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OZET

TUP BEBEK TEDAVISINDE NONOBSTRUKTIF AZOSPERMI OLAN
HASTALARDA ROUND SPERMATID ENJEKSIYONU YONTEMININ
EMBRIYO GELISIMINE VE GEBELIGE ETKiSI

Amag: Tiip bebek tedavisi uygulanmis hastalarda, round spermatid enjeksiyonu
yonteminin etkisini arastirmak amaciyla hastalarin embriyo gelisimi ve gebelik

olusumunu incelenmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot: Acibadem Fulya Hastanesi tiip bebek bolimiinde 351 IVF
hastasinin bilgisayar ortamindan verileri alinarak retrospektif olarak caligilmistir.
Mikroskobik testikuler sperm ekstraksiyonu (mikro-TESE) yontemi ile tespit edilen,
round spermatidlerin enjeksiyonu (ROSI) ile embriyo gelisimi, gebelik olusumu ve

gebelik oranlari iizerine olan etkileri incelenmistir.

Bulgular: Calismamizin kriterlerine uygun 351 hasta dahil edildi. Bu vakalardan
%54,4’1 (n=191) taze TESE, %45,6’s1 (n=160) dondurulmus TESE olgulartydi.
N=91 (%26) hastada ET yapildi, embriyo kaliteleri ve gebelik goriilme oranlari
acisindan anlamli  bir farklilik saptanmamistir (P<0,05). Transfer edilen
embriyolardan (%74,8) n=68’1 liclincli giin, (%25,2) n=23"1i besinci giin transfer
edildigi goriildii. Taze round spermatid ve dondurulmus round  spermatid
enjeksiyonu arasinda gebelik oranlar1 agisindan her iki yontem arasinda anlamli bir

farklilik gozlenmemistir (P<0,05)

Sonug: Taze round spermatid ve dondurulmus round spermatid enjeksiyonu
arasinda bir iistlinliik olmadig: her iki yontem arasinda gebelik oranlar1 agisindan bir

farklilik gozlemlemedik.

Orhan UNAL, 2024
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ROUND SPERMATID INJECTION METHOD ON EMBRYO
DEVELOPMENT AND PREGNANCY IN PATIENTS WITH
NONOBSTRUCTIVE AZOOSPERMIA UNDERGOING IVF TREATMENT

Objective: The aim of this study was to investigate the effect of the round spermatid
injection method on embryo development and pregnancy outcomes in patients

undergoing IVF treatment.

Materials and Methods: Data of 351 IVF patients from Acibadem Fulya Hospital
IVF department were retrospectively analyzed. The round spermatids are detected by
microscopic testicular sperm extraction method (micro-TESE), and the effects of
injection of these round spermatids (ROSI) on embryo development, pregnancy

occurrence, and pregnancy rates were examined.

Results: A total of 351 patients meeting the criteria of our study were included.
Among these cases, 54.4% (n=191) were fresh TESE cases, and 45.6% (n=160) were
frozen TESE cases. Embryo transfer (ET) was performed in N=91 (26%) of patients,
and no significant difference was found in terms of embryo qualities and pregnancy
rates (P<0.05). It was observed that out of the transferred embryos, (74.8%) n=68
were transferred on the third day, and (25.2%) n=23 were transferred on the fifth day.
There was no significant difference in pregnancy rates between fresh round

spermatid injection and frozen round spermatid injection methods (P<0.05).

Conclusion: We did not observe a superiority of either fresh or frozen round

spermatid injection method in terms of pregnancy rates.

Orhan UNAL, 2024
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1. GIRIS

Azospermi, ilireme yollarinin tikanmasi (obstriiktif azospermi) veya spermlerin
ejakilatta gorinmemesi icin yetersiz sperm Uretimi (obstriktif olmayan azospermi)
nedeniyle olusabilir. Azospermi teshisi, tam semen Orneklerinin mikroskobik analiz
kullanilarak santrifiijlenmesinden sonra spermatozoa yokluguna gére konur. Hichir
spermatozoanin bulunamadigi bu durumlarda, bazi bilim adamlari, kemirgen hayvan
modelinde halihazirda mevcut olan verilere dayanarak spermatid enjeksiyonu

girisiminde bulunmustur (Ogura vd., 1993).

Round spermatidler, kuyruk tasiyan spermlere doniismeden hemen 6nceki asamadaki
haploid erkek germ hucreleridir. Round spermatidlerin fare oositlerine enjeksiyon
yapilmasmin ardindan canli yavru dogduktan sonra, sperm iiretemeyen bazi kisir
erkekler icin olgun spermatozoa yerine round spermatidlerin kullanilmasini
onermektedir. Islem round spermatid enjeksiyonu (ROSI) olarak adlandirilir (Edwars
vd., 1994)

Insan round spermatid enjeksiyonu (ROSI) ve IVF sonrasinda, diploid zigotlarin
gelisiminin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak ve her birinde ilk embriyonik hiicre
boliinmesinden Onceki interproniikleer etkilesimlerin biyolojik 6nemini belirlemek
icin daha ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir. Bu ¢alisma, bu tiir zigotlarin, bazilar1 canl
embriyolara yol agabileceginden, transfer ic¢in diisiiniilmesi gerektigini
gostermektedir. TESE orneklerinde testikiiler spermatozoa bulunmadiginda, ROSI
islemi i¢in round spermatid hiicreleri kullanilarak olusacak embryolarin, transferi ile
gebelik elde edebilmeyi amaglamistir. Bu konuda daha fazla vaka sayisi ile, gebelik

sonuglarinin da dahil edildigi prospektif randomize caligmalara ihtiya¢ vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite Nedir?

Kisirlik , giftlerin 12 aylik diizenli ve korunmasiz cinsel iligkiden sonra gebeligin
olusmamas1 durumudur. infertilite halkin %15’ine tesir etmektedir. Erkek kisirligi
ise; erkegin diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen 1 yil iceresinde gebelik elde
edilememesi olarak tanimlanmaktadir. Infertilite erkegi ve kadini etkileyen bir
durumdur. Kadin kaynakli infertilite oran1 %40-50, erkek kaynakli infertilite orani
%30-40, kadin ve erkek kaynakli infertilite oram1 %25, agiklanamayan infertilite
orant ise %15 goriilmektedir. Erkek infertilitesine; Kronik
stres, Urogenital anormallikler, metabolik hastaliklar, genetik bozukluklar, testise
ait nedenler, sperm iiretim bozukluguna bagli nedenler (non-obstriktif) ve sperm
tastyici kanallarda olusan tikanikliklar gibi  ¢esitli  etkenler sebep olabilmektedir
(Dutta vd., 2019) (Sekil 2.1).

Kadimlarm her siklusunda sadece %25 gebelik sansi1 oldugu belirtilmistir. 20- 25
yaslarindaki kadimnlarda fertilite en yiiksek sinirdadir. 35 yasindan sonra ise kaliteli
oosit sayis1 ciddi diizeyde azalir, 40’11 yaslardan sonra minimal diizeydedir. 20-30
yaslarindaki erkeklerde kaliteli sperm sayisi en yiiksek diizeydedir. 40 yasindan
sonra hareketli ve kaliteli sperm sayis1 azalmaktadir (A¢ikgoz, 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/infertility

infertilite Nedenleri

m erkek faktora = kadin faktora

= hem kadin hem erkek faktorli = agiklanamayan infertilite

Sekil 2.1: Ciftlerde infertilite Dagilimlar1 Grafigi (Bayram H., 2019)
2.2. Oogenez

Primitif germ hcreleri 6nce oogonia’lara daha sonra da olgun oositlere doniisiim
strecini  tanimlar. Primordial {ireme hiicreleri disi gonadlara iletildikten sonra, 6nce
oogonialara doniisiirler daha sonrasinda mitotik boliinme ile sayilar1 artar. Ugiincii ay
bitiminde oogonialardan primer oositler olusur. Primer oositler tek tabaka yassi
foliklller hiicre tabakasi ve etrafinda ovarian stroma hiicrelerinden olusan
konnektif doku ile c¢evrelenmis olup bu yapt  primordial folikil olarak
isimlendirilir.  Olusan primer oositlerde 1. mayotik bolinme baslar, ancak bu
oositler seksuel matiritenin ve menstruel sikluslarin  basladigi puberteye kadar
mayoz bolunmenin profaz  evresinde  (dictyotene) kalirlar. Bunda  primer
oositlerin  cevresindeki  folikiiler hiicrelerden salgilanan ve oositin mayotik
bolinmenin bu asamasinda kalmasini saglayan oosit maturasyon inhibitori
(OMI) olarak adlandirilan bir maddenin rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bu siirecte

oogonialarin biiyiik cogunlugu mitoz ile ¢ogalirken bir kismi daha biiyiik olan primer



oositlere doniismektedir. Intrauterin yasamimn yaklasik olarak 5. ay1 civarinda
overlerdeki germ hiicreleri maksimum seviyeye, tahminen 7.000.000’a ulasir. Bu
evrede baglayan hiicre dejenerasyonu ile oogonialarin ¢ogu ve bu arada primer
oositlerin bir kismi  atreziye ugrayarak yok olur. Yaklagik 7. ayda oogonilarin
cogu atretik hale gecerken canliligini siirdiiren primer oositler 1. mayoz
boliinme asamasinda kalirlar. Dogumdan sonra tim primer oositler ilk mayoz
bolinmenin profaz  asamasindadir ve puberteye kadar ilk mayoz bolunme
tamamlanmaz. Strekli olan atrezi sonucunda dogumda geriye yaklasik 700.000-
2.000.000 primer oosit kaldig1 ve bunlarin da ¢ogunlugu ilerleyen zamanda atrezi
sonucunda kayboldugu i¢in pubertede her iki overde yaklasik 400.000 oosit
bulunur. Puberteden sonra erkeklerde primer spermatositlerin dretiminin devam
etmesine karsin kadinlarda dogumdan sonra primer oositin olusumu gergeklesmez
bu sebeple kadinlar  overlerinde  belirli bir  oosit rezervi ile diinyaya
gelmektedirler. Cesitli olaylarn  sonucunda pubertenin baslamasi ile kadinlarda
menstruel ve ovarian sikluslar baglar ve hipotalamus, hipofiz, overler , uterus,
fallop tlpleri, vajina ve meme bezleri arasindaki etkilesimler ile Ureme sistemi
gebelige hazirlanmaktadir (Vicdan ve Isik, 1999).

