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Non-obstruktif azoospermide micro-TESE:

Onemli yenilikler

Micro-TESE in non-obstructive azoospermia: Major innovations

Kasim Emre Ergun®, Baris Altay

Non-obstruktif azoospermili erkeklerde sperm elde etme icin altin stan-
dart yontem olarak uygulanan mikrodiseksiyon TESE (micro-TESE)
yonteminde, ilk tanimlandig 1998 yilindan bugiine, sperm elde etme
oranlarinda 6nemli artislar olmustur. Preoperatif olarak micro-TESE
basarisini 6ngérebilmek icin 6zellikle ultrasonografi, testis spektrosko-
pisi, seminal plazma ekstraselliiler vezikiilleri gibi konularda giincel ¢a-
ligmalar yapilmaktadir. Ayni zamanda da, cerrahi sirasinda daha az doku
hasari ile daha bagarili sonuglara ulasmak i¢in mini-insizyon micro-TE-
SE, longitudinal tunika albuginea insizyonu gibi yeni teknikler gelistiril-
meye calisilmakeadir. Sperm toplanmast asamasinda daha verimli sonug-
lar i¢in mikroakiskan sistemler gibi yeni teknolojilerin micro-TESE'de
kullanim1 umut verici gozitkkmektedir.

Anahtar Kelimeler: micro-TESE,
mikroakiskan

spektroskopi, mini-insizyon,

GiRiS

?

Azoospermi, tim erkeklerin %1’inde gorilmekle bir-
likte infertil erkeklerde bu oran %10-15’e ulagsmaktadir.
Azoospermi olgularinin %60-70’ini non-obstruktif azo-
ospermi (NOA), %30-40"in1 da obstruktif azoospermi
olgulart olusturmaktadir.™ NOA'l1 erkeklerde hiposper-
matogenez, matiirasyon arresti veya Sertoli cell only send-
romu histopatolojileri ile karakterize spermatogenik yet-
mezlik bulunmaktadir ve bu erkekler giintimiizde, cerrahi
sperm toplama yontemleri ile birlikte uygulanan yardimer
iireme teknikleri ile cocuk sahibi olabilmektedir.

[k kez 1995 yilinda, NOA'l1 olgularda testikiiler sperm
ekstraksiyonu (TESE) ile elde edilen testikiiler sperm, in
injeksiyonu

vitro fertilizasyon-intrasitoplazmik sperm
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ABSTRACT

In the microdissection TESE (micro-TESE) method, which is used
as the gold standard method for sperm retrieval in men with non-
obstructive azoospermia, since 1998, when it was first defined, there has
been a significant increase in sperm retrieval rates. In order to predict
the success of micro-TESE preoperatively, up-to-date studies are carried
out, especially on ultrasonography, testicular spectroscopy, seminal
plasma extracellular vesicles. At the same time, new techniques such as
mini-incision micro-TESE and longitudinal tunica albuginea incision
are being developed in order to achieve more successful results with
less tissue damage during surgery. The use of new technologies such as
microfluidic systems in micro-TESE seems promising for more efficient
results at the sperm sorting stage.

Keywords: micro-TESE, spectroskopy, mini-incision, microfluidic

(IVF-ICS)) igin kullanilmistir.Bl 1998 yilina gelindiginde
ise Schlegel ve ark. tarafindan mikrodiseksiyon TESE (mic-
ro-TESE) tanimlanarak erkek infertilite tedavisinde adeta
bir devrim meydana gelmistir.”! Micro-TESE ile tekli ya da
multibiyopsi TESE’nin karsilasurildigs sistematik derleme-
lerde, micro-TESE ile sperm elde etme oranlarinin %15-
20 daha fazla oldugu ortaya konulmustur.>! Giiniimiizde
micro-TESE, NOA'l1 erkeklerde sperm elde etme igin altin

standart yontem olarak kabul edilmektedir.”

Bilindigi gibi ICSI icin fertilizasyonu saglayabilecek tek bir
sperme ihtiyag vardir ve 6ziinde NOA'da micro-TESE yon-
temini gelistirmek icin yapilan tiim ¢aligmalar bu spermi
elde edebilmek icindir. Bu derlemede, NOA'lr olgularda
uygulanan micro-TESE ydnteminde son yillarda tarif edi-

len yeniliklerin incelenmesi amaglanmistir.

