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INTRODUZIONE

L’infertilità maschile, riscontrata nel 7% della
popolazione, è alla base del 50% dei casi d’infertilità di
coppia (1). Sono note cause pre-testicolari (riconducibili
a disfunzione dell'asse ipotalamo-ipofisi), testicolari
(patologie prevalentemente testicolari) e post-testicolari
(ostruzioni urogenitali, vasectomia, fattori delle
ghiandole accessorie) con possibili alterazioni della
produzione, maturazione, vitalità e liberazione degli
spermatozoi (2). Nel 30-40% dei casi, in cui la causa
rimane inspiegata e quindi idiopatica, si presume che
questa condizione sia determinata dalla coesistenza di
fattori diversi o non ben identificabili, quali ad esempio
danno da stress ossidativo, disturbi genetici o
epigenetici e inquinamento ambientale (3).

Secondo le linee guida dell'Organizzazione Mondiale
della Sanità (OMS), il principale esame diagnostico per
valutare l’infertilità maschile è lo spermiogramma che,
convenzionalmente, comprende l’analisi del fluido
seminale (colore, volume, pH e viscosità) e della parte
corpuscolare (concentrazione, motilità, vitalità e
morfologia degli spermatozoi) (4). Il riscontro di una o più
alterazioni dei parametri che riguardano la
concentrazione, la motilità e la morfologia degli
spermatozoi in almeno uno spermiogramma su due,

eseguito a distanza di 1 e 4 settimane, è suggestivo di
infertilità maschile (5). Tra questi, sono considerati
parametri particolarmente significativi l'oligospermia,
l'astenospermia e la teratospermia. Nonostante queste
importanti indicazioni, il potere predittivo dello
spermiogramma sull’esito riproduttivo è relativamente
basso poiché non fornisce informazioni sulla funzionalità
spermatica (6). Inoltre, i valori di riferimento dello
spermiogramma secondo linee guida del WHO sono
determinati usando il 5° percentile come valore limite;
questo potrebbe giustificare il fatto che nel 15%
dell'infertilità maschile clinicamente conclamata non
siano riscontrate alterazioni dello spermiogramma (6).
Pertanto, le indicazioni ottenute dallo spermiogramma
non devono essere considerate come parametro
assoluto della fertilità maschile, ma devono essere
rapportate al quadro clinico dell'individuo e soprattutto
della coppia nel suo complesso (2). 

Con lo scopo di integrare le informazioni ottenute
negli ultimi anni dallo spermiogramma, numerosi studi
sono stati focalizzati sulla valutazione dell’integrità del
DNA dello spermatozoo, compresa l'identificazione di
parametri (e relativi valori soglia) che possano fungere
da biomarcatori di integrità funzionale del DNA
spermatico (7).
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Danni al DNA dello spermatozoo sono associati ad
esiti negativi sullo sviluppo embrionale, a poliabortività e
ad un aumentato rischio di malattie genetiche nella prole
(8-10). É importante ricordare che, durante la
spermiogenesi, il DNA dello spermatozoo va incontro ad
un fisiologico processo di frammentazione facilitando la
riorganizzazione della cromatina; in seguito, l'intervento
delle topoisomerasi ne permette la riparazione. Tuttavia,
in condizioni patologiche (difetti della condensazione
cromatinica, processi apoptotici e stress ossidativo)
questo processo di riparazione potrebbe essere
inefficace (11).

Partendo, quindi, dal presupposto che nel liquido
seminale dei soggetti infertili è stata riscontrata una
frammentazione del DNA spermatico (sperm DNA
fragmentation, SDF) maggiore, rispetto a quella
riscontata nei soggetti fertili, la valutazione dell'integrità
del genoma dello spermatozoo è stata proposta come
parametro indipendente e aggiuntivo della qualità
spermatica e del potenziale riproduttivo (12). 