Sekil 2.2: Insan Ovaryumlarinda 51 Yasma Kadar Folikiil Sayisindaki
Varyasyonlar (Elder., Dale, 2013)

Puberteyi baglatan olaylar sonucunda hipotalamustaki ndrosekretuar hicrelerden

salgilanan gonadotropin salgilatict  hormon (GnRH ) hipotalamohipofizer portal



dolasim araciligi ile hipofiz bezinin 6n lobundan over iizerine etkili olan ve siklik
ovarian degisiklikleri baglatan folikiil uyaric1 (FSH) ve luteinizan (LH) hormonlarin
salgilanmasini saglar. Bu iki hormon overlerdeki siklik degisikliklerin uyarilmasini
ve kontrolinden (ovarian siklus) sorumludur (Vicdan ve Isik, 1999). FSH overlerde
ovarian folikiillerin gelisimini ve folikiiler hiicrelerden 0Gstrojen salgilanmasini
uyarirken; LH sekonder oositte 1. mayotik boliinmenin tamamlanmasini,
ovulasyonun tetiklenmesini  ve olusan korpus luteumdan progesteron salgilanmasini
saglar. Her bir ovarian siklusta salgilanan FSH’nin etkisi ile 5-15 primordial folikdl
olgunlasmaya ve biiyiimeye baslar, cevreleyen tek sira yassi epitel, kiiboid ve ¢ok
tabakali graniiloza hiicrelerine doniigiir ve primer folikiil olusmaktadir (Vicdan ve
Isik, 1999). Graniiloza hiicreleri ile onlar1 g¢evreleyen stroma arasindaki bazal
membran teka folikiilii olarak adlandirilir. Ayni1 zamanda graniiloza hiicrelerinden
veya ihtimalle oositin kendisinden salgilanan glikoprotein yapisindaki zona
pellusida  oositin yuzeyini sarar. Folikuliin blylyebilmesi icin teka hicreleri
sekretuar hiicreleri iceren bir i¢ tabaka (teka interna) ve fibroblast hiicrelerini iceren
konnektif dokudan olusan bir dis tabaka (teka eksterna) olmak {izere organize olur.
Gelisimin devam etmesi ile graniiloza hiicreleri arasinda i¢i stvi dolu bir bosluk
sekillenerek  antrumu olusturur ve bu asamada folikiil sekonder folikiil olarak
adlandirtlir (Vicdan ve Isik, 1999). Zamanla antrum belirgin  derecede blyur ve
oositi cevreleyen  graniiloza hiicreleri saglam kalarak antrumdan  ayrilir ve
kumulus ooforusu olusturur. Olgunlagsma asamasina gelen folikiil bu siliregten sonra
Graaf veya tersiyer folikiil olarak adlandirilir. Graff folikiili ¢evreleyen
teka interna, kan damarlar1 tarafindan zengindir ve steroid sekresyonunu saglar.

Destek gorevi yapan teka eksterna ise ovarian stroma ile yakin iligskidedir.



Follikdiler - Primer oositin Zona ‘ Teka ' Kimulus
hacreler niikleusu pellisida interna ooforus

Sekil 2.3: Yetiskin Insan Overlerinin Fotomikrografik Kesitleri

a) Primer Oositleri iceren iki Primordial Folikiil b) Zona Pellusida Ve

Folikiler Hucrelerle Cevrili Primer Oosit Iceren Gelisen Folikiil ¢) Matr Folikl

(In Vitro Fertilizasyon Ve Mikromanipiilasyon Uygulamalarinda Laboratuvar
Kitabindan Alinmistir.)

Her bir ovarian siklusta birgok primordial folikiil gelismeye basladigi ve bunun
sonucunda olgunluk asamasina ulasan folikiil veya folikiiller tespit edilmistir.
Digerlerinin ise atreziye ugradigi ve sonucunda atretik folikiil olustugu ifade
edilmistir. Folikiilin maturasyona ulagmas1 ile ve bu arada folikul hiicrelerinden
salgilanan Ostrojenin tesiri ile endojen LH salgilanmasi uyarilir ve primer oosit ilk
mayoz bollinmesini bitirir. Bu birbirine esit olmayan iki kardes hiicrenin olusumu ile
sonuglanir. Her biri ¢ift yapili 23 kromozom igeren bu hicrelerden biyuk
olan1 sekonder oosittir  ve sitoplazmanin hemen tiimiinii alir, diger kiigiik olani
ise birinci kutup cisimcigidir. Birinci kutup cisimcigi  zona ile oosit membrani
arasindaki  perivitellin  aralikta yer alir. Bdylece ilk mayotik bolinme hemen
ovulasyondan once gergeklesir. Siklus ortasinda goriilen endojen LH piki ile
ovulasyon gerceklestikten sonra oositin 2. mayotik bdliinmesinin tamamlanmasi
oositin fertilize olmasina baghdir. Fertilizasyon gergeklesmezse oosit 24 saat

icerisinde  dejenere  olurken, fertilizasyonun gergeklesmesi durumunda DNA



replikasyonu olmaksizin hiicre ikinci mayotik boliinmesini tamamlar. 6 Primer oosit
LH etkisi ile ilk mayotik boliinmesini tamamlarken ayni zamanda over yiizeyinde
bir ¢ikinti olusur ve bu c¢ikintinin en u¢ noktasinda avaskiiler bir alan belirir
(stigma). Over yiizeyindeki bu lokal zayiflama bdlgesinden artan folikiil i¢i basing,
prostaglandinler tarafindan uyarilan diiz kaslarin kasilmasi ve ¢esitli enzimlerin etkisi
ile folikiiler s1v1 sizintis1  baglar ve daha sonra bu belirginleserck folikiiler sivi,
oosit ve onu cevreleyen granuloza hiicreleri overlerden atilir (ovulasyon).
Ovulasyonu izleyerek folikil — duvarinda kalan graniiloza hiicreleri ve teka
interna hcreleri vaskularize olur ve LH etkisi ile luteal hiicrelere evrilerek korpus
luteumu olustururlar ve  progesteron sekresyonu baglatilir. Ovulasyon oncesi
gelisen folikiillerden salgilanan Ostrojenin etkisi ile proliferasyonuna ulagan
endometrium, ovulasyondan sonra salgilanan progesteronun etkisi ile sekretuar faza
gecerek implantasyona hazirlanir  (GOkgimen ve Temel, 2009). Fertilizasyonun
gerceklesmedigi durumda ovulasyondan yaklagik 9-10 gin sonra korpus luteum
dejenere olarak fibrotik bir doku olan korpus albikansa doniisiir ve es zamanli azalan
progesteron sekresyonuna bagli olarak implantasyon i¢in hazirlanan endometriumun
menstruel kanama ile bosalir (menstruasyon). Fertilizasyonun gerceklestigi
durumunda ise gelisen embriyodaki trofoblastik hiicrelerden salgilanan insan
koryonik gonadotropininin (hCG) etkisi ile korpus luteum dejenerasyondan kurtulur
ve gelisimini siirdiirerek gebelik korpus luteumuna doniistiiriliir.  Gebelik korpus
luteumunun fonksiyonlar1 gebeligin 3. aymin sonuna kadar siirer ve daha sonra
gerileyerek gorevini gelismekte olan plasentaya birakir (Celikkalkan Sengoban ve

Gaye Arzu, 2018).

2.3.00sit Toplama Prosedurt (Oosit Pick Up; Opu)

Louise Brown’in dogumuyla infertilite tedavisinde yeni bir donemin basladig: ifade
edilmistir. IVF tekniklerinde ¢ok onemli gelismeler yasandig1 ve yeni gelismelere
acik bir konu olarak giincelligini korumakta oldugu belirtilmektedir. (Asyali vd.,
2010). Ik IVF bebegi naturel siklusta gelisen tek bir oositin laparoskopik yontemle
aspire edilip  inseminasyonun  hemen gergeklestirilmesinden sonra gelisen

embriyonun transferiyle diinyaya gelmistir. Diinyanin bir¢cok yerindeki IVF



merkezlerinde kontrollii ovaryan stimiilasyon protokolleriyle ¢ok sayida oosit elde

edilmektedir.