MiCRO-TESE ONCESi DEGERLENDIRMEDE
VE CERRAHI TEKNIKTEKi GELISMELER

Tekrarlanan bagarisiz micro-TESE uygulamalari, testikiiler
atrofi ve serum androjen seviyelerinde azalmanin yani sira

ciftlerde psikolojik sorunlara da neden olabilmektedir. Bu
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nedenle, micro-TESE basarisini etkileyen fakedrlerin deger-
lendirilmesi yillardir 6nemle tizerinde ¢alisilan konulardan-
dir. Yas, testis voliimii, serum FSH, inhibin ve testosteron
diizeyleri, testikiiler histoloji, Y kromozom mikrodelesyon-
lar1 gibi micro-TESE basarisini ngdrebilecek faktorler yillar
igerisinde birgok calismada degerlendirilmistir.®" Testis
histopatolojisi ve AZF Y kromozom delesyonu basariy: be-
lirlemede en etkin faktdrler olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
Ote yandan, tiim bu fakedrlerin klinik pratikte preoperatif
olarak sperm elde etmeyi 6ngérmedeki rolleri kisiclidur.

Literatiirde micro-TESEde sperm elde etmeyi 6ngdrmede
yardimer olacak preoperatif faktérlerle ilgili giincel caligma-
lar bulunmakreadir. Nariyoshi ve ark. calismalarinda, ilk kez
preoperatif gri-skala ultrason (US) ile seminifer tiibiil boyut-
larinin degerlendirilmesinin micro-TESE bagarisint 6ngor-
medeki rolinii incelemislerdir. Gri-skala goriintiler JPEG
formatinda bilgisayara aktarilarak seminifer tiibiil morfolo-
jileri degerlendirilmistir. Transvers planda gri-skala skrotal
US ile testisin tist, orta ve alt boliimlerinde 6 gériintii, %96
kontrast ve %50 parlaklik ile incelenmis ve sonra parlaklik
yavas yavas %30’a indirilerek seminifer tiibiil ¢aplarindaki
heterojenite bu sekilde ortaya konmugstur.806 NOA'l: erkegi
iceren bu ¢alismada, sperm elde etme orani, tiibiil capr 300
pm olanlarda %86,9, 250 um olanlarda ise %50,5 olarak
bulunmus ve testikiiler ultrasondaki gri-skala gortintiilerin
micro-TESE'de sperm elde etme icin predikedr oldugu so-
nucuna varilmstir. " Zhang ve ark., kontrastlt skrotal US
ile testis iginde spermatogenez olma olasiligt yiiksek olan
alanlarin tespit edilip edilemeyeceklerini aragtirmiglardir. 120
NOA'll olgu iceren bu ¢alismada, kontrast madde (2,4 ml
stlfiir heksaflorid mikrokabarcik) uygulamasindan sonra ilk
kabarcigin testise ulasugt zaman (AT) <27 s, goriintii yogun-
lugunun maksimuma ulastugi zaman (TTP) <45 s ve pik yo-
gunluk degerleri (PI) >11 dB ise testiste spermatogenezden
daha zengin alanlara ulagilabildigi rapor edilmistir.l"?

Nrtorkou ve ark. ¢aligmasinda, canlt dokularin biyokimyasal
ve molekiiler bilesimi hakkinda bilgi saglayan non-invaziv
bir gériintilleme yontemi olan proton manyetik rezonans
spektroskopinin (1H-MRS) NOAl1 olgularda micro-TESE
basarisini preoperatif olarak dngdrmedeki rolii incelenmis-
tir. Testis spektroskopi, manyetik rezonans spektroskop ile
ince kesitlerde aksiyel ve koronal planlarda kolin, myoino-
zitol, kreatin, glutamat, lipid ve lakeat gibi farkli metabolit-
lerin spektrumda incelenmesi ile uygulanan yontemdir.49
NOA'l1 olgu ve 50 kontrol grubunun oldugu bu prospektif
calismada, glutamat yiiksekligi micro-TESE basarisiz has-
talarda daha sik bulunurken, kolin (membran sentezi ve
hiicresel proliferasyonda rol alir) ve miyoinozitol (semini-
fer tiibiil ozmo-regiilasyonunda etkili) yiiksekliginde mic-
ro-TESE ile sperm elde etme basarisinin yiiksek oldugu
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bulunmustur.®! Celik ve ark., 18 olguyu iceren caligmast
sonucunda, micro-TESE'de sperm elde etme sansi ile yiik-
sek kolin piki arasinda giiclii bir iligki saptanmis ve artmig
kolin sinyal yogunlugunun micro-TESE basarisin1 6ngor-
mede yiiksek duyarliliga sahip oldugu belirtilmistir."]

