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OZET

OBEZ ERKEKLERDE SEMEN MIKROBIYOMUNUN YENI NESIL DiZILEME
ILE FERTILITE ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Elzem Nisa BARHAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Unvani Prof. Dr. Sezgin GUNES

Amag: Tez ¢alismasinda, obez erkeklerin semenlerinde bulunan mikrobiyal icerik ve
cesitliligin incelenmesi, infertil ve fertil gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi,
ayrica seminal mikrobiyotanin semen parametreleri, sperm DNA fragmantasyonu
(SDF), sperm kromatin kondensasyonu ve total antioksidan kapasite (TAC)
Uzerindeki etkilerinin arastirtlmasi hedeflenmistir.

Materyal ve metot: Vicut kitle indeksi (BMI) degeri 30 kg/m2’nin iizerinde olan
18-55 yaslar1 arasinda 13 obez infertil ve kontrol grubu olarak 5 obez fertil erkek
calismaya dahil edilmistir. Mikrobiyom analizi i¢in 16S ribozomal RNA geninin V3
ve V4 bolgeleri, yeni nesil dizileme tekniklerinden amplikon dizileme yontemiyle
dizilenmistir. SDF, TUNEL testi ile; TAC, ELISA testi ile ve histonca zengin sperm
yiizdesi, anilin mavisi boyama yontemi ile analiz edilmistir.

Bulgular: Her iki grupta da en bol bulunan bakterilerin Bacillota, Pseudomonadota,
Actinomycetota ve Bacteroidota subelerine ait oldugu goriildii. Cins diizeyinde en
yaygin bulunan bakteriler ise iki grupta da benzer dagilimlara sahip olan
Pseudescherichia, Staphylococcus, Paenibacillus, Streptococcus, Klebsiella ve
Moraxella olarak belirlendi. TAC degerleri, infertil grupta 2,87 + 0,21 ve kontrol
grubunda 2,69 * 0,20 ortalamaya sahipti. SDF’in obez infertil erkeklerde (ort: 1,39 £+
3,27), obez fertil erkeklerden (ort: 12,10 + 4,93) daha yiiksek oldugu goriildii.
Kontrol grubunda histonca zengin sperm yiizdesi degerlerinin (ort: 33,68 + 15,65)
infertil gruptan (ortalama: 48,15 + 19,14) daha diisiik oldugu gozlemlendi. Ancak, bu
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla, p=0,127; p=0,564; p=0,172).
Anilin pozitif sperm vyizdesi ile motilite (p<0,0001), sperm konsantrasyonu
(p=0,0001) ve total sperm sayist (p=0,001) arasinda negatif yonlii iliski gézlendi.
Brevibacterium,  Paenibacillus, Alistipes, Lactiplantibacillus, Rhizobacter,
Sphingomonas ve Veillonella cinslerinin sperm DNA fragmantasyonu; Pantoea,
Devosia, Bacteroides, Acidovorax cinslerinin total antioksidan kapasite;
Fusobacterium cinsinin anilin  pozitif sperm yizdesi; Corynebacterium,
Hydrogenophaga, Paenalcagenes cinslerinin BMI ile korelasyon gosterdigi
belirlendi.

Sonug: Semende bulunan bakteri cinsleri, semen kalitesi, sperm DNA
fragmantasyonu veya total antioksidan kapasite Uzerinde etkili olarak erkek
infertilitesinde rol oynuyor olabilir. Calisma oOrnekleminin oldukga kii¢iik olusu
(n=18) g6z 6niinde bulunduruldugunda, daha biiyiik bir 6rneklem ile daha anlamli
sonuclar elde edilmesi beklenebilir.

Anahtar Sozcukler: Erkek infertilitesi, Seminal mikrobiyom, Obezite, Sperm DNA
fragmantasyonu, Total antioksidan kapasite, Sperm kromatin kondensasyonu



ABSTRACT

EVALUATION OF THE SEMEN MICROBIOME FOR FERTILITY IN OBESE
MEN WITH NEXT-GENERATION SEQUENCING

Elzem Nisa BARHAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology Programme
Master, August/2023
Supervisor: Prof. Dr. Sezgin GUNES

Objective: In the thesis study, it was aimed to examine the microbial content and
diversity in semen samples of obese men, to determine the differences between
infertile and fertile groups, and to investigate the effects of seminal microbiota on
semen parameters, sperm DNA fragmantation (SDF), sperm chromatin condensation,
and total antioxidant capacity.

Material and method: Thirteen obese infertile men aged 18-55 years with a BMI
over 30 kg/m? and five obese fertile men as the control group were included in the
study. For microbiome analysis, the V3 and V4 regions of the 16S ribosomal RNA
gene were sequenced using the amplicon sequencing method, which is one of the
next-generation sequencing techniques. Sperm DNA fragmentation was analyzed by
TUNEL test, total antioxidant capacity was analyzed by ELISA test and histone-rich
sperm percentage was analyzed by the aniline blue staining method.

Results: It was seen that the most abundant bacteria in both groups belonged to the
phylum of Bacillota, Pseudomonadota, Actinomycetota and Bacteroidota. The most
common bacteria at the genus level were Pseudescherichia, Staphylococcus,
Paenibacillus, Streptococcus, Klebsiella, and Moraxella, which had similar
distributions in both groups. Total antioxidant capacity values were 2.87 £ 0.21 in
the infertile group and 2.69 + 0.20 in the control group. Sperm DNA fragmentation
was found to be higher in obese infertile men (mean: 1.39 + 3.27) than in obese
fertile men (mean: 12.10 = 4.93). It was observed that histone-rich sperm percentage
values in the control group (mean: 33.68 + 15.65) were lower than the infertile group
(mean: 48.15 = 19.14). However, these differences were not statistically significant
(p=0.127; p=0.564; p=0.172, respectively). A negative correlation was observed
between the percentage of aniline-positive sperm and motility (p<0.0001), sperm
concentration (p=0.0001) and total sperm count (p=0.001). It was determined that
Brevibacterium, Paenibacillus, Alistipes, Lactiplantibacillus, Rhizobacter,
Sphingomonas and Venlonella genera were correlated with SDF; Pantoea, Devosia,
Bacteroides, Acidovorax genera were correlated with TAC, Fusobacterium genera
was correlated with the percentage of aniline-positive sperm, and Corynebacterium,
Hydrogenophaga, and Paenalcagenes genera were correlated with BMI.

Conclusion: Bacterial species in semen may play a role in male infertility by
affecting semen quality, sperm DNA fragmentation or total antioxidant capacity.
Considering the relatively small size of the study sample (n=18), more meaningful
results can be expected with a larger sample.

Keywords: Male infertility, Seminal microbiome, Obesity, Sperm DNA
fragmantation, Total antioxidant capacity, Sperm kromatin condensation
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1. GIRIS

Bir yil siireyle korunmaksizin devam eden diizenli cinsel iliskiye ragmen
gebeligin gergeklesmemesi olarak tamimlanan infertilite, iireme ¢agindaki c¢iftlerin
yaklasik %15’ini etkilemektedir (WHO, 2018). Infertilite, diinya genelinde 48
milyon ¢ift ve 186 milyondan fazla bireyi etkilemekte ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan kiiresel bir saglik sorunu olarak degerlendirilmektedir. Degisen
yasam tarzlar ile birlikte infertilite insidansinda dramatik bir artis s6z konusudur
(Sun, vd., 2019). Erkekler, toplamda infertilite olgularinin %20-70’inden sorumlu
gorinmektedir (Tournaye, vd., 2017). Hem bu oranda hem de yardimci iireme
tekniklerine harcanan biitcedeki siiregelen ve ileriye doniik beklenen artis (Winters
ve Walsh, 2014), infertilitenin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmas: ve daha
diisiik maliyetli tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin 6nemini
ortaya koymaktadir.

Erkek infertilitesi, hem genetik hem cevresel faktorlere dayanan heterojen bir
bozukluktur. Hormonal dengesizlikler, anatomik bozukluklar ve genetik faktorlerin
neden olabildigi olgularin %90’indan fazlasi, sperm sayis1 ve kalitesindeki
anomaliler ile iligkilidir (Leaver, 2016). Yapilan ¢alismalar, seneler icerisinde sperm
parametrelerinde 6nemli 6l¢iide bir diisiis meydana geldigini gostermektedir (Levine,
vd., 2017). Bununla birlikte, artan erkek infertilitesi insidansinda degisen yasam
tarzi, beslenme ve g¢evresel kosullarin 6nemli bir rol oynadigi distiniilmektedir
(Leisegang, vd., 2021).

Beslenmenin Onemli o6l¢iide etkiledigi bir bilesen de mikrobiyotadir.
Mikrobiyota, insan vicudunda yer alan ve sayilari trilyonlar1 bulan
mikroorganizmalar toplulugudur (Hayes ve Sahu, 2020). Bu mikroorganizmalar,
konakgisi oldugu insan ile kommensal veya simbiyotik iliski i¢inde bulunan non-
patojen tiirler ve hastalik yapict patojen tiirlerden olusabilmektedir. Cogunlukla
mikrobiyota ile ayn1 anlamda kullanilan mikrobiyom kavrami ise mikrobiyotay1
olusturan elemanlarla beraber a¢iZa ¢ikardiklari tirlinlerin de dahil edildigi bir sistem
olarak tanimlanmaktadir (Berg, vd., 2020). Mikrobiyomun &zellikle immin sistem ve
metabolik siireclerde 6nemli bir rol oynadig1 ve basta obezite gibi inflamatuar
hastaliklar olmak iizere pek c¢ok hastalik ile iligkili olabilecegi gosterilmistir

(Meldrum, vd., 2017; Young, 2017). Aragtirmalar, obezitenin belirli bir mikrobiyota



profili ile baglantili oldugunu ve mikrobiyota bilesiminin obeziteye yatkinlik
olusturabilecegini ortaya koymaktadir (Leocadio, vd., 2020; Ley, vd., 2006).

