeltisi ile denatüre edildiğinde halos/kromatin dağılımı oluşur.

Slaytlar DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) ile boyanır ve floresan mikroskop 
altında incelenir parçalanmış (küçük haleler / dağılmamış) form yüksek oranda 
yoğunlaştırılmış kromatin (büyük/farklı haleler) formdan ayırt edilir.

Bu test hem temiz hem de yıkanmış sperm üzerinde gerçekleştirilir. Halelerin 
boyutu, sperm DNA hasarıyla doğru orantılıdır.(82)

3- COMET ASSAY/TEK HÜCRE JEL ELEKTROFOREZI (SCGE)

Bu teknikte, parçalanmış spermden elde edilen DNA, agaroz jel elektroforezi-
ne tabi tutulur. Sağlam DNA, spermin kafasının içinde kalırken, parçalanmış 
DNAgöç eder ve kuyruk olarak görünür (83)

Floresan boya SYBR Green I boyama için kullanılır. Parçalanmış DNA, flore-
san mikroskop altında incelenir. Parçalanmış DNA yı gösteren kuyruğun uzunlu-
ğu DNA hasarının boyutunun bir göstergesidir. SCGE testi, taze semen numune-
leri üzerinde gerçekleştirilir ve inceleme için minimum
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5000 spermatozoa gereklidir. Böylece Comet testi kullanılarak oligozoosper-
mik numunelerde bile SDF kolaylıkla değerlendirilebilir.(84)

4- TERMINAL DEOKSINÜKLEOTIDIL TRANSFERAZ DUTP NICK-
END ETIKETLEME

(TÜNEL) Test
TUNEL testi, taze, yıkanmış ve kriyoprezerve edilmiş semen örneklerinden elde 
edilen spermatozoadaki hem tek hem de çift zincirli DNA kırılmalarını ortaya 
çıkarır.

SDF’yi ölçmek için kullanılan testler diğer mevcut teknikler arasında hızlı ve 
kolay prosedürü nedeniyle popüler bir teknik haline gelmekte ve gittikçe daha çok 
klinik önem kazanmaktadır.

DNA kırılmaları floresein ile birleştirilmiş 2’-deoksiüridin 5’-trifosfatlar 
(dUTP’ler) ile etiketlenmiştir izotiyosiyanat (FITC). 3’hidroksil (OH) kırılma-
sında dUTP’lerin dahil edilmesi ssDNA ve dsDNA’nın uçları, terminal deoksi-
nükleotidil transferaz (TdT) olarak bilinen şablondan bağımsız DNA polimeraz 
tarafından gerçekleştirilir. Ayrıca, çekirdeği boyamak için bir karşı boya olarak 
propidium iyodür (PI) kullanılır. floresan sinyalleri yayılan DNA kırılmaları ile 
doğru orantılı olup floresan mikroskobu veya flow sitometresi ile belirlenebilir.
(85,86)

DNA kırılmalarının tespiti için Flow sitometresinin kullanılması ,yüksek doğ-
ruluk oranıyla son derece hassas ve en doğru tekniktir.(87)

SDF ölçümü için TUNEL protokolü olarak çoğu klinik laboratuvarları için 
Accuri C6 masaüstü flow sitometresi kullanmaktadır.(88) Başlangıçta, sağlıklı 
donörleri infertil erkeklerden ayırt etmek için %19,25’lik bir referans değeri be-
lirlendi.(89) Son zamanlarda, SDF’yi ölçmek için masaüstü akış sitometresi kul-
lanılarak yapılan Cohort çalışmada infertil erkekler ve kanıtlanmış fertil erkekler 
karşılaştırıldı. (n=261) Testin %16,8 referans değeri ile yüksek bir pozitif prediktif 
değeri (%91,4) ve özgüllüğü vardı.(90) Benzer sonuçlar Basel isviçredeki labora-
tuartdanda alındı. Laboratuvarlar arası varyasyon önemli ölçüde daha azdı ve her 
iki merkezde de yüksek bir r = 0.94 korelasyonu vardı.(91) Yürütülen birkaç çalış-
manın raporlarına göre, klinik laboratuvarlarda TUNEL tekniği kullanılarak SDF 
testi için standartlaştırılmış, basit ve kolay protokol önerilmiştir.(85,88,89,91)
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Erkek infertilitesi için SDF Testi
Baba genomundaki hasar, döllenme başarısızlığının önde gelen nedenlerinden 
biridir. SDF testi, erkek kısırlığının değerlendirilmesi için gelişmekte olan ve ge-
lişmiş bir araçtır. Bu amaçla Agarwal ve ark. tarafından klinik uygulama kılavuzu 
önerilmiştir.(CPG). Bu kılavuz erkek kısırlılığında SDF testinin klinik faydası için 
kanıta dayalı öneriler sunar.(86) SDF testi klinik varikoseli ve borderline semen 
parametreleri olan hastalarda , varikoselin neden olduğu bozuklukları düzeltmek 
ve daha iyi doğurganlık sonuçları elde etmek için bu hastaları seçme konusunda 
hekimlere yardımcı olabilir.(86)

Ek olarak Oligozoospermik olup ejaküle spermiogramda SDF testi yüksek çı-
kan erkeklerde yardımcı üreme prosedürleri için testiküler sperm kullanımının 
daha faydalı olacağı ortaya konabilir. (22,92,93) Ayrıca, SDF testi, doğal hamilelik 
ve YÜT sonuçlarını değerlendirmek için bir tahmin aracı olarakta kullanılabilir.
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