Preoperatif olarak micro-TESE basarisint 6ngérme ama-
ciyla son dénemde tizerinde ¢alistlan molekiillerden birisi
de seminal plazma ekstraselliiler vezikiillerindeki kiigiik
RNAlaridir. Ekstraselliiler vezikiiller (EV) (eksozomlar ya
da mikrovezikiiller olarak da bilinirler), normal veya pato-
lojik durumlarda bircok hiicre tipi tarafindan ekstrasellii-
ler gevreye salinan ve interselliiler baglanalart yonettikleri
distintilen yapilardir. Cesitli ¢alismalarda EV'deki kiigiik
RNAlarin, sperm matiirasyonu, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyonda 6nemli rolleri olabilecegi
ifade edilmistir.'"l Bu bulgular esliginde, seminal plazma
EV'deki kiiciik RNAlarin iireme sistemini direkt ve spe-
sifik olarak yansitabilecegi ve de spermatogenik fonksiyo-
nu gostermede aday belirtecler olabilecegi diistintilmiistiir.
piRNA ailesi, seminal plazma EV’nin énemli iceriklerin-
den birisidir. Chen ve ark. ¢alismasinda, seminal plazma
EV'deki piRNAlarin testisteki spermatogenik fonksiyonu
yansitan belirtecler olabilecegi hipotezi ile NOA'l1 olgular-
da testiste sperm varligini ongorebilecek bir model gelis-
tirilmeye calisgitlmisur. NOAl1 olgularda kontrol grubuna
gore seminal plazma EV-piRNA ekspresyonun azaldig:
gosterilmistir. Sonug olarak, seminal plazma EV-piRNA
analizi NOA'l1 olgularda micro-TESE basarisini non-inva-
ziv olarak 6ngorebilecek bir yontem olarak dnerilmistir.["]

Micro-TESEde mikroskop altinda daha biiyiik ve opak go-
zitken seminifer tiibiillerde aktif spermatogenez bulunma
olasiliginin fazla oldugu disiiniilmektedir. Gegmis yillarda
yiiksek biiytitme altinda seminifer tiibiil kalibrasyon patern-
lerinin degerlendirilmesine deginen gesitli ¢calismalar yayim-
lanmistir. Ancak bu paternlerin NOAlL hastalarda sperm
elde etme bagarisini 6ngérmedeki tanisal dogrulugu kanit-
lanamamuistir. Caroppo ve ark. galismasinda, micro-TESE
sirasinda operatif mikroskoptaki en yiiksek biiytitme (x24)
ile seminifer tiibiil paternleri degerlendirilmis ve dilate tii-
biiller, hafif dilate tiibiiller ve dilate olmayan tiibiiller olarak
tic grup halinde incelenmistir. Calisma sonucunda, dilate
titbiillerde basarilt sperm elde etme orani %90 bulunurken,
dilate olmayan tiibiillerde %7 olarak bulunmustur. Bu so-
nuglar esliginde, NOAda micro-TESE esnasinda yiiksek
biiylitme altinda incelenen seminifer tiibiil kalibrasyon pa-
ternlerinin, micro-TESE basarisini 6ngormede intraoperatif
predikeor faktor oldugu ifade edilmigtir.["]