Infertilte ile yakindan baglantili oldugu bilinen obezite, basta hormonal
bozukluklar olmak Uzere, spermatogenezdeki bozukluklar, testikiiler 1s1 artisi, diisikk
sperm Kkalitesi, sperm DNA fragmantasyonu ve erektil disfonksiyon gibi faktérlerle
iligkili olarak fertiliteyi olumsuz etkilemektedir (Hammoud, vd., 2008; Kahn ve
Brannigan, 2017; Leisegang, vd., 2021).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde standart inceleme, semen analizidir.
Ancak infertilite olgularinin goz ardi edilemez bir kisminda erkegin normal semen
parametrelerine sahip olmasi, daha ileri testlere olan ihtiyaci ortaya koymaktadir
(Agarwal, vd., 2016; Saleh, vd., 2002). Spermin biyokimyasal ve molekiler
fonksiyonlarin1 6lgmeye yonelik ileri testlerin lireme potansiyelinin tahmininde
semen parametrelerine kiyasla daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Minhas, vd.,
2021). Bu testler ile sperm DNA fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu
(histonca zengin sperm ylzdesi) ve antioksidan kapasite gibi 6zellikler
olctlebilmektedir. Infertil erkeklerde sperm DNA fragmantasyonu ve histonca
zengin sperm oranin daha yuksek, seminal plazmadaki total antioksidan kapasite
seviyesinin ise daha disiik oldugu goriilmiistiir (Lewis, vd., 1995; Santi, vd., 2018;
Smith, vd., 1996; Zeqiraj, vd., 2018). Bu parametreler, 6zellikle idiyopatik infertilite
olgularinin aydinlatilmasina katki saglayabilmektedir.

Erkek infertilitesi ve mikrobiyota arasindaki iliskiyi arastiran g¢alismalarin
sayist oldukga simirhidir.  Fertil erkekler ile infertil erkeklerin seminal
mikrobiyomlarinin karsilagtirildigi ¢alismalarin  bazilarinda bu iki gruba ait
orneklerde anlamli bir farklilik belirlenememisken bazi c¢alismalar semendeki
mikrobiyal icerik ve cesitliligin sperm parametreleri ve dolayisiyla infertilite ile
iligkili olabilecegini gostermektedir (Altmée, vd., 2019; Monteiro, vd., 2018; Weng,
vd., 2014). Obezitenin mikrobiyota Uzerindeki etkilerini ortaya koyan g¢esitli
arastirmalar ~ bulunmakla  beraber, genellikle bagirsak  mikrobiyotasina
odaklanilmaktadir. Obezite-infertilite iligkisine dair kanitlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda obezitenin seminal mikrobiyotay1 etkileyebilecegi ve bu sekilde

fertilite lizerinde etkili olabilecegi varsayiminda bulunmak miimkiindiir.

Tez c¢alismasinda, obezitenin infertiliteyle iliskisinde mikrobiyotanin olasi

rollinii arastirmak hedeflenmistir. Bu dogrultuda obez fertil ve obez infertil bireylerin



seminal mikrobiyomlarinin  karsilastirilmasi, semendeki bakterilerin  semen
parametreleri, sperm DNA fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu ve total
antioksidan kapasite zerindeki etkilerinin degerlendirilmesi planlanmigtir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin 6zellikle agiklanamayan erkek infertilitesi konusunda

literatiire katki saglayacagi diistiniilmiistiir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Infertilite

2.1.1. infertilite Epidemiyolojisi

Infertilite, bir yil siireyle korunmaksizin devam eden diizenli cinsel iliskiye
ragmen gebeligin gergeklesmemesi seklinde tanimlanmaktadir (WHO, 2018). Primer
infertilite, daha 6nce basarili gebelik Gykiisii olmayan bireyin ¢ocuk sahibi olmakta
sorun yasamasini ifade ederken; sekonder infertilite, gegmiste bir veya daha fazla
sayida basarili gebelige ragmen tekrar ¢ocuk sahibi olamama anlamina gelmektedir
(Zegers-Hochschild, vd., 2017).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kiiresel bir saglik sorunu olarak
degerlendirilen infertilite, lireme ¢agindaki ciftlerin yaklasik %15’ini etkilemektedir
(Barati, vd., 2020; Sun, vd., 2019). Diunya genelinde 48 milyon cift ve 186
milyondan fazla bireyin infertilite sorunu yasadigi tahmin edilmektedir. Degisen
yasam tarzlar ile birlikte diinya genelinde infertilite insidansinda dramatik bir artig
s0z konusudur. Olgularin %15’inin nedeni agiklanamazken, %20’si hem kadin hem
erkek, %35’1 yalnizca kadm, %30’u ise yalnizca erkek kaynaklidir (Sekil 2.1).
Erkekler, toplamda infertilite olgularmin %20-70’inden sorumlu gériinmektedir
(Tournaye, vd., 2017). Erkek infertilitesinin diinya g¢apinda erkeklerin %12’sini
etkiledigi bilinmektedir (Lotti ve Maggi, 2018).

Infertilite Olgular

mErkek ®Kadin Kadin ve Erkek W Agiklanamayan

Sekil 2.1. Infertilite olgularmin cinsiyete gore dagilimi



2.1.2. Erkek Infertilitesi

Infertilite olgularinin yaklasik olarak yarisinda erkek faktorii etkilidir. Hem

genetik hem de cevresel faktorlere dayanan heterojen bir hastalik olan erkek

infertilitesi, genellikle pretestikuler, testikiler ve posttestikiler olmak tizere (¢ ana

grupta degerlendirilmektedir. Tournaye ve ark. ise, erkek infertilitesinin hipotalamus-

hipofiz aksindaki bozukluklar, duktal obstriiksiyon veya disfonksiyon, nitelikle ilgili

spermatogenik bozukluklar ve nicelikle ilgili spermatogenik bozukluklar seklinde

dort ana grupta smiflandirilmasi onerisinde bulunmuslardir (Tablo 2.1) (Tournaye,

vd., 2017).

Tablo 2.1. Tournaye ve arkadaslarmin erkek infertilitesi siniflandirmasi (Tournaye, vd., 2017)

Hipotalamus-hipofiz
aksindaki
bozukluklar

Duktal obstriiksiyon
veya disfonksiyon

Spermatogenik
niteliksel defektler

Spermatogenik
niceliksel defektler

Genetik

Genetik olmayan

Genetik

Genetik oldugu
farz edilen

Genetik olmayan

Genetik

Genetik oldugu
farz edilen

Genetik olmayan

Genetik

Genetik oldugu
farz edilen

Genetik olmayan

Anosmi (6rn. Kallmann sendromu) veya normosmi ile
birlikte konjenital hipogonadotropik hipogonadizm

CNS malignitesi veya transfenoidal rezeksiyon veya
radyasyon; hemokromatoz, sarkoidoz, tiberkiloz
veya mantar; hipofiz adenomu; ve ekzojen androjen
veya testosteron kullanimi

Normal bdbrek anatomisiyle birlikte vas deferensin
konjenital yoklugu

Tek tarafli bobrek ageneziyle birlikte vasm konjenital
bilateral yoklugu, Young sendromu

Vazektomi gegmisi, idiyopatik epididimal okliizyon,
bilateral kasik fitig ejakiilator kanal
tikaniklig1, vazal peristaltik eksikligiyle birlikte DM,
omurilik yaralanmasi, MS, néral tip defektleri,
retroperitoneal lenf nodu diseksiyonu, pelvik cerrahi
ve ejakilator veya erektil disfonksiyon
Globozoospermi, immotil silia sendromu, kit-kuyruk
sendromu, mikrosefalik sperm basi ve ileri baba yas1

onarimi,

Fosfolipaz C eksikligi, idiyopatik astenozoospermi
veya teratozoospermi, otoimmidinite

Oksidatif stres veya DNA hasar1

Y kromozomal mikrodelesyonlar, 47,XXY Klinefelter
sendromu, 46,XX sendromu veya izodisentrik Y

kromozomlari,  parsiyel androjen  duyarsizlik
sendromu, kromozomal yapisal anomaliler, X
kromozomal TEX11 mutasyonu

Idiyopatik  oligozoospermi  veya azospermi,

kriptorsidizm veya testikiiler disgenezi sendromu

Varikosel (3. derece), sitotoksik kemoterapi veya
radyoterapi ge¢misi, testis kaybma yol acan testis
torsiyonu Oykiisii, bilateral kabakulak orsiti, bilateral
testis malignitesi ve orsiektomi ve sistemik hastaliklar




Spermatogenezin basarili bir sekilde gerceklesmesinde hipotalamus, hipofiz ve
testisler birlikte gorev almaktadir (Fraietta, vd., 2013). Hipotalamus-hipofiz
aksindaki bozukluklar, lireme ve cinsel islev i¢in gereken gonadotropinler olan
luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) veya bunlarin
salgilanmasinda etkili olan gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) iiretimindeki
eksiklikleri ifade etmektedir. Hipogonadotropik hipogonadizm olarak adlandirilan bu
durum, genetik veya genetik olmayan faktorlerin etkili oldugu sekilde konjenital ya

da kazanilmis nedenlere bagli olabilir.