In soggetti normozoospermici e fertili, circa il 5-15%
degli spermatozoi risulta avere il DNA frammentato
rispetto ad un valore >30% nei soggetti con infertilità. In
particolare, livelli di SDF compresi tra il 30% e il 40%
sono associati negativamente con la qualità dello
sperma e livelli di SDF >26% sembrano implicati nella
poliabortività (13-15). Sulla base delle osservazioni che
mettono in relazione l'integrità del DNA spermatico e gli
esiti della gravidanza, la valutazione dell’SDF nell’iter
diagnostico della coppia infertile sta assumendo una
importanza sempre maggiore.

Scopo di questa rassegna è quello di analizzare e
confrontare le metodiche attualmente in uso per la sua
valutazione esaminando le cause più note del danno al
DNA spermatico nonchè i metodi utilizzati per
determinarlo. 

CAUSE INTRINSECHE ED ESTRINSECHE DI

FRAMMENTAZIONE DEL DNA SPERMATICO

La SDF è stata attribuita ad una varietà di cause
innescate da fattori intrinseci ed estrinseci di origine
patologica, ambientale o riconducibili a stili di vita
scorretti.

Fattori intrinseci 

Un danno del DNA spermatico, che può coinvolgere
uno o entrambi i filamenti, può avvenire durante la
maturazione a livello testicolare o durante il transito post-
testicolare (8).

Nella spermatogenesi possono essere identificate 3
fasi principali: la differenziazione delle cellule staminali
spermatogoniali; le divisioni meiotiche per produrre
spermatozoi aploidi; lo scambio istone-protamina a
favore della motilità e della maturazione degli
spermatozoi.

In ogni ciclo di spermatogenesi, fino al 75% delle
cellule germinali che entrano in meiosi I viene rimosso
per apoptosi, al fine di bilanciare il rapporto tra cellule di

Sertoli e cellule germinali (16-18). Tuttavia, alcune
cellule germinali apoptotiche danneggiate sfuggono a
questo processo, continuando a rimodellarsi e
apparendo normali all’analisi morfologica dell’eiaculato
(un processo denominato "apoptosi abortiva") (19). 

Durante il transito nell'epididimo si verificano, invece,
eventi di maturazione, tra cui l’attivazione
dell’ipermotilità, la sostituzione degli istoni con le
protamine e la formazione di ponti disolfuro protamina-
protamina per ulteriore condensazione della cromatina.
Mediante questo processo, grazie alla compattazione
del genoma, si ottiene una struttura protetta; al contrario,
a seguito di un deficit di protamina, il DNA è
scarsamente condensato e vulnerabile al danno (20-23). 

Un altro fattore che contribuisce al danno del DNA
spermatico è lo stress ossidativo. Sebbene le specie
reattive dell'ossigeno (ROS) siano essenziali per gli
eventi di maturazione, i loro livelli sono ottimizzati dagli
enzimi antiossidanti del plasma seminale e la rottura di
questo equilibrio redox ottimale ha conseguenze
deleterie per l'integrità della cromatina (24, 25). Nel 30-
80% dei casi di infertilità maschile è stato identificato un
livello significativo di stress ossidativo (26-28). La
sovraesposizione innesca una cascata di segnali di
stress ossidativo che guidano la cellula verso l’apoptosi,
con conseguente danno al DNA (29, 30). Gli
antiossidanti del liquido seminale, principalmente il
superossido e la glutatione perossidasi, regolano questo
stato redox (31,32). Gli spermatozoi sono
particolarmente vulnerabili nella fase post-testicolare, a
causa dell'incapacità di rimuovere il danno al DNA con i
sistemi di riparazione o clearance apoptotica (33). Studi
in vivo condotti su animali dimostrano che le regioni
associate agli istoni sono attaccate preferenzialmente
dal danno mediato da ROS (34).