Bilindigi gibi, NOA'l1 olgularda spermatogenez testisin her
bolgesinde uniform bir sekilde degil de adaciklar halinde
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yamasal olarak meydana gelebilmektedir. Cesitli ¢aligmalar-
da, testiste miimkiin olan en genis alani incelemenin uygun
tiibiilleri bulmak ve dolayisiyla sperm elde etme olasiligin:
artirmak icin faydali olabilecegi belirtilmistir. Ichioka ve
ark., hangi insizyonlar ile incelenen testis alaninin daha faz-
la oldugunu dl¢mek icin matematiksel ti¢ boyutlu simiilas-
yon analizi gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada, uygun tiibiilleri
bulma olasiligs toplam parankimal kesi ylizey alanina bagli
bulunmustur. Bu modelleme ile tunika albugineaya yapi-
lan longitudinal insizyon ve ardindan parankime uygula-
nan transvers dilimleme insizyonlar: ile maksimum yiizey
alaninin incelenebildigi gosterilmistir. 102 hastada bu yeni
yontemi, 56 hastada ise micro-TESEde tunika albuginea-
ya klasik olarak yapilan vertikal insizyonu uygulamuglar ve
yeni yontemde daha yiiksek sperm elde etme orani (%45°e
kargilik %29) bulmuslardir. Parankimdeki intratestikiiler ar-
terlerin mikroskop yardimiyla net olarak korunabildigi, he-
matom, yara yeri enfeksiyonu ve testosteron kaybi agisindan
bu teknik ile fark olmadigini ortaya koymuslardir.[]

Ote yandan, daha az doku diseksiyonu ve dolayistyla daha
az inflamasyon ve skar olusumu hedefi ile micro-TESE'de-
ki konvansiyonel ekvatoryal insizyona alternatif arayan ¢a-
ligmalar da bulunmaktadir. Almajed ve ark. ¢alismasinda,
mini tunika albuginea insizyonu ile uygulanan modifiye
micro-TESE teknigi kullanilmisur. Bu teknikte yaklagik 1
cm’lik transvers ekvatoryal tunika albuginea insizyonu (mi-
ni-insizyon) yapilip testikiiler parankim operatif mikroskop
alunda x10-30 biiyiitmede incelenmekte, spermatozoa ya
da dilate tiibiil goriilmediginde insizyon her iki tarafa dog-
ru 1-1,5 cm uzatulmakeadir. Bu ¢alismada, mini-insizyon
micro-TESE yonteminin uygulandigi 74 NOAl1 olguda
sperm elde etme orani %25,6 bulunmus, mini-insizyonun
basarisiz oldugu olgularda uygulanan konvansiyonel mic-
ro-TESE ile toplam sperm elde etme orani %48’e ulagmig-
ur. Bu sonuglarla, mini-insizyon micro-TESE, daha kisa
operasyon siiresi ve daha az doku hasari ile uygun olgularda
tercih edilebilir yontem olarak sunulmaktadir.l Li ve ark.
calismasinda ise orsidopeksi dykiisii olan 20 NOAl1 olguya
asamali mini-insizyon micro-TESE uygulanmis ve 10 has-
tada mini-insizyon ile sperm elde edilmistir. Cerrahi sonra-
st yapisikliklarin oldugu bu grup hastalarda, bu teknik ile
daha kisa siirede, daha az komplikasyon ile basarili sekilde
sperm elde edildigi bildirilmistir.[°]

SPERM TOPLANMASINDAKI GELi$MELER

Micro-TESE ile alinan dokulardan spermlerin ayrigtiril-
mast yogun emek gerektiren, verimliligi distik ve pahali
bir stirectir. Seminifer tiibiillerden spermlerin ayristirilmasi
icin igne, makas ya da anjiokateterler ile dokular parca-
lanmakta ve ardindan kollajenazlar ve diger doku bozucu

yontemlerle ekstraselliller matriks sivilagurilarak optik
mikroskopta incelenmektedir. Giincel pratikte kullanilan
bu yontemlerle sperm ayrisurilmast islemi esnasinda yor-
gunluk, kisisel yetersizlikler gibi insana bagli faktérlerden
etkilenme ve igslem sirasinda sperm hasart olusumu gibi
onemli sorunlar bulunmaktadir.?'l micro-TESE sonrast
sperm elde etmeyi arturabilecek cesitli yeni teknolojiler
tizerinde caligtlmakeadir. Bu yeni teknolojiler icerisinde,
hiicreleri ayirmak igin kiiciik sivi akiglart kullanan mikro-
akigkanlar (dielektroforez ve sikigmis akim dahil), manye-
tik-aktif hiicre ayristirilmast (MACS) ve florasan-aktif hiic-
re ayristrilmast (FACS) yontemleri 6ne ¢ikmakeadir.