Duktal obstriksiyon veya disfonksiyon, spermin iletilmesi ile ilgili
bozukluklar1 tanimlamaktadir. Testislerde iiretilen spermatozoanin taginmasi ve
depolanmasinda pek ¢ok yap1 gorev almaktadir (Giuliano ve Clement 2005; Sheu,
vd., 2014). Epididimde mattrasyonunu tamamlayan sperm hiicreleri, vaz deferens
araciligiyla iiretraya tasinir. Seminal vezikiiller ve prostat bezi, sperm hiicrelerinin
korunmasi ve beslenmesi igin gerekli olan elementleri igeren seminal sivinin
tiretilmesinde rol oynar. Biiyiikk Olglide sinir sistemi tarafindan kontrol edilen
ejakilasyon sureci, nérokimyasal ve hormonal dizenlemeyi gerektirmektedir
(Alwaal, vd., 2015). Bu isleyiste meydana gelen anatomik veya norolojik aksakliklar,

fertilizasyonun ger¢eklesmesini olanaksiz hale getirebilmektedir.

Erkek infertilitesi, anatomik bozukluklar, hormonal dengesizlikler ve genetik
faktorlerden kaynaklanabilecegi gibi olgularin %90’1indan fazlasi sperm sayist ve
kalitesindeki anomaliler ile iliskilidir (Leaver, 2016). Spermatogenez sirecinde
meydana gelen aksakliklar sonucunda yeterli sayida ve kalitede sperm tiretilmemesi,

spermatogenik bozukluklar grubunu olusturmaktadir.
2.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez, olgunlasmamis sperm hiicresinin bir dizi mitotik ve mayotik
boliinmeler ve hiicresel farklilagsmalarla olgun sperm hiicresine doniisiim siirecini
ifade etmektedir (Sekil 2.2). Erkeklerde puberte ile baslayip omiir boyu siiren bu
karmasik siiregte, ¢ok sayida genin rol oynadigi belirlenmistir (Linn, vd, 2021,
Schultz, vd., 2003). Seminifer tiibiilde gergeklesen siire¢ temel olarak su asamalardan
olusmaktadir:  spermatogonyumun  mitotik  proliferasyonu, spermatogonyal
farklilasma ile spermatositlerin olusmasi, spermatositlerin mayoz boliinmesi ile

spermatidlerin meydana gelmesi, yuvarlak spermatidlerin olgunlasmasi ve ileri



derecede Ozellesmis olgun spermatozoalarin testikiiler tiibiil limenine salinmasi

(Neto, vd., 2016).
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Sekil 2.2. Spermatogenez asamalari

Insanlarda ii¢ ayr1 spermatogonyal kok hiicre tipi tanimlanmistir. Bunlar,
cekirdeklerinin boyanma 06zelliklerine gore A tipi koyu spermatogonyum, A tipi
soluk spermatogonyum ve B tipi spermatogonyum olarak adlandirilmistir (Minelli ve
Bellezza, 2011). Spermatogenez sirecine dogrudan katilmayan A tipi koyu
spermatogonyum, hiicre hattinin devamliligin1  saglarken, A tipi soluk
spermatogonyum, tekrar tekrar mitotik boliinerek hiicre klonlarini arttirmaktadir.
Boliinme sonucunda olusan hiicreler ise spermatogonial faz adi verilen siireg ile B
tipi spermatogonyuma farklilagmaktadir. B tipi spermatogonyum, sperm iiretimine
dogrudan katilir, primer spermatositlere doniismek iizere biiyiir ve mitoz bdliiniir.
Diploid primer spermatositlerden, mayoz bélinmenin ilk evresi sonucunda haploid
sekonder  spermatositler  dretilir.  Bu  silire¢  spermatositogenez  olarak
adlandirilmaktadir. Daha sonra sekonder spermatositler, mayoz II evresini
tamamlayarak spermatidleri olusturur. Spermatidogenez denen bu siire¢ sonucunda
uretilen spermatidler, yuvarlak hiicrelerdir ve spermatozoay1 olusturmak igin 6nemli

oranda farklilagmalar1 gerekir. Spermatidlerin spermatozoalara doniisiimiinii ifade



eden spermiyogenez surecinde, bir dizi morfolojik degisim meydana gelir (Sharma
ve Agarwal, 2011). Bu degisimler, spermatozoanin hareket ve fertilizasyon kabiliyeti

gibi fonksiyonel 6zelliklerini kazanmasini saglar.

Spermiyogenez slrecinde temel olarak akrozom olusumu, ¢ekirdegin
yogunlagmasi ve sekil degistirmesi, flagellumun meydana gelmesi ve sitoplazmanin
bliyiik bir kisminin kaybolmasi asamalar1 goriilmektedir. Merkezi, kiiresel bir
cekirdek ve yuvarlak bir sekle sahip olan spermatidlerde Oncelikle, sperme
fertilizasyon ve hareket yetenegi kazandiran akrozom ve aksonem olusumu
gerceklesir (O'Donnell, 2014). Bunlar, Golgi aygiti, mitokondri ve hiicre iskeleti
elemanlarinin katilimiyla meydana gelir. Golgi kompleksinde biriken proakrozomal
graniiller, birlesir ve cekirdegi cevreleyecek sekilde gelisen akrozomal vezikiiliin
igerisinde akrozomal graniilii olusturur. Bu yapinin cekirdek cevresinde yayilarak
cekirdek yilizeyinin {igte ikisini kaplamasiyla akrozom olusumu tamamlanir
(Muciaccia, vd., 2013). Ayn1 zamanda sentriyoller kars1 kutba go¢ ederek aksonem
olusumuna katilir. Sentriyollerden biri flagellumu olusturmak iizere uzar, flagella
islevi i¢in gerekli aksesuar yapilar aksonem etrafinda toplanir (O'Donnell, 2014). Bu
bolgede biriken mitokondriler, boyun bodlgesinde aksonemi gevreleyerek orta pargay:
meydana getirir (Minelli ve Bellezza, 2011). Akrozomu olusturan Golgi ve hicre
iskeleti yapilari ile flagellumu olusturan sentriyol ve mitokondrilerin bu zit yonli
hareketi, hiicrede polarizasyona neden olarak spermin kendine 6zgii yassi ve uzun
seklini almasina yol agar. Bu esnada ¢ekirdek de kiiresel yapisini kaybederek uzar ve
yogunlagir. DNA, histonlarin yerini alan ve ileride protaminlere doniisecek olan
gecis proteinleri ile oldukca siki bir sekilde paketlenerek transkripsiyonel olarak
inaktif hale gelir (Meistrich, vd., 2003). Spermatozoanin hareket Kkabiliyetini
arttirmak iizere ihtiyag¢ fazlasi sitoplazma, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir
ve spermatozoa, Sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminifer tiibiillerin liimenine salinir.
Spermiasyon adi verilen bu asamanin sonucunda spermatozoa, olgunlasmanin

tamamlanmasi ve depolama i¢in epididime tasinir (O'Donnell, vd., 2011).
2.1.4. Semen Analizi

Erkek infertilitesinin tanisi ve degerlendirilmesinde standart olarak sperm
parametreleri incelenmektedir. WHO, diizenli araliklarla, semen analizinin
gergeklestirilmesi ve fertilitenin degerlendirilmesine yonelik bir laboratuvar kilavuzu

(WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen)
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yayinlamaktadir. Son olarak 2021 yilinda altincisi yayimlanan bu kilavuzda, semenin
degerlendirilmesine yonelik islemler, temel diizeydeki incelemeler, genisletilmis
incelemeler ve ileri diizey incelemeler olarak siniflandirilmistir. Rutin olarak
gerceklestirilen testlerden olusan temel diizeydeki incelemeler sperm sayisinin,
motilitesinin ve morfolojisinin degerlendirilmesini igermektedir. Genisgletilmis
incelemeler semende yer alan 16kositler, olgunlasmamis germ hiicreleri ve sperm
antikorlarinin tespiti, ¢esitli sperm kusurlarinin indekslerinin belirlenmesi, yardime1
organ fonksiyonlarinin dlgiimii icin biyokimyasal analizler, sperm andploidisi ve
sperm genetigini incelemeye yonelik genetik ve genomik testleri ve ayrica sperm
DNA fragmantasyonunu saptamaya yonelik yontemleri icermektedir. Ileri diizey
incelemeler ise reaktif oksijen turlerinin ve oksidatif stresin, membran iyon
kanallarinin, akrozom reaksiyonunun ve sperm kromatinin degerlendirilmesine

yonelik testleri icermektedir.

WHO kilavuzunun altinci basiminda yer alan ve korunma olmadan
gergeklestirilen cinsel iliskinin bir y1l icinde dogal gebelik ile sonuglandig ¢iftlerde
erkege ait semen parametrelerinin alt besinci yiizdelik dilimine ait degerler Tablo
2.2’de gosterilmektedir.

Tablo 2.2.  Korunma olmadan gergeklestirilen cinsel iliskinin bir yil iginde dogal gebelik ile

sonuglandig ciftlerde erkege ait semen parametrelerinin alt besinci yilizdelik dilimine ait
degerler (WHO, 2021)

Semen Parametreleri WHO 2021
Semen hacmi (mL) 1,4 (1,3-1,5)
Sperm konsantrasyonu (10%/mL) 16 (15-18)
Toplam sperm sayis1 (10%/ejakiilat) 39 (35-40)
Toplam motilite (%) 42 (40-43)
Progresif motilite (%) 30 (29-31)
Progresif olmayan motilite (%) 1(1-1)
Immotil sperm (%) 20 (19-20)
Vitalite (%) 54 (50-56)
Normal morfoloji (%) 4(3,9-4)

2017 yilinda yayinlanan bir arastirmada, 1973-2011 yillar1 arasinda yapilmis
calismalardan elde edilen veriler kullanilarak 42.935 erkegin semen analizi sonuglari
degerlendirmis ve oldukca carpict bulgular ortaya konmustur. Bu genis kapsamli

meta-regresyon analizi, belirtilen 38 yillik siire igerisinde erkeklerin sperm



konsantrasyonunda yilda ortalama %1,4 ve toplamda %52.,4; total sperm sayisinda
ise yilda ortalama %1,6 ve toplamda %59,3 azalmanin gerceklestigini gostermektedir
(Levine, vd., 2017). Artan infertilite insidansinda, semen parametrelerinde gozlenen

bu diisiisiin onemli bir roli oldugu agiktir.