2.4. Morfolojik Olarak Oositlerin Degerlendirilmesi

IVF’de total dollenme  defekti  (Total Fertilization Failure, TFF) ile
kargilagildiginda Onceden sperm parametreleri etkili oldugu diisiiniiliirken;
fertilizasyon kontrolinde ddllenmeyen oositlerin  bir béliminin hala immatir
oldugu gozlemlenmesi sonucu, oositlerde matiirasyon degerlendirmesinin ve
inseminasyon zamanlamasmin onemli oldugu vurgulanmaktadir. Klasik TVF’de
dollenmemenin nedeni sperm penetrasyonun gergeklesmemesi geklinde ifade
edilmesine karsin, Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonunda (ICSI) da bir kisim
oositlerin dollenmeyisi oosit aktive edici faktoriin (Oocyte Activating Factor, OAF)
yetersizligine baglanmis oldugu diisiiniilmekle birlikte IVF’de fertilize olmamis
oositlerde morfolojik anomalilerin oldugu ifade edilmektedir (Delilbasi, 2008).
IVF’den farkli olarak; ICSI’de oositlerin etrafindaki kumulus-korona hiicrelerinin
uzaklagtirilmasi ile oositlerin yapisal 6zelliklerini ve morfolojik 6zelliklerini anlamak

icin yararhdir.

2.5. Oositlerin Kumulus-Korona Kompleksine Gore Siniflandirilmasi

Klasik IVF’de oositlerin morfolojik 6zellikleri, ¢evresinde bulunan kumulus-korona
hiicrelerinden dolay1 goriilemez. Ancak oositlerin matiirasyonlarint ve dolayisiyla
inseminasyon zamanlamasini saptayabilmek i¢in kumulus-korona kompleksindeki
(Cumulus-Corona Complex, CCC) hiicrelerin miktar, dagilim ve diizenlerine gore
degerlendirilir. IVF’den farkli olarak ICSI isleminden once oositin etrafindaki
hiicreler mekanik ve kimyasal yontemlerle uzaklastirilir. Bunun sonucunda yapisal
ozellikleri ve oosit maturasyonu daha net olarak gdzlemlenebilir. Iyi kalitedeki bir
Metafaz 2 (MII) oosit; seffaf veya hafifce graniiler sitoplazmaya sahip, perivitellin

araligin dar ve zona pellusidanin renksiz goriindiigii bir hiicredir (Delilbasi, 2008).



Sekil 2.4: Oositlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

(a) Metafaz Il Oosit. (b) Kutup Cisimcigi Olusmayan Oosit.
(c) Germinal Vezikil igeren immatiir (GV) Oosit

2.6. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi dort boliimden olusmaktadir. Bunlar; Testisler, genital kanallar,
yardimc1  bezler ve penisten olusmaktadir. Testis, spermatogenez (spermin iiretimi)
ve steroidogenez (androjenlerin sentezlenmesi) olmak iizere iki gorevi vardir
(Michael, 2014). Genital kanallar ve yardimc1 bezler spermin aktivitesi i¢in gerekli
olan salgilar1 iiretiminden gorevlidir ayni zamanda spermatozoonlar: ve salgilari
penil iiretradan disar1 atmak icin kasilirlar. Bu salgilar spermatozoonlara gerekli
besinleri saglarlar. Spermatozoonlar ile yardimci bezlerin salgilari, penis araciyla

disi tireme sistemine birakilan ejakiilati olusturmaktadir (Anthony vd., 2019).



Ureterler
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Publk kemik
Duktus deferens ampullas
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Penis

Glans

Sekil 2.5: Erkek Ureme Sistemi

2.6.1. Gonadlar

a) Testis: Penisin her iki yaninda konumlanir. Sperm f{iretimi ve testosteron
hormonu salgilanmasindan gorevlidir. Testisin hem ekzokrin hem de endokrin
salgilama ozelligi vardir. Spermatozoon ekzokrin Uriin iken, testosteron endokrin
iriindiir. Vicuttaki testosteronun az bir kismi bobrek iistii bezlerinde iiretilirken

blylk bir bolimu testislerde Gretilir.

b) Seminifer tubiller: Holokrin tipte salgilama yapan testisin salgilayici
dokusudur ve igeresinde spermium iiretilir. Her bir testiste yaklasik olarak 250 lobiil
vardir. Herbir lobiilde katlanmig seminifer tiibiiller bulunmaktadir. Bu tiibiillerin

epitelyum yapisi 3 tiir hiicreyi i¢inde barindirmaktadir (Miettinen vd., 1985).

1- Sertoli Hiicreleri: Seminifer tiibiillerin prizmatik hiicreleridir (Akgaoglu, 2018).

Gelisen spermatogenik seri hiicrelerinin beslenmesini  ve desteklenmesini saglar.
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Bariyer olusturarak spermatogenik hiicreleri zararli etkenlerden korur. Fagositoz ve

sekresyon yapar.

2- Spermatogenik (Germ) Hiicreler: Seminifer tiibiili kaplayan ¢ok katli epiteli
olustururlar. Bu hiicreler ¢cogalip, sekil degistirerek olgun spermiumlar1 olustururlar.
Spermatogonia olarak bilinen olgunlasmamis hiicrelerin apikal kisimda bulunurlar.
Olgunlagmis hiicreler ise tiibiiliin limen tarafinda yer alip spermatid olarak

adlandirilir.

3- Leydig Hucreleri: Interstisyumda yer alan poligonal, biiyiik asidofilik boyanan
graniilli hiicreler oldugu bildirilmistir. Biiylik yag damlalar1 tasirlar. Testosteron
salgilanmasini, sperm  dretiminin  baslamasim1i  ve spermatogenezin devam
ettirilmesini, aksesuar cinsiyet bezlerinin sekresyon faaliyetini ve sekonder seks

karakterlerinin gelisimini ve devamliligi igin gereklidir (Kwang W. Jeon, 2004).

2.6.2. Spermatogenez

Spermatogonyumdan sperm olusumu ve gelisimine Spermatogenez  denir.
Ergenlik doneminde kdk ve progenitor hiicre olan  spermatogonyumlar yuvarlak,
kii¢iik ve yaklasik 12 um boyutunda olan hiicrelerdir. Bu hiicreler bazal membranin
tistlinde yer alir ve Sertoli hiicrelerinin yiizeyleriyle yakin uyum igerisindedirler
ancak Sertoli hiicrelerinin arasinda bulunan engelleyici baglantilarin altinda
bulundugu i¢in ‘kan-testis’ bariyerine dahil olmazlar. = Toplamda 3 cesit
spermatogonyum bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006). Bu yapilar histolojik
preparatlardaki niikleus goriinlimiine gore birbirlerinden uzaklasmislardir. Tip A
koyu spermatogonyumlarin kromatinleri ince graniillii yapidadirlar. Ayrica
niikleuslar1  oval ve siki bazofilik  6zelliktedir. Spermatogonyumlar kok hiicre
veya bolinerek Tip A agik spermatogonyumlart meydana getirir. Tip A acik
spermatogonyumlar ise agik renk, ince graniillii ve oval niikleusa sahiptir. Ayrica
mitoz boliinme sonucunda sayilari artarak Tip B spermatogonyumlarini meydana
getirirler. Tip B spermatogonyumlar siki kromotin ve yuvarlak niikleuslara

sahiptirler. Tip B spermatagonyumlar mitotik bolinmelerini ve DNA sentezini
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tamamlayarak primer spermatositi meydana getirmek igin bolinurler (Sekil 2.6).
Bu siire¢ yaklasik on giin siirebilmektedir. Birinci mayoz bdliinmenin ‘Profaz’
asamasinda leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez evreleri goriiliir. Burada
gergeklesen 4 olaydan ilki homolog kromozom eslesmesi i¢in gerekli sinaptonemal
kompleks olusumu, homolog kromozomlarin eslesmesi (sinaps), crossing-over
(homolog kromozomlarda kardes olmayan kromatidler arasinda bilgi de§isimi) ve
son olarak disjunction (homolog kromozomlarin ayrilma) olayidir. Profaz evresinden
sonra kardes kromatidler metefaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gegerek sekonder
spermatositlere ayrilir. Ikinci mayoz boliinmenin tamamlamasi ile spermatidler

olugmaktadir (Reece vd., 2014).

DNA sentez olaymin son kisminda; primer spermatosit olusumundan sonra mayoz
evresinden 6nce DNA’larin1 kopyalarlar, sonug olarakta her primer spermatosit (2 n)
kromozom bulunur. Mayoz 1 sonunda kromozom sayisi yariya (2n’den n’e) diiser.
Boylelikle DNA miktarini haploid duruma getirmis olur. Mayoz 2 6ncesinde DNA
replikasyonu gerceklesmedigi i¢in boliinmeden sonra spermatidler haploid (n) sayida

kromozoma sahip olurlar.

Spermatogenezin son evresindeki spermiyogenez spermatidlerin - morfolojik
farklilagmasi ile sperm olusumunu saglar. Bu zaman siirecinde hiicre boliinmesi
olmaz. Haploid spermatidler yaklasik olarak 7-8 pm boyundadir ve seminifer tiibiil
limenine yakindirlar. Spermiyogenez akrozom olusumuyla birlikte c¢ekirdek
yogunlagmasini, uzamasin, flagellum gelisimi ve sitoplazmanin kaybolmasini i¢eren

bir prosestir.

Kamgi (flagellum) gelisimi: Distal sentriyolden  kamgi olusumu baslar. Bu

surecde sentriyoller sorumludur. Aksonem yapisi yogun fiberler ve fibroz kilif ile
ortiilidiir. Dis yogun fiberlerin etrafini  kilif  gibi saran mitokondriyonlar boyun
kisminda yer alir. Ayrica mitokondriyonlarin bulundugu bu kisim kuyrugun orta
parcasidir. Asil parga ise kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin disinda bulunan
fibroz kilifi icerir. Son kisim ise kamg¢inin son kismi olan 5 pum kismidir ve sadece

aksonemal kompleksi icermektedir.
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Akrozom gelisimi: Spermin bas kisminda bulunan enzim igeren

gbzeneklerdir. Bu enzimler hiyallronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve tripsin
etkisi gosteren proteaz enzimleridir. Bu enzimler fertilizasyon sirasinda ortaya
cikarak, yumurtayr delmektedir. Akrozomun gelisim evresi 4 kisimdan olusur.
Bunlar; Golgi fazi, kep (sapka) fazi, akrozomal faz ve maturasyon (olgunlasma)

fazidir.