Fattori estrinseci

I fattori esterni correlati con elevati livelli di danno al
DNA spermatico e, quindi, al potenziale di fertilità
maschile sono molteplici: i più ricorrenti sono lo stile di
vita scorretto (obesità, fumo e alcol) e le cause
ambientali (inquinamento, esposizione a radiazioni e a
temperature elevate) (3, 35,36). Studi sperimentali e
clinici hanno dimostrato che il consumo di alcol, il fumo
di sigaretta e una dieta errata causano carenza di
vitamine e di agenti antiossidanti, contribuendo
all'aumento dei livelli di stress ossidativo (37, 38). Anche
un eccessivo consumo di caffeina provoca l'aumento del
livello di ROS attraverso la riduzione del rame (Cu++ in
Cu+); ed ancora, è stata riscontrata una correlazione tra
fumo di sigaretta attivo con ridotta qualità seminale,
aumento della frammentazione del DNA spermatico e
alterazioni della membrana plasmatica dello
spermatozoo (39,40). Recenti studi hanno dimostrato
che fattori fisici, come le radiazioni elettromagnetiche a
radiofrequenza e le alte temperature, possono colpire il
sistema riproduttivo maschile direttamente causando un
aumento della produzione di ROS o indirettamente,
coinvolgendo il sistema endocrino, provocando uno
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squilibrio ormonale (41).
È ormai noto che infezioni genito-urinarie, ad

esempio da Chlamydia trachomatis e Mycoplasma
inducono la frammentazione del DNA degli spermatozoi;
ne deriva quindi la necessità di eseguire un’attenta
analisi microbiologica del liquido seminale e di ripeterla
al termine di un’eventuale terapia (42). Inoltre, di recente
interesse nell’ambito nella medicina della riproduzione, è
l’infezione da papilloma virus (HPV). I soggetti affetti
risultano avere un’alterazione della motilità degli
spermatozoi e un’elevata frammentazione del DNA con
esiti negativi sia in caso di concepimento naturale che in
tecniche di fecondazione assistita (43,44). Garolla et al
nel 2018 hanno pubblicato uno studio retrospettivo su
circa 151 coppie infertili in cui era stata riscontrata
infezione da HPV nel liquido seminale. 79 pazienti
sottoposti al vaccino per HPV versus 72 non sottoposti a
vaccino, monitorati nel tempo, hanno mostrato un
miglioramento significativo di concepimento naturale e di
bambini nati (45).

Le principali patologie a cui viene associata
l'infertilità maschile sono diabete e cancro. Facendo
riferimento alla frammentazione del DNA, è stato
dimostrato che il diabete induce frammentazione del
DNA nucleare e delezioni del DNA mitocondriale; studi in
vivo su animali dimostrano che trattamenti
chemioterapici hanno effetti chemiotossici sull’integrità
cromatinica e sul profilo proteico della testa degli
spermatozoi (46,47). 

Tra le patologie più frequenti che interessano
l’apparato riproduttivo in giovani pazienti, il varicocele è
correlato con un aumento significativo della
frammentazione del DNA spermatico (48). 

Le principali conseguenze di queste alterazioni
sull'esito riproduttivo sono la diminuzione della
formazione di blastocisti e l'aumento dei tassi di
abortività spontanea (46-48). 

METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLA

FRAMMENTAZIONE DEL DNA SPERMATICO

Per la determinazione della frammentazione del DNA
spermatico sono stati messi a punto vari test basati su
metodiche diverse. Alcuni esempi, citati in ordine di
trattazione, sono: il terminal deoxyuridine nick end
labeling assay, (TUNEL) e la sua variante l'in-situ nick
translation; lo Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA); il Comet assay (single-cell gel electrophoresis,
SCGE); lo Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test e il
DNA breakage detection-fish (DBD-FISH) (49-54). 

Ad oggi, i metodi più comunemente usati sono il
TUNEL assay, il SCGE, l'SCD e l'SCSA, pertanto di
questi sarà descritta la metodica di base, i vantaggi e gli
svantaggi.

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP

nick end labelling

Il TUNEL assay è un metodo che misura
direttamente il danno del DNA spermatico; si basa

sull'azione della deossinucleotidil transferasi ( Terminal
deoxynucleotidyl Transferase, TdT) che incorpora
nucleotidi (desossiuridinatrifosfato, dUTPs) marcati a
livello dei gruppi 3’-OH terminali resi accessibili dalla
rottura del filamento del DNA (55). I nucleotidi che
vengono legati dalla TdT sono evidenziabili poiché
marcati con un tag identificabile in fluorescenza o
enzimaticamente (nick end labelling).