Sperm parametreleri, erkek fertilitesine yonelik 6nemli bilgiler saglamasina
ragmen hem fertilite potansiyelinin degerlendirilmesi hem de erkek infertilitesinin
anlasilmasi i¢in yeterli olamamaktadir. Erkek infertilitesiyle iligkili genetik ve
genetik olmayan pek ¢ok faktor tanimlanmis olsa da olgularin neredeyse yarisi halen
aciklanamamaktir. Bu olgular idiyopatik veya agiklanamayan erkek infertilitesi
olarak adlandirilmaktadir. Aralarindaki fark, idiyopatik erkek infertilitesinde semen
kalitesinde sebebi bilinmeyen bir diisiis s6z konusu iken agiklanamayan erkek
infertilisinin normal semen parametrelerine ragmen kaynagi bilinmeyen infertiliteyi
tanimliyor olmasidir (Jung ve Seo, 2014). Aciklanamayan infertilitenin altinda
seminal reaktif oksijen tiirleri miktarinin (ROS) ylikselmesi ve SDF’in artis1 gibi
molekiiler bozukluklarla birlikte sperm disfonksiyonu veya antisperm antikorlarinin
yatabilecegi gosterilmistir (Hamada, vd., 2012). Bu nedenle spermin biyokimyasal ve
molekiiler fonksiyonlarimi1 olgmeye yonelik ileri testlerin iireme potansiyelinin
tahmininde semen parametrelerine kiyasla daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Minhas, vd., 2021). Bu testlerin baginda SDF’in ve seminal ROS seviyesinin
6lcumi gelmektedir.

2.1.5. Sperm DNA Fragmantasyonu

Sperm DNA biitiinliigii, basarili bir fertilizasyon, embriyonik gelisim,
implantasyon ve gebelik icin son derece muhimdir (Alvarez Sedd, vd., 2017;
Esteves, vd., 2021; Panner Selvam, vd., 2021; Simon, vd., 2014). Babaya ait genetik
bilgiyi tasityan ve embriyonik genomun yarisim1 olusturacak olan sperm DNA’s1
yalnizca gebeligin meydana gelmesinde degil ayni zamanda bebegin gelisimi ve
gelecek nesillerin sagligi agisindan da hayati 6neme sahiptir (Lewis ve Simon,
2010). Dolayisiyla, bu kritik molekiilde meydana gelen hasarlar fertiliteyi de ciddi
oranda etkilemektedir. YUlksek seviyedeki DNA hasarinin varikosel, agiklanamayan
erkek infertilitesi ve idiyopatik erkek infertilitesi gibi ¢esitli durumlarla iliskili
oldugu ve yardimci tlireme tekniklerinin sonuglarini 6nemli o6lciide etkiledigi

gosterilmistir (Baskaran, vd., 2019).
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Sperm DNA fragmantasyonu, sperm hucresinin genomunda meydana gelen tek
veya c¢ift zincir kiriklariyla karakterize DNA hasar1 ¢esididir. Normal kosullarda
DNA’da olusan kiriklar, c¢esitli DNA tamir mekanizmalariyla onarilabilmektedir.
Sperm genomunun onariminin yetersiz kaldigi durumlarda ise sperm DNA’sindaki
hasar kalici1 hale gelmekte ve sperm kalitesini 6nemli Olclide diisiirerek lireme

potansiyelini olumsuz etkilemektedir (Agarwal, vd., 2022).

Sperm DNA’simmin fragmante olmasinda rol oynayan ii¢ mekanizma One
strilmistiir (Sekil 2.3). Bu mekanizmalar, apoptoza giden sperm hiicresinin sireci
tamamlayamamasi, sperm kromatin olgunlasmasindaki bozukluklar ve oksidatif
stresin dogrudan sperm DNA’sina verdigi hasarlardir (Agarwal, vd., 2022).
Yaslanma, g¢evresel toksinler, kemoterapi/radyoterapi, sistemik inflamasyon veya
genital enfeksiyonlar, varikosel, testikiiler travma, testislerin 1s1 maruziyeti, sigara,
beslenme ve yasam tarzi aliskanlart gibi erkek infertilitesinde rol oynayan pek gok
faktor, SDF ile iliskili bulunmaktadir (Agarwal, vd., 2020; Panner Selvam, vd.,
2020).

Testikiiler Mekanizmalar Post-Testikiiler Mekanizmalar
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Sekil 2.3. SDF’nin altinda yatan potansiyel mekanizmalar ve risk faktorleri (Agarwal, vd., 2020)
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Konvansiyonel semen analizinin basarili gebeliin 6n goriilmesinde yetersiz
kaliyor olmasi, ileri testlere ve yeni gostergelere duyulan ihtiyaci arttirmistir. Artan
kanitlar, sperm DNA fragmantasyonunun hem fertilite  potansiyelinin
belirlenmesinde hem de uygun yardimer iireme tekniginin planlanmasinda
kullanilabilecek giivenilir bir belirteg olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle semen
parametrelerinin normal sinirlar iginde oldugu agiklanamayan erkek infertilitesinden
sperm DNA hasarinin sorumlu olabilecegi ve bu nedenle DNA fragmantasyon
indeksi (DFI) gibi o6lciimlerin infertilitenin anlagilmasina yonelik 6nemli bilgiler
saglayabilecegi distiniilmektedir (Saleh, vd., 2002). Sperm konsantrasyonu,
morfolojisi ve motilitesi normal olan erkeklerde DFI seviyesinin %20’yi asmasinin
fertiliteyi azalttigi bildirilmistir (Oleszczuk, vd., 2013). Fertil ve infertil erkekler
arasinda DFI’nin karsilastirildigi calismalar, infertil erkeklerde SDF’nin anlamli

oranda daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Santi, vd., 2018; Zeqiraj, vd., 2018).
2.1.6. Total Antioksidan Kapasite

ROS ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanan
oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu, nukleik asit
oksidasyonu gibi mekanizmalarla hicrelere zarar verebilmektedir. Bununla beraber,
ROS’un spermin kapasitasyonu ve akrozom aktivitesi gibi fertilizasyon i¢in oldukca
onemli sureglerde rol oynadigini1 gésteren ¢alismalar mevcuttur (de Lamirande, vd.,
1998; Ford, 2004). Fizyolojik dizeydeki ROS dretimi, sperm fonksiyonlarinin
duzenlenmesi icin gerekli gorinmekle birlikte, asirt ROS maruziyetinin spermin
islevselligi ve canliligindaki kayiplar ile iliskili oldugu bilinmektedir (Saleh ve
Agarwall, 2002). Sperm hiicreleri, sinirli antioksidan savunma ve DNA tamir
mekanizmalarina sahip olmalar1 nedeniyle oksidatif strese karsi son derece hassastir
(Bisht, vd., 2017). Oksidatif stresin, sperm membranina ve DNA biitiinliigline zarar

vererek infertilitede rol oynadigi 6ne siiriilmistiir (Tremellen, 2008).

Oksidatif stres ile erkek infertilitesi arasindaki iligkiye dair kanitlarin artigiyla
beraber antioksidan kapasitenin 6l¢timii de ilgi ¢eker hale gelmistir (Aitken, vd.,
2003; Bisht vd., 2017). Seminal plazma, sperm hiicrelerini oksidatif stresin yol acgtigi
hasarlara karsi korumakla gorevli c¢esitli antioksidan bilesenler icermektedir.
Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimatik yapida veya E
vitamini, C vitamini, ¢inko gibi non-enzimatik yapida olabilen bu antioksidan

bilesenlerin ayr1 ayr1 6l¢limiiniin hem mesakkatli hem de maliyetli olmas1 nedeniyle
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bir biyolojik drnekteki tiim antioksidanlarin toplamina yonelik genel bilgi veren total

antioksidan kapasitesi (TAC) 6l¢iim yontemleri gelistirilmistir (Pahune, vd., 2013).

Yapilan caligmalar, infertil erkeklerin seminal plazmalarinda TAC
seviyelerinin daha diisiik oldugunu gostermektedir (Lewis, vd., 1995; Smith, vd.,
1996). Hasta gruplar arasinda 6zellikle idiyopatik infertil erkeklerde en diisitk TAC
seviyeleri gézlenmis ve TAC ile basta motilite olmak iizere say1, konsantrasyon ve
morfoloji gibi sperm parametreleri arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu
belirlenmistir (Colagar, vd., 2013; Eroglu vd., 2014; Pasqualotto, vd., 2000; Sharma,
vd., 1999).

Total antioksidan kapasitenin Olgiilmesine yonelik farkli  yontemler
bulunmaktadir. Bu yontemler, Ozellikle farkli antioksidanlar1 belirlemedeki
hassasiyetlerine gore g¢esitlilik  gostermektedir. Baslicalari, 1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemi, Trolox esdegerligi antioksidan kapasite (TEAC)
teknigi, ABTS radikalinin olusumuna dayali ELISA (enzime bagli immiinosorbent
testi), oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) testi, ferrik indirgeyici
antioksidan gu¢ (FRAP) testi ve gelistirilmis kemiliiminesans (ECL) testidir (Gupta,
vd., 2021).