Golgi Fazi: Spermatidlerin  sitoplazmasinda  bulunurlar. Golgi
kompleksinde proakrozomal graniiller birikerek golgiden ayrilir. Hemen ardindan
ayrilan bu graniiller akrozomal granuli meydaba getirirler. Bu arada sentriyoller
akrozomun kars1 tarafinda hiicre yiizeyine yakin konumlanirlar. Boylece ¢ekirdegin
alt tarafinda  kamg1 aksonemi meydana gelir ve sentriyoller tekrar nukleusa go¢

ederek, aksonemal bilesenlerinin etrafina sarar.

Kep (sapka) fazi: Akrozomal vezikiil, niikleusun 6n parcasmin tiizerini
orter. Olusan bu yapiya ‘akrozomal kep’ denir. Akrozomal kepin altinda kalan
niikleer zarf porlarmi kaybederken ayni1 anda kalinlasarak niiklear fazda

yogunlasmay1 saglar.

Akrozomal Faz: Akrozom apikal plazma zarina yaklasarak g¢ekirdegin
ticte birlik kismini kaplar. Sitoplazmik mikrotiibiiller spermatidin arka kutbuna dogru
uzar ve silindirik bir kilif olan manset’i olusturur. Distal sendriyolden mikrotiibiil

yapidaki aksonem olusmaktadir..

Matiirasyon (olgunlasma) fazi: Sertoli hicreleri spermin geri kalan
sitoplazma kismini fagosite eder. Daha sonra da spermler seminifer tubulin limenine

serbest bir sekilde salinir.
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Sekil 2.6: Memeli Spermatogenez Asamalari: Testiste Olgun Sperm Olusumu
Icin Gergeklesen Spermatogenez Asamalar1 (Yaung G ve ark.)

2.6.3. Spermatozoon yapisi

Spermiyogenez; spermatozoonun olugmasi ile son bulmaktadir. Olgun bir spermin
uzunlugu yaklasik olarak 60 pm’dir. Spermatozoon basi yasst olup; 4,5 um
uzunlugunda 3 pm eninde ve 1 pum kalinh@indadir. Kuyruk 45-50 pm
uzunlugundadir. Boyun, orta parca, esas parca ve son parca olmak iizere 4 kisimdan

olusur (Grudzinskas vd., 2022). Spermatozoonun hareket kazanmasini mikrotiibiil

yapisi sayesinde aksonem saglar.
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Sekil 2.7: Olgun Bir Spermiyumun Yapist

2.7. Erkek Infertilitesi

Ciftlerin 12 aylik diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebeligin olusmamast
durumudur. Bunlarinda %15’1 infertilite i¢in  tedavi olup, %5’1 istemelerine
ragmen Dbebek sahibi olamamaktadir. Erkek infertilitesine, erkek genital bezindeki
cesitli enfeksiyonlar, varikosel, bazi ilaclar, ¢evresel faktorler, sperm atim
bozuklugu, sigara kullanim1 gibi ¢esitli kosullar neden olur. Erkek subfertilitesinin

baslica etiyolojik nedenleri dort ana grupta incelenebilir (O’Flynn vd., 2010).

Primer bozukluklar (Testikiiler hastaliklar) m— 0430-40
Sperm iletimi bozukluklari (Post-testikiiler patolojiler) m—  910-20
Hipotalamo-Hipofizer bozukluklar (Pre-testikiiler nedenler) — sy  %1-2

Sebebi bilinmeyen bozukluklar m)  %40-50
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1.Hipotalamo-Hipofizer bozukluklar (Pre-testiktler nedenler)

Kallman Hipotalamik veya hipofizer Ilaglar (GnRH analoglari,

sendromu timorler (kraniofarengioma, glukokortikoidler)
makroadenom)

Tek gen Infiltratif ~ hastaliklar Hiperprolaktinemi

mutasyonlar1
(sarkoidoz, histiyositoz)

2.Primer bozukluklar (Testikiiler hastalklar)

Klinefelter Sendromu Kriptorsidizm flaglar

Radyasyon Varikosel Y Kromozom
delesyonlar1

Tek gen mutasyonlari Enfeksiyonlar Cevresel faktorler
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3. Sperm iletimi bozukluklar: (Post-testiktler patolojiler)

Young sendromu Dogustan vaz deferens yoklugu

Vaz deferens tikanikligi (klamidya, Kartagener sendromu (primer siliyer

tlberkuloz) diskinezi)

Vazektomi Epididimal tikaniklik veya fonksiyon
bozuklugu

2.7.1 Embriyonik gelisim

Fertilize olmus oosit zigot adin1 alir. Zigot sferik, kiigiik ve vertikal eksen boyunca
polarizasyon gosteren bir hiicredir. Zigot mitotik aktivasyon ile boliinmeye baslar ve
hicre bolunmesi sonucu blastomerler olusur. Fertilizasyondan sonra iki haploid
pronukleusun  DNA’larmi1  ikiye katlamalariyla —mitoz  boliinme  baslar.
Inseminasyondan 20-34 saat sonra iki pronukleus birlesip singami olusur. 35,6. saatte
sitoplazma ikiye bolindr ve iki diploid blastomer meydana gelir. Spermatozoon ve
oosit dollenmesi sonucu, sentriyol ve mikrotiibiiller erkek ve disi pronukleuslarini bir
araya getirir ve inseminasyondan yaklasik 16-18 saat sonra oosit sitoplazmasinin
ortasinda pronukleuslar gozlenir (Delilbasi, 2007). Pronukleuslarin igindeki
nukleolus ve nuklear prekirsor cisimcikler (Nucleolar Precursor Body, NPB),
yerlesim yerlerine gére embriyonun gelisimi ve kromozomal ozellikleri hakkinda
bilgi verir. 18 Normal fertilize olmus oositlerde, iki pronukleusun birlesmesinin
ardindan, kromozomlar kalin bir 1§ boyunca dizilirler ve singami olusur. Sentriyoller
kromatidleri ¢eker, her iki kutup arasinda gerilme olur ve inseminasyonu takiben

ortalama 35,6 saate zigot, iki hiicreli bir embriyo haline gelir (Delilbasi, 2007).

17



Anormal fertilizasyon genelde ikinci polar cisimcigin kaldigi anormal veya
fragmente pronukleus (PN) iceren oositler olarak 2 grup altinda incelenir. Degisik
kombinasyonlar1 olabilir. En sik goriilen fertilizasyon anormallikleri 1PN ve 3PN’dir

(Isik ve Vicdan, 1999).

2.7.2 Azoospermi

Azoospermi, semen Orneginde sperm ve spermatogenik hiicrelerin bulunmamasi
olayidir. Bu durum genellikle gonadlarin sekresyon bozukluklarina eslik eden,
seminal kanallarin tam obstriiksiyonu sebebiyle olusabilmektedir. Spermin seminal
stvida olmamasi sebebiyle bu durum erkek infertilitesine neden olmaktadir.
Toplumda azoospermi vakalarinin yaygin olarak %2 olarak bildirmislerdir. Ayni
zamanda %10-20 kadar yiiksek oldugunu gosteren aragtirmalar mevcuttur. Testikiiler
histoloji, tiibiiler hasardan hipospermatogeneze kadar degisen, spermatogenik

bozukluklarin farkli boyutlarmi gostermektedir (Nadir vd., 2009).

2.7.2.1. Pre-Testikller Azoospermi

Tiim azoospermi olan erkeklerin %2‘sini kapsamaktadir; hipotalamik veya hipofiz
anormallikleri sebebiyle hipogonadotropik-hipogonadizm seklinde tanimlanmaktadir
(Elzanaty,2013).

2.7.2.2 Post-Testikiiler Tikaniklik veya Obstriiktif Azoospermi (OA)

Tim azoospermi olan erkeklerin %60‘m1 kapsamaktadir. Bu durumda
spermatogenez olagandir fakat obstriiktif azoospermi veya retrograd ejakiilasyon

goriinmektedir (Jarvi, 2010).

2.7.2.3. Obstriktif Olmayan Azoospermi (NOA)

Azoospermi yaygin olarak erkeklerin yaklasik %10 ile %15‘ni ve biitiin erkek
niifusunun yaklagik olarak %]1°ini ve tiim azoospermi olan erkeklerin %401

kapsamaktadir. NOA testikiiler yetmezlikten meydana gelmektedir. Bu durum da
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testisde olgun sperm bulunmamaktadir. Testikiiler yetmezlik etiyolojileri arasinda
seks kromozom anomalileri, translokasyonlar, Y kromozomu mikrodelesyonlari,
inmemis testis, testis torsiyonu, radyasyon, toksinler ve varikosel gibi genetik

bozukluklar ve gevresel faktorler yer bulmaktadir (Elzanaty, 2013).

Epigenetik faktorler olarak anormal DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu

embriyogenezin dogal akisin1 bozabilir ve azospermi’ye neden olabilmektedir

(Vander Borght, 2013).

NOA genetik olarak kompleks, multifaktoriyel ve fazlasiyla heterojen bir
endikasyondur. Infertil erkeklerin %10’u ve azospermik infertil erkeklerin %60’ mn1
olusturmaktadirlar (Ishikawa vd., 2012). Erkek infertilitesinin en siddetli formudur.
NOA, spermatogenezde meydana gelen hatalar sonucunda ejekilatta hi¢ sperm
bulunmadigi durumdur. Bu kusurlar pretestikiler ve/veya testikiiler kaynakli

olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (Hamada vd., 2013).