Il metodo più comunemente usato per la marcatura
dei nucleotidi è la coniugazione diretta con un colorante
fluorescente (solitamente FITC); alternativamente si
utilizzano marcatori fluorescenti, biotinilati,
digossigenilati. La rilevazione avviene mediante
microscopia a fluorescenza (valutazione qualitativa)
oppure utilizzando i tag fluorescenti mediante citometria
a flusso (valutazione quantitativa); gli spermatozoi con
un segnale di maggiore intensità sono quelli in cui c'è
stata una maggiore incorporazione di nucleotidi marcati
in corrispondenza del DNA danneggiato (56).

Per questa metodica sono stati riportati diversi valori
soglia rapportati allo stato di fertilità maschile ma resta
ancora controversa la sensibilità e la specificità (55).
Inoltre, sono stati pubblicati numerosi studi che riportano
una correlazione negativa tra i valori di SDF superiori al
12% e il tasso di gravidanza (57-60). 

I principali vantaggi sono: la possibilità di eseguire
l’analisi su una piccola quantità di campione, poichè gli
spermatozoi possono essere distinti l'uno dall'altro
singolarmente e la possibilità di utilizzare microscopi già
presenti in laboratorio. Tra gli svantaggi, bisogna
segnalare che: il metodo presenta delle limitazioni nella
valutazione degli spermatozoi immaturi, e che i risultati
risentono di un'elevata variabilità intra-analitica e inter-
laboratorio (61).

Sperm Chromatin Structure Assay

Sviluppata negli anni '70, l'SCSA fu la prima tecnica
in grado di rilevare la frammentazione del DNA
spermatico nell'uomo. Da allora ha subito alcune
modifiche grazie alle quali è il test commerciale più
comunemente utilizzato per indagare il danno del DNA e
le anomalie della cromatina negli spermatozoi. 

Il DNA di campioni, freschi o congelati, viene
denaturato in condizioni lievemente acide; in questo
modo è facilitata la denaturazione solo del DNA
danneggiato. Successivamente, le cellule spermatiche
vengono colorate con arancio acridina (AO), un
fluorocromo metacromatico, specifico per gli acidi
nucleici. Esso emette fluorescenza nel verde quando
viene intercalato nella doppia elica del DNA e nel rosso
quando viene legato all'esterno della singola elica di
DNA. Dal rapporto fra la fluorescenza rossa (DNA
danneggiato) sulla fluorescenza totale (DNA integro e
DNA danneggiato), determinato con citometria a flusso o
microscopia a fluorescenza, si ricava la quota del DNA
frammentato, ossia il DNA Fragmentation Index (DFI)
(62). In particolare, un DFI <30% correla con una buona
integrità̀ cromatinica, al contrario un DFI ≥30% correla
con anomalie della struttura cromatinica (62). L'SCSA

84-19 Cariati_Damora  24/02/2020  16:29  Pagina 15



determina anche la quota di spermatozoi immaturi con
difetti nella transizione istone-protamina (HDS); quindi,
un DFI ≥30% e un HDS del 15% correlano con
bassissime probabilità di riuscita della fecondazione in
vivo (63-65). I vantaggi di questo test sono la capacità di
analizzare rapidamente un numero statisticamente
significativo di spermatozoi (circa 5 000 spermatozoi per
campione), l’elevata riproducibilità e la possibilità di
utilizzare campioni congelati (65-67). Gli svantaggi
risiedono nei costi elevati, dovuti soprattutto alle
apparecchiature richieste (66,68).