TAC o6l¢iimii igin hiicresel igerigin tamamen uzaklastirilmasiyla elde edilen
berrak seminal plazma kullanilmaktadir. Yontemlerin ¢ogu, indiiklenen oksidatif
reaksiyon sonucu aciga ¢ikan kolorimetrik degisimlerin spektrofotometrik olarak
incelenmesine dayanmaktadir. TEAC ve ELISA tekniklerinde oksidatif reaksiyonu
indiklemek icin hidrojen peroksit (H,O,) kullanilmaktadir. H,O, metmyoglobin
varliginda 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit, ABTS)’i okside ederek
ABTS" radikaline déniistiiriir (Agarwal, vd., 2018). TAC él¢iimii temelde, numune
icerisindeki antioksidanlarin  ABTS’nin oksidasyonunu engelleme kapasitesinin
belirlenmesine dayanir (Agarwal, vd., 2016). Reaksiyon sonucu olusan bu renkli
urdin, 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak goruntiilenebilmektedir. Renk
degisiminin az olmasi, antioksidan konsantrasyonunun yiiksek olduguna, mavi/yesil
rengin artig1 ise disik TAC seviyesine isaret eder. TEAC ve ELISA yontemleri
arasindaki  temel fark, goriintilemede kullanilan teknolojidir.  ELISA,
spektrofotometre kullanilarak radikal tespiti yapan TEAC’tan farkli olarak, tek
seferde birden fazla numunenin incelenebildigi bir mikroplaka ve ELISA okuyucu

kullanilarak gergeklestirilmektedir (Gupta, vd., 2021). Her iki yontemde de elde
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edilen kolorimetrik sinyaller, E vitamininin suda ¢dzlinen bir analogu olan Trolox’un

standart egrisi ile karsilastirilir.
2.1.7. Sperm Kromatin Kondensasyonu

Spermatidlerin olgun spermatozalari olusturdugu spermiyogenez siirecindeki
en Onemli degisikliklerden biri sperm kromatin kondensasyonudur. DNA, okaryot
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde oldukga siki bir sekilde paketlenmis halde bulunur. Bu
formu saglayan ise ‘“histon” adi verilen proteinlerdir. Olgunlagsmis sperm
hiicrelerinde ise diger hiicrelerden farkli olarak histon proteinlerinin yerini biiyiik
oranda  “protamin”  olarak isimlendiren kiiclik  proteinler  almaktadir.
Spermatogenezin ileri evrelerinde protamin sentezinin artisiyla protamin/histon orani
da artar. Protaminler, sperm DNA’sinin daha da siki bir sekilde paketlenmesini
saglar. Kromatin kondensasyonu olarak adlandirilan bu siireg, hem sperm
motilitesinde hem de sperme ait genetik materyalin korunmasinda ve saglikli bir

sekilde tasinabilmesinde olduk¢a 6nemli bir etkiye sahiptir (Gunes ve Kulac, 2013).

Sperm kromatin kondensasyonunun degerlendirilmesinde sik kullanilan
yontemlerden biri anilin mavisi ile boyamadir. Anilin mavisi boyasi, histon
proteinlerine baglanarak sperm hiicrelerini renklendirir. Boyamanin ardindan 11k
mikroskopu altinda yapilan incelemede, protaminasyonun yetersiz sekilde
gerceklestigi, histonca zengin spermler, koyu renkli goriiniirken; histon orani diistik
olan olgun sperm hiicreleri, soluk renkte goriinmektedir. Histonca zengin sperm
hlcrelerinin histonca fakir olanlara oranlanmasiyla elde edilen degerin semen

kalitesine yonelik bilgi verdigi diisiiniilmektedir.
2.2. Mikrobiyota

Mikrobiyota, belirli bir ¢evrede bulunan mikroorganizmalar toplulugudur.
Insan viicudunda yer alan ve sayilari trilyonlar1 bulan mikroorganizmalar, insan
mikrobiyotasini olusturur (Hayes ve Sahu, 2020). Cesitli bakteri, mantar, arke, viriis
ve protoza gibi tiirleri iceren mikrobiyota elemanlari arasinda konakgisi oldugu insan
ile kommensal veya simbiyotik iliski i¢inde bulunan non-patojen tiirler ve hastalik
yapici patojen tiirler yer alabilir. Mikrobiyom kavrami ise Onceleri mikrobiyotay1
olusturan mikroorganizmalara ait genomlarin bir toplam1 olarak kullanilmis ancak
yapilan ¢aligmalar, bu kavramin taniminda 6nemli degisikliklere yol agmistir (Sekil

2.4). Guncel yaklasim, mikrobiyotay1 olusturan mikroorganizmalarla beraber aciga
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cikardiklar1 iirlinlerin de dahil edildigi bir sistem olarak mikrobiyom kavraminin

tizerinde durmaktadir (Berg, vd., 2020).

Her ne kadar insan viicudunun yalnizca insan hiicrelerinden, genomunun ise
yalnizca insan genomundan olusmadiginin kesfedilmesi gorece eski bir zamana
dayansa da mikrobiyota hakkindaki aragtirmalar, 21. Ylzyilin baslarinda
yogunlagmustir. Dizileme teknolojilerinde meydana gelen 6nemli ilerlemeler ve yeni
nesil dizilemenin ortaya ¢ikisi, mikrobiyota ¢alismalarinin yiiriitiilmesine de biiylik

kolaylik saglamistir.
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Sekil 2.4. Bir sistem olarak mikrobiyom kavrami (Berg ve ark., 2020)

Mikrobiyomun 6zellikle immin sistem ve metabolik stireglerde 6nemli bir rol
oynadigi bilinmektedir (Meldrum, vd., 2017). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar,
parmak izi gibi bireye 0zgii olan mikrobiyomun basta obezite gibi inflamatuar
hastaliklar olmak tiizere pek ¢ok cesitli hastalik ile iliskili olabilecegini
gostermektedir (Young, 2017). insan Genom Projesinin ardindan baslatilan insan
Mikrobiyom Projesi (HMP), mikrobiyomun arastirilmasina yonelik girisimlere
onciiliik etmistir. HMP, pek ¢ok onemli kurulus ve bilim insaninin dahil oldugu,

oldukga genis ¢apl, uluslar aras1 bir projedir (Turnbaugh, vd., 2007). On yil1 askin
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strede ylriitilen ve iki ayrn fazdan olusan projenin ikinci fazi 2016’da
tamamlanmustir. Ilk faz calismalarinda, mikrobiyomun yapisi, fonksiyonu ve
cesitliligi incelenerek saglikli bir mikrobiyota tanimi yapilmak istenmistir (Human
Microbiome Project, 2012). Bu dogrultuda metagenomik bir yaklasim benimsenmis,
mikrobiyomun karakterizasyonu, bireyler arasi farkliliklarin ve mikrobiyotay:
etkileyen faktorlerin anlasilmasi, mikrobiyota kompozisyonu veya belli spesifik
tirler ile fenotip arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi hedeflenmistir (Human
Microbiome Project, 2012). insan mikrobiyomuna ait olduk¢a énemli bilgilerin elde
edildigi bu projede mikrobiyomun taksonomik kompozisyonunun belirlenmesinin,
konagin fenotipi ile korelasyon kurmak i¢in tek basina yeterli olmadig1 sonucuna
vartlmistir (The Integrative HMP (iHMP) Research Network Consortium, 2019).
Multi-omiks yaklasimin benimsendigi ikinci fazda ise immiinite, metabolizma,
dinamik molekiiler aktivite gibi bilesenleri iceren mikrobiyom-konak iligkisi, zaman
icerisinde ve farkli kosullarda meydana gelen degisimler ve bunlarin etkisi,
mikrobiyotayr olusturan elemanlara ek olarak kullandiklar1 ve agiga ¢ikardiklari
metabolitler, gen ekspresyon profilleri, kodladiklar1 transkriptler, {irettikleri
proteinler de incelenmistir (Lloyd-Price, vd., 2017). Mikrobiyom kompozisyonu
tizerinde etkili oldugu bilinen, gebelik ve erken dogum, inflamatuar bagirsak
hastaligi ve prediyabetli bireyleri etkileyen stresorleri iceren ¢ farkli kosulun da
modellendigi bu faz, mikrobiyal dinamiklere ek olarak bunlarla iliskili konak
tepkileri ve mikrobiyal karsilikli iliskiler hakkinda da olduk¢a Onemli bilgiler
sunmustur (The Integrative HMP (iHMP) Research Network Consortium, 2019).

HMP ve takip eden g¢alismalar, mikrobiyotanin insan sagligi ve hastaliklar
tizerindeki Onemli fonksiyonlarini gdzler Oniine sermektedir. Bu fonksiyonlarin
anlasilmas1 ve mikrobiyotanin manipiilasyonuna yonelik yontemlerin gelistirilerek
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi, giiniimiizde yogun ilgi goren ve 6nem

arz eden hedefler haline gelmistir.
2.2.1. Beslenme, Obezite ve Mikrobiyota

Beslenme, mikrobiyotay: etkileyen en énemli faktorlerden biridir. Ozellikle
yiiksek yagli beslenmenin basta bagirsak florast olmak {izere genel olarak
mikrobiyotada ciddi dengesizliklere neden olabildigi bilinmektedir (Bisanz vd.,
2019; David vd., 2014). Sagliksiz beslenme ve hareketsizligin birincil sonuglarindan

olan obezite, 2013 yilinda Amerikan Tip Birligi tarafindan bir hastalik olarak kabul
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edilmistir. Obezite, eslik eden hastaliklar ve mortalite nedeniyle tedavi edilmesi ve
onlenmesi gereken bir pandemi olarak degerlendirilmektedir (Meldrum, vd., 2017).
Diinya genelinde artan prevelansa iilkemizdeki tablo da eslik etmektedir. TUIK
verilerine gore 15 yas ve Ustili obez bireylerin oran1 2016 yilinda %19,6 iken 2019
yilinda %21,1’e yilikselmistir. Erkeklerde ise bu oran 2008 yilinda %12,3’ken 2019
yilinda %17,3 seviyesine ulasmistir (TUIK, 2019).