2.7.2.4. Round spermatid

Spermatidler kiigiik (8um c¢apmnda) ve yuvarlak hiicrelerdir, kuyruk tasiyan
spermatozoaya doniismeden hemen Onceki asamadaki haploid erkek germ
hicreleridir. Spermatogonyum hiicresinden koken alan spermatidler birbirlerine
sitoplazmik kopriilerle bagli kalarak kiime halinde seminifer tiibiiliin limenine yakin

bir yerde toplanmaktadirlar (Jonhson vd., 1992).
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Sekil 2.8: Nomarski Optikleri Tarafindan Gozlemlenen Daginik, Canli insan

Testis Hicreleri. Bazilari kiiresel goriinse de Sertoli hiicre gekirdekleri ( SC) kuresel
degildir. Sertoli hiicre sitoplazmasi graniiler goriintimdedir ( agik ok ). Kiresel
¢ekirdekli germ hiicreleri arasinda birincil spermatositler ( PS) ve yuvarlak
spermatidler (RS ) bulunur. Testis spermi ( TS) diger hiicrelerden ayrilir. Bazen
kilturde dejenere germ htcreleri (birincil spermatositler; DP ) gozlenir. Cubuk, 10

mikron. (Johnson L, Texas A&M Universitesi'nden.)
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Spermatogonium

Sekil 2.9: Seminifer Tabullerin Mekanik Maserasyonunun Ardindan
Kollajenaz Ve DNAz ile Tedaviden Sonra Testis Listesi: Sertoli hiicresi ( mor
ok ); yuvarlak spermatidler ( kirmiz1 oklar ); spermatogonia ( sar1 oklar ) ve birincil
spermatositler ( yesil oklar ). Girisim-kontrast mikroskobu altinda fotograflandi. Bir
spermatogoniumun ( A1-A4 ) yapilannda bir veya daha yaygin olarak birkag niikleol
bulunurken, spermatidin ( B1-B4 ) eklenmesinde yoktur. (Johnson L, Texas A&M

Universitesi'nden.)
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2.8. Round Spermatid enjeksiyonu

Olgun spermatozoa yerine yuvarlak spermatidlerin kullanilmasina yuvarlak

spermatid enjeksiyonu (ROSI) ad1 verilmektedir (Tesarik ve Mendoza, 1996).

‘- Round spermatid

Sekil 2.10: Seminifer Tublllerin Enzimatik Ayrismasindan Sonra Elde
Edilen Cesitli Hiicre Tiplerinin Daha Fazla Ornegi. Yuvarlak spermatidler sar1 ok
uclartyla  isaretlenmistir.  (Biiylitme: 400%.) (Johnson L, Texas A&M
Universitesi'nden.)
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Yuvarlak spermatidler en kiiciik spermatojenik hiicrelerdir. (8 um capinda). Diger
hiicrelerin aksine, belirgin niikleollere sahip degiller ve c¢ekirdegi ¢evreleyen
sitoplazmanin kenari, spermatogoniumdakinden daha incedir, c¢ikintili aktif
psddopodyum siklikla spermatogonia'da goriiliirken, yuvarlak spermatidlerde
gorlilmez. Hiicrenin spermatid olduguna dair kesin kanit olan akrozom kesecigi veya
basligi, spermatidlerin %10'undan azinda mevcuttur. Yuvarlak spermatidin bir diger
onemli 6zelligi, hiicre enjeksiyon pipeti iginde ileri geri ¢ekildiginde sitoplazmasinin
cekirdekten kolayca ayrilabilmesidir. Bu nedenle, bazi spermatogonialar yuvarlak
spermatidlere benzese de pipetleme sitoplazmalarini spermatidlerdeki kadar kolay bir
sekilde c¢ekirdekten ayirmaz. Yaklasik yuvarlak spermatid biiyiikligiindeki
lenfositler, yuvarlak spermatidlerin aksine kuvvetli pipetlemeyle bile kirilamayan

"sert" bir plazma zarma sahiptirler (Tanaka vd., 2015).

Sekil 2.11: ROSI Prosedirii. (A) Bir spermatid almadan hemen &nce.
(B) Enjeksiyon pipetine bir spermatid aspire edildi, plazma zar1 kirildi. Beyaz ok
ucu spermatid ¢ekirdegini gosterir. (C — F) Spermatid enjeksiyonundan oOnce,
sirasinda  ve sonrasinda oositler. Ok wucu spermatid ¢ekirdegini gdsterir.

(Biiyiitme: A-F , 400x.) (Johnson L, Texas A&M Universitesi'nden.)
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Sekil 2.12: Spermatid Evreleri

2.9. Azoospermik Hastalarin Tedavisi

Epididime bagli tikanikliklar obstriiktif azoospermi’lerin yaklasik %20-30’unu
kapsamaktadir. Proksimal tikanikliklarda obstriiksiyonun yerine gore vazovazostomi
veya epididimo-vazostomi, distal obstriksiyona yol acan ejakulator kanal
patolojilerinde transiiretral yolla ejakiilator kanalin rezeksiyonu segkin tedavi
seceneklerini olusturur. Nonobstruktif azoospermide histolojik olarak ya germ hiicre
aplazisi maturasyon arresti ya da tibiler skleroz ve atrofi gorulmektedir.
Nonobstruktif azoospermi’de gogunlukla testisler kiigiik boyutlarda ve yumusaktir,
matiirasyon arrestinde ise testisler dogal boyuttadir. Hipogonadotropik
hipogonadizme bagli testiste sekonder yetmezlik gelisir ve tahlillerde FSH, LH ve
testosteron hormonlarinin diisiik seviyede oldugu goriiliir. Bu taniy1 alan hastalarda

hormon tedavisi ile basar1 elde edilebilinmektedir (Unal vd., 2019).

Sperm iiretmedeki problem testis biyopsisi ve histopatolojik degerlendirmeyle
anlasilir. Obstriiktif nedene bagli azoospermide cerrahi yontemle sperm bulma sansi
oldukca fazladir. Nonobstruktif azoospermi’de sperm elde etme bakimindan ¢esitli
cerrahi yontemler olmasmna ragmen, son yillarda mikroTESE (microdissection
testicular sperm extraction) dnemli yontem olarak 6n plana ¢ikmistir. Mikro TESE
islemi, lokal ya da genel anestezi altinda, testis torbast (skrotum) iizerinden yapilan
bir ekvatoral kesi ile skrotal acgiklik saglanir ve mikroskop esliginde agik teknik
kullanilarak sperm hiicresi aranir. Biyopsiler alinirken yaklasik x25 optik bilyilitme
kullanilmaktadir. Tiim testis dokusunun tamami agilarak, testis parankiminin tim

alanlar1 incelenmektedir (Flannigan vd., 2017).
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Sekil 2.13 : M-TESE islemi Sirasinda Segilen Seminifer Tubiiller (25x Biyiitme)

Nonobstriiktif azoospermi tedavisinde amag, hormonlar1 diizenlemektir. FSH
normalden fazla yulksek ise diisiirmek, testosteron diisiik ise yiikseltmek ve
testosteron/estradiol dengesini kurarak fizyolojik denge saglanmalidir. Sperm
bulunamayan bir mikroTESE’den sonra, hormon replasmani veya ilag tedavileriyle

sperm elde etme sansi artabilir, diger sperm elde etme yontemleri baslica;

o Mikrodiseksiyon Epididimal Sperm Aspirasyonu (MESA)
e Perkitan Epididimal Sperm Aspirasyonu (PESA)

o Testikiler Sperm Aspirasyonu (TESA)

e Mikrocerrahi Sperm Ekstarksiyonu (mikro-TESE)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calismaya Alinan Gruplar ve Ozellikleri

2019-2021 yillar1 arasinda Acibadem Fulya Hastanesi tiip bebek boliimii yardimci
iireme teknikleri klinigine basvurmus kisilerin verileri arastirilmigtir. Acibadem
Fulya Hastanesi tlp bebek béliminde nonobstriktif azoospermi tespit edilerek
cerrahi testikiiler sperm ekstraksiyonu yontemi ile ROSI uygulanan hastalarin
dosyalar1 geriye doniik (retrospektif) olarak incelenmistir. Nonobstriiktif azoospermi

disindaki hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Dosyalar1 incelenen hastalardan kriterlere uyan 351 hasta calismaya dahil edilmistir.
Calismamizda nonobstriiktif azoospermi hastalardan elde edilen round spermatidlerin
enjeksiyonu ile yumurtalarin déllenmesini, embriyo gelisimini ve gebelik olusturma
potansiyeli incelenmistir. Dosya incelenmesi ve bilgisayarlardan alinan veriler,
Acibadem Fulya Tiip Bebek Merkezine infertilite sebebinden dolay1 merkeze gelen

hastalar igerisinden ele alindi.