Comet Assay o test della cometa

Il test della cometa (single-cell gel electrophoresis,
SCGE), introdotto per la prima volta nel 1984, viene cosi
definito, poiché, in presenza di DNA frammentato, la
cellula assume un'immagine somigliante a una cometa,
in cui il DNA integro occupa la testa e i frammenti si
posizionano a formare la coda. Di  conseguenza, la scia
della cometa sarà proporzionale al danno del DNA come
lunghezza e come intensità di segnale (69). Questa
tecnica, basata sulla diversa mobilità elettroforetica dei
frammenti di DNA a seconda della loro dimensione,
prevede l'elettroforesi degli spermatozoi inclusi su gel di
agarosio e, grazie all'impiego di un colorante nucleare
intercalante, la successiva visualizzazione con
microscopio a fluorescenza (56). Il test eseguito in
condizioni di pH neutro permette di evidenziare danni al
doppio filamento di DNA, mentre in condizioni alcaline
può rilevare sia i danni al singolo che al doppio
filamento, così come i siti alcalino-labili (69). Il fatto che
molti Autori ne riconoscano la significatività è
sicuramente un elemento di vantaggio; inoltre, grazie al
fatto che può essere effettuato su poche cellule, risulta
particolarmente indicato nei pazienti oligospermici (70-
72). Tuttavia, è richiesto personale specializzato per
l'esecuzione di questo protocollo laborioso e non del
tutto standardizzato.

Sperm Chromatin Dispersion Test

L'SCD è una tecnica basata sul fatto che, in seguito
a denaturazione acida, la dispersione della cromatina
crea un alone, la cui grandezza è inversamente
proporzionale al danno del DNA dello spermatozoo (73).
I campioni diluiti e adagiati su microgel di agarosio su
vetrino, sono prima trattati con una soluzione acida per
la denaturazione del DNA e poi con una soluzione lisante
per rimuovere le proteine nucleari. Quindi, grazie al tipo
d’intercalante, è possibile osservare gli spermatozoi in
microscopia ottica in campo chiaro o in fluorescenza e,
distinguere i "non frammentati’ (presenza di un alone
causato dalla cromatina dispersa) dai ‘frammentati’
(presenza di un alone piccolo o totale assenza di alone);
inoltre, gli spermatozoi che presentano il caratteristico
alone a fantasma sono definiti "degradati". La
percentuale di frammentazione del DNA spermatico di
ciascun campione è determinata dalla somma degli
spermatozoi frammentati e degradati rispetto al numero
totale degli spermatozoi osservati, dopo aver osservato

almeno 100 spermatozoi. Questo è il metodo più
comunemente usato nei laboratori poiché è semplice,
veloce, economico, ha un'alta riproducibilità e non
richiede strumenti complessi. Tuttavia, tra gli svantaggi
bisogna riportare che quando il bordo periferico
dell'alone presenta bassa densità di cromatina può
talvolta non essere distinguibile;  inoltre, non tutti gli aloni
si trovano sullo stesso piano focale, il che può farne
sottostimare la presenza; ed infine la coda dello
spermatozoo non è sempre preservata, e quindi non è
sempre distinguibile dalle altre cellule eventualmente
presenti, che si configurano come contaminanti.

DISCUSSIONE

L'aspetto più importante da tener presente riguardo i
metodi per la valutazione della frammentazione del DNA
degli spermatozoi è la condizione di pH in cui si opera
per rilevare il danno del DNA in vitro. I test in cui è
prevista una fase di denaturazione iniziale (pH
acido/alcalino) permettono di evidenziare siti
acido/alcalini, mentre, quando questa fase non è
prevista, si evidenziano danni nel singolo o nel doppio
filamento di DNA. In vivo, il pH intracellulare di circa 7,0
dell'ovocita permette di riparare le rotture del DNA a
singolo filamento o i siti acido/alcalini, ma non il danno
del doppio filamento (11).

In particolare, TUNEL, (particolarmente nella sua
variante in situ-nick translation che quantifica dUTP
biotinilato intercalato nelle rotture del DNA a singolo
filamento attraverso la DNA polimerasi) e il test della
cometa a pH neutro effettuano la valutazione diretta
dell'integrità del DNA spermatico, mentre, il saggio della
struttura della cromatina spermatica (SCSA), il test della
dispersione della cromatina spermatica (SCD) e il test
della cometa a pH alcalino effettuano la valutazione
indiretta.