Obezite, beslenme sekli, hareketsizlik gibi yasam tarzi aliskanliklari, ¢evresel
ve genetik faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Glincel ¢aligmalar, mikrobiyotada
meydana gelen degisimleri ifade eden disbiyozisin de obezite gelisimine katki
sagladigim1 bildirilmektedir. Son zamanlarda obezite ile mikrobiyota arasinda
karsilikli bir iliskinin var olabilecegi iizerinde durulmaktadir. Bu konudaki ilk
arastirmalardan birinde Ley ve ark., obezitenin belirli bir mikrobiyota profili ile
baglantili oldugunu ve bagirsak florasinda Firmicutes ve Bacteroidetes gruplari
arasindaki dengeyi Firmicutes lehine cevirdigini gostermislerdir (Ley, vd., 2006).
Buna ek olarak fekal transplantasyon ¢alismalari, obez mikrobiyotasinin aktariminin
germ-free farelerde obeziteyle sonuglandigin1 géstermektedir. Benzer sekilde, diisiik
kilolu bireylere ait mikrobiyotanin germ-free farelere aktarimi da farelerin diisiik
kilolu olmasiyla sonuglanmistir. Bu sonucglar, mikrobiyota bilesiminin obeziteye

yatkinlik olusturabilecegini ortaya koymaktadir (Leocadio, vd., 2020).

Mikrobiyotanin obezite ile iligkisinin altinda yatan temel mekanizmalar, enerji
tliketimi, metabolik aktiviteler ve inflamatuar fonksiyonlarla ilgilidir (Tilg ve Kaser,
2011). Mikrobiyota elemanlarinin ana gorevlerinden biri, diyetle alinan ve
sindirilemeyen polisakkaritlerin hidrolizi ve fermantasyonudur. Ayn1 zamanda bazi
vitaminler, metabolitler ve aktif sinyal molekiilleri olan kisa zincirli yag asitlerini
tireterek metabolik yolaklarda gorev alirlar (Durmaz, 2019). Fareler iizerinde yapilan
caligmalar, bagirsak mikrobiyotasinin diyetten elde edilen enerji ve bu enerjinin

depolanmasinda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Backhed, vd., 2004).

Obezite ve obezite ile iliskili hastaliklarin patofizyolojisinde yer alan 6nemli
oOzelliklerden biri de inflamasyondur (Ferrante Jr, 2007). Cani ve ark., tarafindan
tanimlanan metabolik endotoksemi, plazmada bakteriyel lipopolisakkarit (LPS)
miktarinin anormal artisiyla karakterize edilir ve obezite, insiilin direnci ve diyabetin
gelisiminde rol oynar (Cani, vd., 2007). Yiksek yagl diyet, bagirsak

mikrobiyotasinda LPS iceren mikrobiyal igerik oramini arttirmakta ve bdylece
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metabolik endotoksemiyi tetiklemektedir. Obezlerde bagirsak bariyerinde goriilen
disfonksiyonun bagirsak gecirgenligini arttirdigi ve bu sekilde metabolik
endotoksemiye yol agan mikrobiyal igerigin sistemik dolasima katilarak

inflamasyonu tetikledigi ileri siiriilmiistiir (Patterson, vd., 2016).
2.3. Obezite ve Erkek Infertilitesi

Obezite ile erkek infertilitesi arasinda pek ¢ok yonden onemli bir baglanti
oldugu bilinmekte ve altta yatan mekanizmalar halen arastiriimaktadir (Hammoud
vd., 2008; Kahn vd., 2017). Obezite, basta hormonal bozukluklar olmak {izere,
spermatogenezdeki bozukluklar, testikiiler 1s1 artisi, diisilk sperm kalitesi, SDF ve
erektil disfonksiyon ile iliskili olarak fertiliteyi olumsuz etkilemektedir (Leisegang,
vd., 2021). Adipoz dokudan salgilanan cesitli elemanlarin da destegiyle artan
inflamasyon, reaktif oksijen tirlerinin birikmesiyle oksidatif strese neden olmakta ve
sperm hicreleri de dahil pek ¢ok hicrede hasara ve SDF’na yol agmaktadir (Kahn ve
Brannigan, 2017). Sperm DNA’sinin biitiinliigli, sperm fonksiyonlar1 ve iireme
saglig iizerinde olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Dolayisiyla ¢esitli faktorlere baglh
olarak meydana gelen SDF, sperm huicrelerinde fonksiyonel ve yapisal bozukluklara
sebep olarak fertiliteyi dogrudan etkileyebilmektedir. Obez erkeklerde SDF nun daha
fazla; sperm motilitesinin ve sperm kalitesinin daha diisiik oldugu gosterilmistir
(Dupont, vd., 2013) Obezitenin degerlendirilmesinde temel tan1 kriteri olan beden
kitle indeksinin (BMI) artisinin, ejakulat hacmi, sperm konsantrasyonu, motilite ve
morfolojisi ile negatif korelasyon gosterdigi ve obezler arasinda azospermi ve
oligospermi prevelansinin daha yiliksek oldugu goriilmistiir (Bieniek vd., 2016;
Sermondade vd., 2013). Yiiksek BMI degeri, ayn1 zamanda tireme hormonlarini da

olumsuz etkilemektedir.
2.4. Beslenme ve infertilite

Beslenmenin {ireme sagligi iizerindeki etkisini arastiran pek c¢ok caligma
mevcuttur. Diyet bilesenleri, spermatogenezi ve sperm kalitesini etkileyerek veya
tireme hormonlar ile iliskili olarak fertilite {izerinde rol oynuyor olabilir (Nassan,
vd., 2018). Calismalar, ¢ogunlukla besinlerin yag asidi ve antioksidan igeriklerine
odaklanmaktadir. ROS asir1 iiretiminin, erkek infertilitesinin altinda yatan
mekanizmalardan biri oldugu bilinmektedir. Antioksidanlar, hiicreleri reaktif oksijen
tiirlerinin yol actigi oksidatif stresten ve oksidatif stres kaynakli hasarlardan
korumaktadir. C vitamini, E vitamini ve koenzim Q10, erkek infertilitesinin
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tedavisinde etkinligi kanitlanmis antioksidan bilesenlerdir (Sheweita, Tilmisany vd.,
2005).

Fertilizasyonun gerceklesmesinde sperm membraninin rolii olduk¢a onemlidir
ve membranin igerdigi yag asitleri, saglikli sperm fonksiyonunun giiclii bir
bilesenidir. Bitkisel gidalarda ve baliklarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) miktar1, spermde yiiksek bir orana sahiptir ve spermin olgunlasmasiyla
birlikte artis gosterir (Benatta, vd., 2020). Coklu doymamis yag asitleri viicutta
uretilemedikleri icin diyetle karsilanmalidir. Bu nedenle, ¢oklu doymamis yag
asitlerinden zengin beslenme, sperm fonksiyonu agisindan 6nemli gorinmektedir.
Bunun aksine doymus yag asitlerinin fazla tiiketimi, diisiikk sperm konsantrasyonu ve
toplam sperm sayisiyla iliskili bulunmustur (Jensen, vd., 2012). Bati tipi beslenmenin
yayginlagsmasiyla birlikte artan yliksek yagh diyet tiiketiminin mikrobiyotanin
disbiyozisine yol actig1 ve obezite de dahil bircok kronik hastalikla iliskili oldugu
ortaya konmustur (Murphy, vd., 2015; Wilkins, vd., 2019). Fareler iizerinde yapilan
bir ¢calismada yiliksek yagli diyetin seminal sivida ve diskida bulunan mikrobiyal
icerigi degistirdigi rapor edilmistir (Javurek, vd., 2017).

2.5. Mikrobiyota ve Erkek Infertilitesi
2.5.1. Seminal Mikrobiyom

Mikrobiyotanin kesfinden itibaren konuyla ilgili pek ¢cok ¢alisma yapilmistir.
Basta bagirsak mikrobiyotasi olmak {izere gastrointestinal kanal, agiz i¢i, burun
boslugu, deri gibi viicudun farkli bolgelerinden alinan 6rneklerden izole edilen tiirler
incelenmistir. Yakin zamana kadar iirogenital sistemin steril olduguna yonelik inang,
genital  kanallara ait mikrobiyotanin  kesfini  geciktirmistir.  Dizileme
teknolojilerindeki gelismeler sonucunda iirogenital sistemin steril olmadiginin
anlasilmasiyla birlikte arastirmalar, oncelikle vajinal mikrobiyotaya odaklanmistir.
Anne-bebek arasindaki aktarim, 6zellikle ilgi ¢eken bir nokta olmustur. Erkek genital
sistemi ve semenin mikrobiyal igerigi ise nispeten yeni bir konudur (Kim, M.S. ve

Jung, S.1., 2021).