Kadin yas1 olarak, 38 yasindan kiigiik olan hastalar ele alindi ve yumurta sayis1 3’ten
fazla olan hastalar degerlendirildi. ROSI islemi sonrasi embriyo olusumlar1 ve

gebelik oranlar1 incelendi
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3.2. Hazirhk Islemleri

3.2.1. Oosit Pick Up (OPU) Kiiltiir Kabr Hazirhk

Her bir vaka i¢in opu isleminde kullanilmak iizere ii¢ adet G-MOPS medium
damlacigr olan ve opu iglemi tamamlandiktan sonra temiz G-MOPS mediumlu
damlaciga aktarilmasi i¢in iki adet 60 cm’lik kiiltiir kab1 kullanilarak opu kiiltiir

kabmin damlaciklarin iizeri kapanana kadar embriyo kiiltiir yagi konuldu (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Opu Kiiltiir Kab1

3.2.2. Hyaluronidaz Kiiltiir Kab1 Hazirhk Asamasi

Hyaluronidaz kiiltiir kabr hazirligr icin 1 ml’lik steril pipet ile 300 pl’lik G-MOPS
damlacigi olusturuldu. Yikama islemin de kullanilmak {izere 7-8 adet 40-50 ul G-
MOPS medium kullanilarak damlaciklar hazirlandi. 300 pl’lik G-MOPS damlacigin
cerisine 100 pl Hyaluronidaz soliisyonu ilave edildi ve kiiltiir kabinin iizerini

kapatana kadar embriyo kiiltiir yagi ile kapandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Hyaluronidaz Kiiltiir Kab1

3.2.3. Hyaluronidaz Islemi Sonrasi Kiiltiir Kab1 Hazirhk Asamasi

Her olguda kiiltiir kab1 kullanilarak 60 cm’lik kiiltiir kabina dort adet 30 pl LG
mediumlu damlacik yapilarak kiiltiir kabinin damlaciklar1 kapanana kadar embriyo

kiiltiir yag ile kapandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Hyaluronidaz Islemi Sonras1 4 Damlacikli Kiiltiir Kab1
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3.2.4. ROSI Kiiltiir Kab1 Hazirhk Asamasi

ROSI i¢in kullanilacak hazirlik i¢in hazirlanmis olan G-MOPS mediumu kullanildi.
60 ml’lik Falcon kiiltiir kabmin kapak kismi ters cevrildi saat 12, 3, 6 ve 9 hizasina
round spermatid enjeksiyonu yapilacak MII oositler i¢in 5 pl’lik G-MOPS Medium
kullanilarak damlaciklar hazirlandi. Saat 9 yoniinde MII oositleri yikama islemi igin
3 adet 10 pl’lik damlacik yapildi. Orta merkezin sol tarafina sperm havuzu icin 10
ul’lik G-MOPS mediumlu dikdortgen seklinde havuz yapildi. 10 pl’lik G-MOPS
medium’un sag tarafina yine dikddrtgen biciminde 12 pl olarak %10’luk PVP
(Polyvinylpyrolidone) damlacig1 asagidan yukar1 dogru yayildi. ROSI kiiltiir kabinin
hazirlig1 bittikten sonra iizeri damlaciklar kapanana kadar embriyo kiiltiir yag: ile

kaplanarak 37°C’de en az yarim saat etiiv de bekletilmeye alindi (Sekil 3.4)

Sekil 3.4: Round Spermatid Enjeksiyon Kiiltiir Kab1
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3.3. Embriyo Kiiltiirii ve Inkiibasyonu

Daha once agiklanan kriterlere gore segilen olasi bir spermatid, plazma zarini
parcalamak igin ileri geri emilen bir enjeksiyon pipetine cekildi. Daha sonra
cekirdek, az miktarda sitoplazmayla birlikte bir oosite enjekte edildi. Bu, oositin

elektrikle uyarilmasindan yaklasik 20 dakika sonra gergeklestirildi, ROSI oositleri

daha sonra global total LP medium bulunan multi droplet culture dish kuyucuklarin
icerisine birakilarak, inkiibator ortami %6 CO2, %5 02 ve 37°C’de kiiltiir edildiler
(Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Multi Droplet Culture Dish Ve Electro Cell Fusion Generator Cihazi
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3.4. Kullanilan Malzemeler, Firmalar ve Ulkeler

1 |Falcon Pipetler B.D.Bionsciences US.A

2 |Single Step Medium IrvineScentific U.S.A

3 (Global total LP CoopSurgical US.A

4 Nunc dish ThermoScientific DANIMARKA

5 |[Hamilton Enjektor Hamilton Company US.A

6 |G-Mops Vitrolife ISVEC

7  [Ependorflar EppendorfGmbh ALMANYA

8 |Laminar Flow LaboGene APS DANIMARKA

9 |Laminar Flow Mikroskobu Carl ZeissGmbh ALMANYA

10 [Mikromaniplator NarishigeScientificint.Lab JAPONYA

11 [ROSI ignesi Sunlight U.S.A

12 Nc-ubabator Marka Model International HOLLANDA

13 [Santrifuge LaboGene APS DANIMARKA

14 |Opu Toplama dish SarstedGmbh ALMANYA

15 |Pastor Pipetler HeinzHerenzMedi.Gmbh |ALMANYA

16 [Sperm Washirvine IrvineScentific U.S.A

17 |Pure Sperm Nidakon NidaconlInernational ISVEC

18 200 Likpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

19 (10 Mikrolitrelikpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

20 [Streril Sperm Kabi Firat Med TURKIYE

21 |Opu icin Puar IsolabLab. Gmbh ALMANYA

22 [Mini Inkubator labotec laminar |LabotectLab.Tec. ALMANYA

23 Makler Kamerasi SefiMedical ISRAIL

24 |Sperm Saymmu I¢in Mikroskop |Carl ZeissGmbh ALMANYA

25 [Hyalurinidase Irvine Scentific US.A

26 [Polyvinylpyrrolidone IrvineScentific US.A

27 Ovoil Vitrolife ISVEC

28 [140 Denudasyon Pipeti GyneticsMed. Produc BELCIKA

29 [Modified Human Tubal Fluid IrvineScentific US.A
(MHtf)

30 [Transfer Kateterleri Smith Medical MEKSIKA

31 [Steril Eldiven Beybi Plastik TURKIYE
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3.5. Protokoller
3.5.1. Oviilasyon indiiksiyonu Protokolleri ve OPU islemi

Hastalarin menstriiel sikluslarin 2. ya da 3. giinii merkez de kan degerlendirmeleri ve
transvajinal ultrasonografik degerlendirmeleri yapildi. Progesteron diizeyi kanda 1.5
ng/ml’nin altinda ve transvajinal ultrasonografide kistik olusum goézlenmeyen hasta
bireylere oviilasyon indiiksiyon protokolii uygulandi. Oviilasyon indiiksiyonun da 6.
Giin antagonist (Cetrotide, Merck, Isveg) tedaviye eklendi ve hCG giiniine kadar
kullanilmaya devam edildi. Hastalar belirli zaman araliklarinda kan ve
ultrasonografi olarak degerlendirilmeleri ve 18mm ve tizeri 3 folikiil
gozlemlendiginde hCG (Ovitralle, Merck, Isvec) enjeksiyon saati verildi. OPU
islemi hCG enjeksiyonundan 35 saat sonra genel anestezi altinda steril sartlarda ve
transvajinal ultrason esliginde, oosit toplama seti, oosit toplama ignesi ile

gerceklestirildi.

Bir giin 6nceden hazirlanmis olan ve OPU isleminde gerekli olan mHTF mediumu,
100 cm?’lik flasklara esit miktarda boliindii, OPU islemlerinde kullanilacak flasklar
1sinmasi i¢in 37°C sicakliga ayarlanmis olan etiive konuldu. 37°C’ye ayarl 1sitict
tablada saklanan 20 ml’lik tiiplere transvajinal ultrason esliginde aspire edilen
folikiil sivilar1 bir giin 6nceden hazirlanmis olan Modifiye HTF mediumu (Irvine
Scientific) kullanilarak tiiplere aspire edildi ve kisa bir siire igerisinde oosit kontrolii

yapilmasi i¢in laboratuvara ulagtirild.

Laboratuvara gelen 20 ml’lik folikiil sivisini igeren tiipler yumurta kabina dokiilerek
Laminar Air Flow kabin ’de stereo mikroskop araciligiyla mikroskop altinda oosit
olup olmadig1 kontrol edildi. Stereo mikroskop altinda, steril pastor pipet ile bir giin
onceden hazirlanip gazli ve pH degerinin 7,25 ile 7,35 araliginda sabit olan ve
inkiibatorde muhafaza edilen OPU Kkiiltiir kabina aktarilarak islem sonunda ikinci

temiz OPU kiltiir kabina aktarildi.
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3.5.2. Tese Orneginin Hazirlanma Asamasi
3.5.2.1. Dansite Gradient Yontemi

Tese Ornegi, aspirasyonu yapilan ve oositleri toplanan hastanin esi iglem gilinii
iizerinde adi, soyadi, es adi, T.C kimlik numarasi, hasta barkodu ve protokolii olan

steril tese toplama kabi ile birlikte, laboratuvara ulagtirildi.