Queste considerazioni metodologiche potrebbero, in
parte, essere ricondotte ai risultati contrastanti ottenuti
sulla correlazione tra esiti di gravidanza e
frammentazione del DNA analizzata con metodiche
diverse, com’è stato riscontrato per il TUNEL e l'SCSA
(60-74). Difatti, le differenti metodiche misurano aspetti
diversi del danno al DNA: mentre il TUNEL e il test della
cometa a pH neutro rivelano il danno utilizzando reagenti
che si legano al DNA danneggiato, l'SCSA, l'SCD e il test
della cometa a pH alcalino valutano l’integrità
cromatinica e la suscettibilità del DNA attraverso la
denaturazione (Tabella 1) (69). Inoltre, è necessario
ribadire che un fattore confondente potrebbe essere il
campione di partenza utilizzato per l’analisi SDF ed in
particolare spermatozoi analizzati da eiaculato oppure
selezionati attraverso swim up o gradiente. È, infatti,
noto come le diverse tecniche di selezione degli
spermatozoi influenzano l’analisi della frammentazione
del DNA spermatico. Nell’ottica di una valutazione
oggettiva dei risultati è quindi necessario una
standardizzazione della preparazione del campione di
partenza (75).

La valutazione della frammentazione del DNA
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potrebbe inquadrare il paziente a livello molecolare,
tuttavia, a causa delle limitazioni descritte, l'utilizzo nella
pratica clinica non è diffuso. Il Laboratorio di Medicina
della Riproduzione, che già riveste un ruolo essenziale in
molte fasi del percorso riproduttivo, in questo ambito può
avere l'obiettivo di standardizzare i protocolli di analisi e
di definire un valore decisionale univoco in grado di
discriminare i diversi livelli di danno del DNA spermatico
(75,76). Pur non essendo possibile trarre conclusioni
definitive in merito al valore predittivo della
frammentazione del DNA degli spermatozoi, da quanto
si evince dalla letteratura recente, sembrerebbe che, in
presenza di un elevato indice di frammentazione del
DNA spermatico, i tassi di successo di gravidanza
rimangono bassi mentre quelli di abortività sono elevati,
anche ricorrendo a procedure di procreazione
medicalmente assistita (14, 80-83).

La presenza di frammentazione del DNA degli
spermatozoi potrebbe essere un importante incentivo
per modificare lo stile di vita, poiché agenti fisici (
radiazioni, calore, fumo di sigaretta, inquinanti
atmosferici), agenti chimici (farmaci antitumorali),
infezioni trasmesse sessualmente e fattori biologici
(l'aumento dell'età maschile, indice di massa corporea
elevato e diabete) sono noti per influenzare l’integrità del
DNA spermatico (80,81).

CONCLUSIONI

Nonostante le numerose evidenze dell’impatto della
frammentazione non-fisiologica del DNA sulla qualità
degli spermatozoi, rimane controversa la valutazione
dell’SDF nell’iter diagnostico della coppia infertile o
dell’infertilità maschile (68). Nessuna tra le metodiche

oggi disponibili è in grado di differenziare le rotture del
DNA patologiche (ossia, il DNA frammentato rilevante ai
fini dell'esito riproduttivo), dalle rotture fisiologiche
(ossia, quelle che avvengono durante il processo di
condensazione cromatinica). 

Oltre al fattore metodologico, il valore predittivo dei
test di frammentazione del DNA spermatico dipende da
una serie di fattori, alcuni relativi al danno stesso degli
spermatozoi (ad esempio, percentuale di spermatozoi
danneggiati, estensione del danno al DNA per
spermatozoo, combinazione di frammentazione del DNA
e danno nucleotidico) e altri legati alla capacità
dell'ovocita di riparare il danno al DNA dello
spermatozoo (l'ovocita può riparare i danni a singola
elica mentre quelli a doppia elica sono irreversibili).

Una volta effettuata la standardizzazione dei
protocolli e dei valori decisionali, i test di frammentazione
del DNA potrebbero essere introdotti nella diagnostica
dell’infertilità maschile, in quanto informativi di un
ulteriore parametro non visibile con lo spermiogramma. 
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