Testiste iiretilen sperm hiicreleri, epididimde matiirasyonunu tamamladiktan
sonra iiretraya ulasip ejakule olana dek ejakulator kanallar boyunca ilerler ve seminal
vezikiiller, prostat, periliretral ve bulboiiretral bezlerdeki sivilar ile karigsarak semeni

olusturur. Semen, spermatozoanin korunmasi ve beslenmesi i¢in gerekli ortami
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saglayacak sekilde gesitli lipidler, sakkaritler, glikanlar, tuzlar, inorganik iyonlar,
vitaminler, proteinler, peptidler ve bagisiklik bilesenlerini igeren olduk¢a zengin bir
karisimdir (Hopkins, vd., 2017). Hafif bazik yapidaki bu sivi (pH 7,2-8),
mikroorganizmalarin yasamasi ve taginmasi i¢in de son derece elverisli bir ortam
olusturmaktadir. Spermatazoanin temel enerji kaynagi olan fruktoz ve semen
iceriginde yer alan diger karbonhidratlar, bakterilerin de beslenmesine olanak

tanimaktadir.
2.5.1.1. Seminal Mikrobiyomun Kaynag

Onceleri patolojik bir durum olarak degerlendirilen bakteriospermi,
infertiliteyle iliskilendirilmistir (Baud, vd., 2019). Dolayisiyla, seminal bakterilerle
ilgili aragtirmalar oncelikle potansiyel patojen tiirleri belirlemeye yonelik olmustur
ancak bazi ¢aligmalar bakterilerin saglikli dondrlerde de bulunabildigini gostermistir.
Bu durum, semende yer alan bakterilerin daima enfeksiyonla iliskili olmadigim
distiindiirmiis ve fertilite tizerindeki etkilerinin incelenmesi icin tesvik edici
olmustur. Hou ve ark., inceledikleri 30 semen Orneginin 28’inde seminal sivida
bulunan bakteri sayisinin sperm hiicresinden daha fazla oldugunu bildirmislerdir
(Hou, wvd., 2013). Bakterilerin bu bollugu tespit edilmis olsa da seminal
mikrobiyomun nereden kaynaklandigi ve gdzlemlenen bu tiirlerin ne kadar kalict
oldugu hakkindaki soru isaretleri tam olarak giderilememistir. Kermes ve ark., semen
ve idrar mikrobiyomunu karsilagtirdiklar1 c¢alismada, bu iki oOrnekte bulunan
mikroorganizmalarin yalnizca tligte bir oraninda benzerlik gosterdigini ve semendeki
bakteriyel yiikiin idrara kiyasla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir (Kermes, vd.,
2003). Bu sonugclar, semen mikrobiyomunun sadece iiretradan kaynaklanmadigini ve
tirogenital kanalin daha iist iliyelerinden koken alabilecegini gostermektedir. Erkek
tireme sisteminin farkli anatomik bdlgelerinden izole edilen mikrobiyal igerikler
incelendiginde, her bolgenin kendine 06zgii bir mikrobiyoma sahip oldugu
goriilmiistiir (Koedooder, 2018). Ejakule olana denk tiim bu sistemi dolasan ve
aslinda farkli elemanlarin salgilarinin bir karisimi olan semenin mikrobiyomunun ise
her bir bolgeye ait ¢esitli tiirleri igerdigi ve bir koleksiyon olarak degerlendirilmesi
gerektigi one siirtilmiistiir (Sekil 2.5). Ayn1 zamanda bagirsak mikrobiyotast ve oral
mikrobiyotanin da hematojen veya lenfojen yayilim yoluyla seminal mikrobiyoma

katki saglayabilecegi ifade edilmistir (Altmé&e, vd., 2019).
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Seminal mikrobiyomun iceriginde etkili olan bir diger faktdr ise seks
partneridir. Yapilan c¢alismalar, seminal mikrobiyom ile vajinal mikrobiyomun
etkilesim igerisinde oldugunu ve partnerlerin mikroorganizmalar1 paylagarak ortak
bir seminovajinal mikrobiyom gelistiriyor olabilecegini gostermistir (Hou, vd., 2013;
Koedooder vd., 2018; Mandar, vd., 2015). Lactobacillus, Veillonella, Streptococcus,
Porphyromonas ve Atopobium basta olmak iizere seminal ve vajinal mikrobiyom
arasinda pek c¢ok ortak tiiriin yer aldigi tespit edilmistir. Bu benzerlik, partnerin
vajinal mikrobiyomunun da semen mikrobiyomunun kaynaklarindan olabilecegini

diistindiirmektedir.

X
Spermatogonya @ ﬁ (] Firmicutes
(] Probacteria
/\ £ Actinobacteria

Pri (] Bacterioidetes
s;;:r]:\ratosit @ d Cyanobacteria
(diploid) /\ .
Sekonder
spermatosit
(haploid)
Yuvarlak 5
spermatosit Seminal b

l Vezikil
Uzayan
spermatosit
Testikuler l
spermatozoa \/\/\\@

l c

o @ 0 =

Epididimal \_/\/\\@ o
spermatozoa

Vo Prostat &
Aksesuar g %o (
seks bezleri o ©%e

- " l ° o o°

l = Bulbodretral d
Ejakule bez
spermatozoa \./v% =
Sekil 2.5. Erkek {irogenital sisteminde bulunan bakteri topluluklarinin sube

diizeyinde dagilimi (Altmae, vd., 2019)

2.5.1.2. Seminal Mikrobiyomun Icerigi

Yapilan c¢aligmalar, farkli erkeklerin semenlerinde yer alan bakteriyel
topluluklarin 6nemli oranda cesitlilik gosterdigini ortaya koymustur (Weng, vd.,
2014). Bu ¢esitlilik, her bireyin kendine 6zgl bir seminal mikrobiyoma sahip
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olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir. Mikrobiyotay: etkileyen temel faktorler, yas,
etnik koken, cografik konum, genetik, beden kitle indeksi, hastaliklar, basta
antibiyotikler olmak {iizere kullanilan ilaglar ve uygulanan tedaviler, diyet, egzersiz
gibi yasam tarzi aligkanliklar1 olarak bilinmektedir. Bunlara ek olarak, seminal
mikrobiyomu, hijyen uygulamalari, siinnet durumu, cinsel aktivite, prostatit gibi

faktorlerin de etkileyebildigi bildirilmistir (Altmae, vd., 2019).

Semenin mikrobiyal igeriginin incelendigi ¢caligmalarda oldukga farkli sonuglar
elde edilmistir. Konuyla ilgili ilk aragtirmalardan birinde Weng ve ark., seminal
mikrobiyotada yer alan en yaygin cinslerin Lactobacillus (~%20), Pseudomonas
(~10), Prevotella (~%9) ve Gardnerella (~%4) oldugunu bildirmisler ve seminal
bakteri komdunitelerini  Lactobacillus’un, Pseudomonas’in ve Prevotella’nin
predominant oldugu {i¢ ana gruba ayirmuslardir (Sekil 2.6) (Weng, vd., 2014). Yao
ve ark., semen ornekleri i¢in iki farkli mikrobiyota profili belirlemisler, bu profilleri
Lactobacillus’tan zengin ve Streptoccoccus’tan zengin seklinde isimlendirmislerdir
(Yao, wvd., 2022). Sube seviyesindeki incelemeleri sonucunda seminal
mikrobiyomdaki en baskin subelerin Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria ve
Bacteriodetes oldugunu bildirmislerdir. Aym1 ¢alismada cins seviyesinde
Streptococcus, Lactobacillus, Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia,
Staphylococcus,  Gardnerella,  Ralstonia, = Corynobacterium,  Veillonella,
Actinobacter, Rhodococcus, Finegoldia, Peptoniphilus, Enterococcus, Prevotella ve
Haemophilus, seminal mikrobiyomda en bol bulunan bakteri cinsleri olarak tespit
edilmistir. Bukharin ve ark., semen mikrobiyotas: ve sitokinlerini aragtirdiklar
caligmalarinda, saglikli erkeklerin semenlerinde en baskin bulunan bakteri cinsinin
Staphylococcus; en az yaygin cinslerin ise Corynobacterium, Neisseria, Vellonella ve
Enterococcus oldugunu bulmuslardir (Bukharin, vd., 2022). Konuyla ilgili en giincel
calismalardan olan Garcia-Segura ve arkdaslarinin  ¢aligmasinda, seminal
mikrobiyotanin temel olarak 4 subeyi icerdigi gdzlemlenmistir. Aralarinda en yaygin
olani, ~%59’luk bir oranla Firmicutes’tir ve bu subeyi, ~%19 ile Proteobacteria,
~%8 ile Actinobacteria ve ~%5 ile Bacteriodetes takip etmektedir. Toplamda 168
cinsin tespit edildigi bu ¢alismada, en yaygin cinslerin Finegoldia, Peptoniphilus,
Anaerococcus, Campylobacter, Streptococcus, Staphylococcus, Moraxella,
Prevotella, Ezakiella, Corynebacterium ve Lactobacillus oldugu goriilmustiir

(Garcia- Sequra, vd., 2022). Seminal mikrobiyotanin sperm parametrelerine katkisina
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bakildiginda Ralstonia, Bacillus ve Steroidobacter cinslerinin bollugu seminal
voliimde artisla; Flavobacterium cinsi ise yiksek progresif motilite ile iliskili
bulunmustur. Toplam motilite ise Filifactor ve Gardnerella cinslerinin varligiyla
artis gostermistir. Moraxella ve Massilia cinslerinin artisinin sperm morfolojisine

katki sagladigr goriilmiistiir (Garcia-Segura, vd., 2022).
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Sekil 2.6. Semende bulunan bakteri cinslerinin nisbi bolluk degerleri (Weng, vd., 2014)

Bir¢ok calismanin ortak sonuglarindan biri Lactobacillus tiirlerinin, saglikli
erkeklerin semeninde daha fazla bulunuyor olusudur. Dolayisiyla Lactobacillus
bollugu, sperm kalitesindeki artis ile iliskilendirilebilmektedir. Probiyotik etkisi
bilinen laktobasillerin ayni1 zamanda vajina, agiz boslugu ve gastrointestinal sistemde
de yaygin olarak bulundugu ve vajinadaki predominant bakteri cinsi oldugu
goriilmektedir. Laktobasillerin enfeksiyonlara karsi koruyucu islevlere sahip
olduklar1 belirlenmis ve bakteriyel vajinozisin tedavisindeki etkinligi kanitlanmistir
(Anukam, vd., 2006; Mastromarino, vd., 2009). Bu kanitlar, laktobasillerin sperm
i¢in de koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. U¢ farkli Lactobacillus tiiriiniin
kombine halde uygulandigi semen Orneklerinde, laktobasillerin sperm hiicrelerini
lipid peroksidasyonuna kars1 korudugu ve bu yolla sperm motilite ve viabilitesine
katki sagladig gosterilmistir (Barbonetti, vd., 2011).
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2.5.1.3. Seminal Mikrobiyom ve Infetilite