Mikroakiskanlar, ayristirma i¢in sivilarin nano ya da mikro
olcekli manipiilasyonudur. Mikroakiskanlar, biyokimyasal
madde kullanimi, yikama ve santriftijle iliskili reakeif oksi-
jen radikali olusumu ve uzamis kollajenaz maruziyeti gibi
klasik sperm ayristirma yéntemlerinin zararlt etkilerinden
kaginmay1 saglamakradir.?2 Samuel ve ark., calimalarin-
da, testis biyopsilerinden spermleri ayristirmak icin gelis-
tirdikleri mikroakiskan sistem ile konvansiyonel tekniklere
gore dakikada 8,88 kat fazla sperm bulundugu gosteril-
mistir.??] Mikroakiskan teknolojilerin micro-TESE'deki
uygulamalart sperm motilitesi ile sinirli gozitkmekle bir-
likte ontimiizdeki siirecte, cesitli yeni mikroakiskan tiirevi
teknolojilerle non-motil hiicrelerin de ayrisurilmas: olast
gozitkmektedir.

Manyetik-aktif hiicre ayristirilmasi (MACS), hiicre yiize-
yindeki antijenlere baglanan antikor kapli manyetik tane-
cikleri kullanan pasif bir ayristirma ydntemidir. Hasarlt
spermlerden membran digina fosfolipid fosfatidilserin (PS)
aciga cikmakradir. Annexin V ise PS’ye yiiksek afinite gos-
teren ve saglam spermlere baglanmayan bir molekiildir.
MACS yénteminde, hiicreler siitun igerisinden gegerken
PS eksprese edenler miknatis 6zellikli mikrotaneciklerle
konjuge edilmis Annexin V’e baglanirlar ve bunlar yiik-
sek manyetik alana girdiklerinde siitun icerisinde kalirlar.
Sonugta saglam hiicreler serbestge siitundan gecip ayristi-

rilir,[24

Florasan-aktif hiicre ayristirilmast (FACS), hiicre ayristir-
mast icin hiicre ylizey antijenlerini tanimlayacak bir flo-
rofor etiketlemeye gereksinim duyulan aktif bir ayristirma
yontemidir. Oncelikle hiicreler florasan antikorlar ya da
DNA etiketleri ile isaretlenir ve sonrasinda laserle gegen bir
stvi akimina yerlestirilir.?*) Mittal ve ark., ¢alismalarinda,
micro-TESE 6rneklerinden non-motil spermlerin ayristi-
rilmasinda FACS y6nteminin basari ile uygulandigi gos-
terilmistir.?!l Devam eden aragtrmalarda, bu ayristirma
yontemine bagli sperm DNA fragmantasyonu olusumu ile
ilgili kaygilar bulunmaktadir.
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Bu yontemler karsilasurildiginda mikroakiskan uygula-
malar daha umut verici gozitkmektedir. Mikrokanal t1-
kanmalarinin énlenmesine yonelik yapilacak gelecekeeki
calismalar, micro-TESE o6rneklerinden non-motil sperm
elde edilmesinde mikroakiskan sistemlerin kullanilmasini
hizlandiracakur.

SONUC

Micro-TESE, NOA'l1 olgularin tedavisinde devrimsel bir
yontem olmakla birlikte, hali hazirda sperm elde etmeyi
ongdrmede yardimei olacak preoperatif faktorler kisitlidur.
Siiphesiz, preoperatif olarak sperm iiretilen alanlari ta-
nimlayacak goriintiileme tekniklerinin gelistirilmesi, mic-
ro-TESE y6ntemini daha da ilerletecektir.

Yillar icerisinde micro-TESE tekniklerinde meydana gelen
gelismeler, NOAl1 olgularda sperm elde etme oranlarini
onemli ol¢iide arcarmisur. Bu ilerlemeye ragmen, labo-
ratuar agamasinda testis 6rneklerinden canli sperm sap-
tanmasi zaman alict ve olduke¢a emek isteyen bir stiregtir.
Sperm ayristirma ile ilgili yeni teknolojilerin kullanimi bu
konudaki verimliligi arttiracak ve ayrica nadir spermlerin
tanimlanmasini, belki de optimal sperm secimi ile gebelik
ve canli dogum oranlarinin artmasini saglayabilecektir.
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