Gradient soliisyonlar1 2-8 derecedeki buzdolabinda bulunmasi gerekir ve islemin
yapilacagi sabah kullanilmasi i¢in oda 1sisina getirilmelidir. Gradient mediumu, %40
ve %80’lik gradientler kullanildi. Gelen tese 6rnegi 60 mm lik dislerin i¢ine konulan
I ml sperm yikama soliisyonu icinde seminifer tiibiilleri disekde edilerek
birbirlerinden ayrilir. 15 ml’lik falcon tiiplerine pastor pipet yardimi ile konulduktan
sonra gradient islemi i¢in hazir hale getirilir. TESE 6rnekleri 12 dakika da 1400 rpm
e ayarlanarak santrifiij edildi. Santrifiij bitimi sonras1 ayrisan tese tiibiilleri 15 ml’lik
falcon 2095 konik tupun icinden steril cam pastor pipet ve enjektor ile cekilerek
1200 rpm’ye ayarlanarak 5 dakika santrifiij edilip yikandi. Sperm yikamak icin bir
onceki gilinden hazirladigimiz origio sperm wash yikama medium kullanildi.
Santrifiij bitiminde yikanan tese Ornekleri mikroskop altinda degerlendirildi ve

androloji kayit defterine not edildi.
3.5.2.2. Hyaluronidaz islemi Uygulama Asamasi

Hyaluronidaz kiiltiir kab1 en az 45 dakika oncesinden hazirlanip 37°C sicaklikta
bulunan etiive kaldirildi. OPU isleminden yaklasik iki saat sonra Hyaluronidaz
islemi gerceklestirildi. Hyaluronidaz enzimi ile oosit etrafinda olan kiimiiliis
hiicrelerini uzaklastirarak oositlerin maturasyon olmasina gore siiflandirildi ve GV,
MI ve MII asamasinda gelmis olan oositler hyaluronidaz sonrasi hastaya ait 4’lii
(Sekil 3.3) kiiltir kabma olgunluklarina gore aktarilarak hastaya ait etiket
yapistirildi ve %6 CO2, %5 02, %95 nem ve 37 °C sabit olan inkiibatore kaldirildi.
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3.5.2.3. ROSI islemi Uygulama Asamasi

ROSI islemi uygulamasi, 1sitilmis yiizeyi olan invert mikroskobun, yaklasik olarak
400x2 biiyiitmeyle belli bir a¢1 verilmis olan steril tek kullanimlik cam mikropipetler
yardimiyla spermatid, plazma zarin1 par¢alamak i¢in ileri geri emilen bir enjeksiyon
pipetine cekildi. Daha sonra gekirdek, az miktarda sitoplazmayla birlikte bir oosite

enjekte edildi.

Kisiye ait hazirlanmis olan TESE 6rnegi ROSI kiiltiir kabindaki spermatid
damlacigina konuldu. MII oositler 6nce sol taraftaki {i¢c damlacikta g-mops medium
ile hazirlanmis olan damlaciklarda yikandi ardindan MII oositler saat 12, 3, 6
yonlerine yerlestirildi. Oositi tutmak i¢in holding ignesi ile sabitlenen MII oosite
uygun ac1 verilerek ve kutup cisimcigi (polar body) saat 12 veya 6 yOniine gore
ayarlanarak ROSI ignesi ile spermatid enjekte edildi. Bu islem her MII oosit igin
tekrar edildi. Mikroenjeksiyon iglemi bittikten sonra kiiltiir kabina alind1 ve hastanin
etiketi yapistirildi kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga bir oosit aktarildi. Kiiltiir
kabina aktarildu.

3.5.3. Fertilizasyon ve ileri Embriyo Kiiltiirii

Round spermatid mikroenjeksiyon isleminden bir giin sonra 16 ile 20 saat arasinda
invert mikroskop altinda fertilizasyon kontrolii yapildi. Fertilizasyon gézlemlenmis 2

proniikleus (2PN) iceren oositler normal olarak déllenmis olarak kabul edildi.

1. Erken Blastosist: Embriyo hacimin yarisindan az blastosel kavitesine sahip

olan embriyolar,

2. Blastosist: Embriyo hacimin yarisindan daha fazla blastosel kavitesine

sahip olan embriyolar,

3. Tam Blastosist: Blastosel kavite kismi embriyo hacminin neredeyse

tamamini kaplayan embriyolar,
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4. Ekspanse Blastosist: Blastosel kavitesi hacimi iyice artmis, c¢ap

genigleyerek zonasi iyice incelmis olan embriyolar,

5. HaT.Ching Blastosist: Embriyonun fazla biiyiliyerek incelmis olan zonay1

patlatip embriyonun bir kisminin disar1 ¢gikmasi

6. Full HaT.Ching Blastosist: Tamamen zonadan ayrilmig olan embriyolar.

3.5.4. Embriyo Dondurma Uygulama Asamasi

Embriyo transferi dondurulmadan veya dondurularak yapilabilir. Eskiden daha ¢ok
taze transfer yapilirken giliniimiizde c¢ogunlukla donmus embriyo transferi
yapilmaktadir. Embriyo dondurma islemi ES ve VS soliisyon kullanilarak soguk

zemin’de ve oda sicakliginda yapildi.

3.5.5. Embriyo Cozdiirme Uygulama Asamasi

Hastaya ait embriyoloji dondurma formu incelendi ve en iyi kalite embriyosu
cozililmesi i¢in dosyada gerekli islemler yapildi. Hastaya ait ¢oziilecek olan embriyo
straw’1 s1vi azot tank adresine gore ¢ikarildi. Hasta’nin adi, soyadi, esinin adi,
protokol numarasi, T.C. kimlik numarasi, kagmci giin ka¢ embriyosunun
donduruldugu kontrol edildi. Cozdiirme islemi soguk zeminde ve oda sicakliginda

gerceklestirildi.

3.5.6. Embriyo Transferi Uygulama Asamasi

Transfer yapilacak hasta’nin yasal durumu, klinik durumu ve embriyo kalitesine
gore degerlendirildi. Embriyo ¢6zdiirme islemi sonrasi embriyo CSCM igeren kiiltiir
kabina alindi. Sabah ¢6ziilmesi yapilan blastosist embriyonun transfer siirecine
kadar kollebe yapidan tamamen agilmasi i¢in transfer islemi genelde 6gleden sonra
yapildi. Embriyo CSCM kiiltiir kabindan ayr1 bir CSCM Nunc Fourwell’ine
(ThermoScientific) tasindi. Embriyo transferi steril sekilde transfer kataterine

embriyo yiiklenerek yaklagik 20-25 mikrolitre CSCM ile hastaya 23 cm’lik embriyo
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transfer katateri ile transferi gercgeklestirildi. Hastaya embriyo transfer islemi
olduktan sonra katater enjektor yardimiyla 4 hazneli embriyo kiiltiir kabina
(fourwell’e) bosaltildi ve embriyonun endometriuma yerlesip yerlesmedigi kontrol

edildi.

4. BULGULAR

Caligmanin bu boliimiinde 2019-2021 yillarinda Acibadem Fulya Hastanesinin Tiip
bebek merkezine bagvurmus 351 infertil cerrahi testikiiler sperm ekstraksiyonu
yontemi ile ROSI uygulanan hastalarm embriyo gelisimini ve gebelik olusturma

potansiyeli incelenmistir.

Tablo 4 . 1: Hasta ve tedavi dongtsi 6zellikleri

Donguler 351

Ortalama kadin yas1 30,2 (<38)

Alinan yumurta sayisi 3891 (11,08 +5,52)
Enjekte edilen oosit sayis1 3842

Déollenen oosit sayis1 2 PN (%) 146/3842 (3,8)

PN = Pronikleus.
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Tablo 4 . 2: Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimi

n %
Taze TESE 191 54,4
Gruplar
Dondurulmus TESE 160 45,6
ET yapilma Var 91 26
Durumu
Yok 260 74
ET gebelik Gebelik var 0 0
Durumu
Gebelik yok 351 100
vVar 146 41,6
Fertilizasyon
Yok 205 58,4
<3 120 82,2
2PN sayisi
>4 26 17,8
Embriyo 3. Gan 68 74,8
Transfer gind
5. gun 23 25,2

Calismamizin kriterlerine uygun 351 hasta dahil edildi. Bu vakalardan

%54,4’1 (n=191) taze TESE, %45,6’s1 (n=160) dondurulmus TESE olgulartydi.
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Arastirmaya katilan 351 vakadan (%74) n=260’inda cesitli sebeplerle
embriyo transferi (ET) yapilmadi. N=91 (%26) olguda ET yapildig1 goriildii.

Calisma kriterlerimize uyan vakalar1 incelerken ET yapilan 91 vakada

gebelik gortlmedi.

Arastirmamizda bulunan 351 olgunun fertilizasyon oranlarin1 bulmak icin
2PN degerine bakilmistir. Sonu¢ olarak (%41,6) n=146 vakada fertilizasyon
olustugu, (%58,4) n=205 olguda fertilizasyon olusmadig1 goriildii. 2PN sayilarina
bakildiginda, 351 olgunun (%82,2) n=120" sinde 2PN embriyo sayis1 <3 iken, (17,8)

n=26’ sin da >4 olarak bulundu.

Transfer edilen embriyolardan (%74,8) n=68"1 li¢lincii giin, (%25,2) n=23"1

besinci giin transfer edildigi goriildii.

Tablo 4 . 3:Taze TESE ve Dondurulmus TESE Spermatidlerin Fertilizasyon
Parametreleri ve Gebelik Oranlarinin Karsilastirilmasi
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Taze Dondurulmus X2 P
TESE TESE
(n) (n)
Gebelik 0 0
var
Gebelik 0 -
Durumlari
Gebelik 191 160
yok
Var 60 31
ET 1,88 0,17
Yok 150 110
Var 84 62
Fertilizasyon 0,15 0,67
Yok 122 83
<3 76 44
0,01 0,86
2PN sayisi
>4 16 10
Embriyo S GUN 40 28
transfer 0,02 0,72
guna
5. Giln 13 10
Ki-Kare Testi " p<0,005

Tablo 4’te, yapilan analiz neticesinde kullanilan sperm tiirii ile ET orami arasinda

anlamli bir fark tespit edilmedi. Diger degiskenler agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark tespit edilmedi. Gebelik agisindan iki grupta da gebelik gézlenmedi.

39



5. TARTISMA VE SONUC

Nonobstriktif azospermi olan hastalarda round spermatid enjeksiyonu igin mikro-
TESE etkili bir yontemdir. Calismamizda taze mTESE ve dondurulup ¢oziilmiis
mTESE ile elde edilmis round spermatidlerle yapilan ROSI sonucu fertilizasyonda
anlamh fark tespit edilmemistir. 1995 yilinda Antinori ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, nonobstriiktif azospermi (NOA) hastalarinda taze ve dondurularak
saklanilan spermatidleri kullanarak yapilan mikro-TESE sonuglarmin klinik
degerlendirmesinde 30 NOA’ll hasta tedavi gormiig, bunlardan 15 hastada taze
spermatid, 15 hastada dondurularak saklanilan spermatidler kullanildigini, sonug
olarak da NOA’l1 vakalarda taze testis spermatidlerinde dollenme gerceklesmedigi,
dondurularak saklanan testis spermatidlerde ise %40 oraninda doéllenmenin

saglandig1 rapor edilmektedir. (Antinori vd., 1995).

Levran ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, taze ve dondurularak ¢oziilmiis
spermatidleri ile yapilan IVF-ROSI sikluslarinda incelenen parametrelerden
hi¢birinde anlamli fark bulunmamaktadir. Fertilizasyon oranlar1 taze testis spermatid
ile %43’e kars1t %47, ET oranlar1 %46’ya karst %54 oldugunu ve gebelik elde
edilemedigi bildirilmektedir (Levran vd., 2000). Bizim yaptiZimiz ¢aligma
sonucunda da taze spermatid uygulanan vakalarin fertilizasyon orant %63,
dondurulup ¢oziilmiis spermatid vakalarin fertilizasyon oran1 %37 bulunmustur. ET
oranlar1 ise taze spermatid vakalarinda %58 iken dondurulup ¢oziilmiis spermatid

vakalarinda %41 bulunmus, gebelik elde edilememistir.

Yapilan bagka bir calismada uzamis spermatidler ile round spermatidler
karsilastirildiginda, uzamis spermatidlerde 18 oositten 10'u dollendigi, ikinci grupta
enjekte edilen round spermatidlerde 49 oositten 9'unda déllenme ve bdélinme
goriildiigi belirtilmektedir. Dondurulmus-¢oziilmiis testis dokusundan elde edilen
uzun spermatidlerle iki klinik gebelik elde edildigini, round spermatidlerde gebelik
saptanmadigi belirtilmektedir (Al-hasani  vd., 1999). Yuvarlak spermatidlerin
intrasitoplazmik enjeksiyonu, olgunlagsmanin daha ileri asamalarinda spermatojenik

hiicrelerin enjeksiyonu ile karsilastirildiginda daha diisiik bir fertilizasyon orani ile
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iliskilendirilmektedir ( Vanderzwalmen vd., 1998). Spermatozoa igermeyen
hastalarda, yani tam spermiogenez basarisizlig1 olan hastalarda spermatidlerin, oosit
aktivasyonundan sorumlu faktorlerde siklikla eksik oldugu desteklenmektedir
(Tesarik vd., 1998).

2002 yilinda Urman ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada taze round
spermatid kullanilarak yapilan ROSI islemleri sonrasinda 58 olgunun 12'sinde
embriyo transferi gerceklestigini, 2PN embriyolardan blastokist olusum orani %7,6
iken 1PN embriyolarda ise %6 oldugunu. 12 hastada toplam 16 blastokist transfer
edildigini; bu blastokistlerden besi 1PN embriyolardan olustugunu ve gebelik elde
edilemedigi rapor edilmektedir (Urman vd., 2002). Bizim ¢aligmamizda 351 olgunun
91 tanesinde embriyo transferi gergeklestirildi, bunlardan 2PN embriyolardan

blastokist olusum oran1 %25,2 1di.91 hastada 23 tanesinde blastokist transfer edildi.

1997 yilinda Yamanaka ve arkadaslar tarafindan yapilan diger bir ¢alismada 49
olgun oosite basariyla round spermatid enjekte edildigi ve ardindan 24 embriyo
dokuz kadina transfer edilip, gebelik saglanamadigi belirtilmektedir (Yamanaka vd.,
1997).

1990'larda ROSI yoluyla basarili dogumlar ve saglikli yavrular elde edildigini
bildiren bir¢ok hayvan ¢alismasi bulunmaktadir. Kimura ve Yanagimachi 1995
yilinda farelerde saglikli yavrularda %77 oraninda dollenme ve %28,2 gebelik orani
bildirmektedir. Spermatid enjeksiyonu ile insan fertilizasyonuna iliskin ilk rapor
1995 yilinda Vanderzwalmen ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Tesarik ve
arkadaglar1 daha sonra 1996 yilinda 6's1 yuvarlak spermatidli olmak {izere 11
spermatid enjeksiyonu vakasindan olusan bir vaka serisi yayimladilar. Déllenme, 11
tedavi siklusunun 10'unda meydana geldigini ve 2 ROSI siklusunda gebelik elde
edildigi rapor edilmektedir (Tesarik vd., 1996). Olgunlasmamis germ hiicresi tipinin
(yuvarlak, uzamis spermatid) déllenme ve sonraki embriyo gelisimi {izerindeki etkisi
tartismali  bir konu oldugu belirtilmektedir (Tesarik ve Mendoza, 1996).
Ejakiilatlardan alinan round spermatid kullanilarak bagsarili gebelikler rapor

edilmesine ragmen spermatidlerin biiyiik ¢ogunlugu uzadigini, uzayan spermatidin
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enjeksiyonundan sonra daha yiiksek fertilizasyon olustugu rapor edilmektedir

(Vanderzwalmen vd., 1997).

2002 yilinda Sousa ve arkadaslar1 yapilan bir ¢alismada toplamda 87 ICSI, 39
uzatilmis spermatid enjeksiyonu ve 33 yuvarlak spermatid enjeksiyonu (ROSI)
tedavi dongiisiinii agikladilar; ortalama fertilizasyon orani degerleri %71,4, %53,6 ve
%17 ve klinik gebelik oranlar1 31,7, 26,3 ve 0'di. Testikuler sperm ile taze veya
dondurulup ¢0Oziilmiis uzun spermatidler arasinda Onemli bir sonug¢ fark:
gozlenmedigini bununla birlikte, saglam yuvarlak spermatidlerin enjeksiyonu, ¢ok

diistik dollenme oranlar1 gosterdigini belirtmektedirler (Sousa ve vd., 2002).

2015 yilinda Tanaka ve arkadaslar1 734 oositin ROSI'sini takiben 12 kadindan dogan
14 ¢ocugun dogumunu,.2018 yilinda da 83 giftten 90 bebegin dogumunu, Eyliil
2011'den Aralik 2014'e kadar Japonya'nin ¢esitli yerlerindeki kliniklerde dogumun
oldugunu, ROSI sonrasinda gebelik elde edilememesinin nedenlerinden biri,
oositlerin uygunsuz aktivasyonu olabilecegini, ROSI dncesinde oositlere elektriksel

akimin uygulandigini bildirmektedirler (Tanaka vd., 2015)

Taze ve dondurulmus round spermatidlerle yapilan 351 vakada 146’sinda dollenme
gerceklesirken 205’inde  dollenme gergeklesmedi. Embriyo transferi yapilan 91
olguda ise gebelik gériilmedi. Bizim yaptigimiz c¢alismada ROSI 6ncesinde oosilere
elektriksel aktivasyon uygulanmistir. Rond spermatidin mikroskobik gézlemi, dogru
secimi 6nemlidir. Round spermatidlerin ¢ekirdek-sitoplazma orani spermatogoniadan
biraz daha yiiksek olmasma ragmen, daha kiiclik spermatogonia ile yuvarlak
spermatidlert birbirinden ayirmak zor olabilir ayrica kullandigimiz round
spermatidlerden bazilarinin dejenerasyon siirecinde olmasi miimkiindiir. Geng
spermatidleri yaslanmis olanlardan ayirt edebilmemiz gerekiyor. Asir1 uzun siire
yuvarlak spermatid olarak kalan hiicrelerde DNA hasar1 birikebilmektedir.
(Jurisicova vd., 1999). ROSiin diisiik verimliliginin altinda yatan mekanizmalar
konusunda ¢alismalarin hala sinirli oldugu goriilmektedir. Rond spermatidin
mikroskobik gozlemi, dogru se¢imi ve o0o0sit aktivasyonun yeniden gdzden

gecirilmesi ile daha fazla klinik ¢alismaya ihtiyag duyuldugunu bildirmekteyiz.
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Degerli katihmen, sizi Tiip bebek tedavisinde nonobstriiktif azospermi olan hastalarda
round spermatid enjeksiyonu yénteminin embrivo gelisimine ve gebelige etkisi konulu
arastrmaya kablmaya davet ediyoruz.

Stz konusu galigma, bir tez galismasi gerekliligidir,

Bu ¢cahsmanm amac:

Round spermatid enjeksiyonu (ROSI) yaplmig olan erkek fakuirll olgulara ait verilerin
retrospektif olarak kullamimas planlanmaktadir. Tiip bebek tedavisi uygulanmg hastalarda,
round spermatid enjeksiyonu vonteminin etkisini arasturmak amacivla hastalann embrivo
gelisimi ve gebelik olugumunu incelenmesi amaglanmistir.

Kullamlacak yintemler:

Caligmamizda embriyo gelizimi ve gebelik olugturmas igin round spermatid enjeksivonu
yéntemi kullanlarak yumurtanin déllenmesini ve embrivonun gelisimi incelenecektir.
Mikroskobik testikiller sperm ekstraksivonu (mikro-TESE) viintemi ile tespit edilen, round
spermatidlerin enjeksivonu (ROSI) ile embrivo gelisimi ve gebelik olusumu takip edilecektir.
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L
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