Infertil ve fertil erkeklerin seminal mikrobiyomlarmim karsilastirildig
calismalar, semende bulunan mikrobiyal icerik ve gesitliligin sperm parametrelerini
etkileyerek erkek infertilitesi ile iliski olabilecegini ortaya koymaktadir. Seminal
mikrobiyom ile infertilite arasindaki iliskiyi inceleyen ilk ¢alismada Hou ve ark.,
dondrler ve infertil hastalarin semen mikrobiyotalar1 arasinda anlaml bir farklilik
gbzlemlemeseler de Anaerococcus’un diisiik sperm Kkalitesi igin bir biyobelirteg
olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Hou, vd., 2013). Weng ve ark., yedi klinik kriterin
Olcimii ile semen kalitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, diisiik kaliteli semen
ornekleriyle normal Orneklerde bulunan bakteri komdiinitelerini incelemislerdir.
Lactobacillus ve Gardnerella oraninin normal 6rneklerde, Prevotella oraninin ise
diistik kaliteli 6rneklerde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Weng, vd.,
2014). Farkli fenotiplerdeki infertil gruplarda bakteriyel kompozisyonlari inceleyen
bir g¢alismada, seminal hiperviskozite ve oligoastenoteratozoospermide bakteri
komdinitelerinin  kompozisyonu, kontrol grubuyla anlamli diizeyde farklilik
gostermistir. Elde edilen sonuclar, mikrobiyota degisimlerinin ve konagin immiin
yanitlarinin erkek infertilitesinin kompleks fenotipleri iizerindeki giiclii etkisini
ortaya koydugu seklinde yorumlanmistir (Monteiro, vd., 2018). Baud vd., sperm
mikrobiyotasinin ~ semen  parametreleri  lizerindeki  etkilerini  inceledikleri
calismalarinda, benzer sekilde Prevotella cinsinin anormal spermiogram
parametrelerine sahip orneklerde; Staphylococcus cinsinin ise normospermik grupta
daha zengin oldugunu ortaya koymustur. Yine ayni calismada, normal sperm
morfolojisine sahip semen Orneklerinin Lactobacillus cinsinden zengin oldugu
goriilmiistiir (Baud, vd., 2019). Primer idiyopatik infertil ve fertil erkeklerden alinan
rektal silriintli, idrar ve semen Orneklerinin incelendigi bir diger c¢alismada ise
Prevotella bollugu, dogrudan BMI ile iliskili ve semen konsantrasyonu ile ters
orantili; Pseudomonas bollugu da toplam motil sperm sayisi ile dogrudan iliskili
bulunmustur (Lundy, vd., 2021). Bukharin ve ark., infertil erkeklerin semenlerinde
Staphylococcus, Corynebacterium ve Enterococcus olmak (izere (¢ ana grubun
bulundugunu belirtmis ve bu ii¢ bakteri cinsinin saglikli erkeklerdekine kiyasla
infertil erkeklerde daha yiliksek seviyede biyofilm olusumuna katildiklarini
belirlemislerdir (Bukharin, vd., 2022). idiyopatik infertil erkeklerle yapilan bir

calismada, Paenibacillaceae ve Lachnospiraceae ailelerine ait bakterilerin ve
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Ralstonia cinsinin diisilk sperm konsantrasyonu ile; Peptoniphilus cinsinin diisiikk
progresif motilite ile ve Sphingomonadaceae ailesinin ise toplam motilitede azalma
ile iliskili oldugu gorilmustir (Garcia-Segura vd., 2022). Ralstonia, Bacillus ve
Steroidobacter cinslerinin bollugu, seminal voliimde artigla; Flavobacterium cinsi ise
yiiksek progresif motilite ile iliskili bulunmustur. Toplam motilite ise Filifactor ve
Gardnerella cinslerinin varligiyla artis gostermistir. Ayrica, Moraxella ve Massilia
cinslerinin artisinin sperm morfolojisine katki sagladigi goériilmiistiir. Ayni
calismada, Phylobacteria ve Vibrionacea ailelerine ait bakterilerin dondrlerde,

infertil hastalara kiyasla daha fazla bulundugu belirtilmistir.

Farkli semen anomalilerine sahip olan hastalarda semen, bagirsak ve idrar
mikrobiyotasinin incelendigi bir ¢alismada ise cins bazinda Lactobacillus,
Prevotella, Finegoldia, Staphylococcus, Streptococcus, Ureaplasma ve diger
tanimlanmamig bakterilerin semende predominant oldugu ifade edilmistir (Cao, vd.,
2023). Bu g¢alismada, Staphylococcus’un semen igin potansiyel bir patojen oldugu
belirlenmis, astenospermi ve seminal hiperviskozitenin goriildiigii semen
orneklerinde 6dnemli oranda artig gosterdigi tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan in-
vitro bir ¢alismada ise Staphylococcus tiirlerinin, sigir semeninde oksidatif stresi
arttirarak DNA fragmantasyonunda artisa ve mitokondriyel membran potansiyelinde
bozulmaya yol actigi ve sperm motilitesini diistirdiigii gbzlenmistir (Duracka, vd.,
2021).

Mikrobiyota ve sperm parametrelerinin incelendigi arastirmalarda ozellikle
Prevotella cinsi dikkat g¢ekmektedir. Ortak sonuglar, bu cinsin basta sperm
motilitesinde bir azalmayla iligkili olarak diisiik sperm kalitesiyle baglantili

olabilecegini gostermektedir.

Erkek infertilitesi, mikrobiyota ve obezite arasindaki tglii iligkiyi arastiran
calismalarin sayisi olduk¢a sinirlidir. Ding vd., 2019 yilinda yapmis olduklari
calismalarinda yiiksek yagli diyetle beslenen farelerden aliman fekal mikroplarin
normal diyetle beslenen farelere aktarilmasinin, sperm sayisi ve motilitesinde
belirgin bir azalmaya neden oldugunu bulunmustur (Ding, vd., 2019). Yakmn
zamanda zebra baliklart lizerinde yapilmis bir calismada ise obezitenin sperm
motilitesinde ciddi oranda azalmayla beraber testikiler mikrobiyota kompozisyonunu
bozdugu gosterilmistir (Su vd., 2021). Her iki ¢aligmada da ortak olarak pro-

inflamatuar ~ sitokinlerde  bir artis  gozlemlenmistir.  Urogenital  sistem
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mikrobiyotasindaki bozulmalar, inflamasyonla iliskili olarak sperm parametrelerini
olumsuz etkiliyor olabilir. Obezite-infertilite iliskisine dair kanitlar goz Oniinde
bulunduruldugunda obezitenin seminal mikrobiyotadaki degisiklikler ile fertilite

tizerinde etkili olabilecegi varsayiminda bulunmak miimkiindiir.
2.6. Mikrobiyota Calismalarinda Kullanilan Yontemler

Mikrobiyota calismalarinda temel olarak, belirli bir ¢evrede yasamini siirdiiren
mikroorganizmalarin tanimlanmasi, filogenetik siniflandirmalarin yapilmasi, baskin
tiirlerin ve mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu ¢evreler, insan
icin ¢esitli viicut bolgeleri, organlar veya salgilardir. Secilen bolgeden alinan
orneklerden izole edilen mikroorganizmalar, erken donem c¢alismalarinda 151k
mikroskobu altinda incelenerek morfolojilerine gore tanimlanmaya ¢alisilmistir. Bu
yontem yalnizca c¢ok iyi bilinen tiirlerin tanimlanabilmesine olanak tanimaktadir.
Mikrobiyota igerisinde bakterilerin disinda viriisler, arkeler, mantarlar gibi farkli
organizmalar da yer almakla beraber ¢aligmalarin odak noktast cogunlukla

bakterilerdir.
2.6.1. Kultar Temelli Yontemler

[lk mikrobiyota calismalarinda mikroskopiden sonra geleneksel Kiiltir
yontemleri kullanilmistir. Bu yontemlerde Ornekten izole edilen bakteriler,
kiiltiirlenerek ¢ogaltilmakta, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinarak
fenotiplendirilmektedir. Kiiltiir temelli yontemler maliyet agisindan uygundur ancak
zahmetli ve zaman alict olmak gibi dezavantajlara sahiptir (Koedooder, vd., 2019).
Ayn1 zamanda elde edilen sonuglarin giivenilirligi tartigmalidir. Bunun en 6nemli
nedeni, olusturulan kiiltiir ortaminin O6zelliklerinin her bakteri tiirli i¢in uygun
olmamas1 ve bazi bakteri tiirlerini avantajli konuma getirmesidir. Boylece 6zel kiiltiir
ortami tarafindan metabolik ve fizyolojik ihtiyaclar1 karsilanan ve hizli ¢ogalabilen,
Ozellikle aerobik bakteri tiirleri baskin hale gelerek mikrobiyal dagilim hakkindaki

sonuglarin gercegi yansitmasini engelleyebilmektedir (Sarangi, vd., 2019).
2.6.2. Kiiltiirden Bagimsiz Yontemler

Kiiltiire bagimli yontemlerin sinirliliklarmin fark edilmesi, kiiltiirden bagimsiz
yontemlerin gelistirilmesine onciililk etmistir. Bu molekiiler yaklagimlarla, 6rnekten

elde edilen genetik materyal dogrudan incelenerek kalitatif ve kantitatif bilgiler elde
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edilebilmektedir. Yiiksek ozgiilliik ve duyarliliga sahip olan bu yontemlerde 16S
ribozomal RNA (rRNA) 6énemli bir bilgi kaynagidir.

16S rRNA, bakterilerde ribozomal RNA’nin kiiciik alt birimini
olusturmaktadir. Yaklasik 1500 baz ciftinden olusan bu yapi, bakteriyel genom
tarafindan kodlanir (Sarangi, vd., 2019). Bakteriler arasinda yiiksek oranda
korunmakla birlikte degisken bolgelere de sahiptir. V1’den V9’a kadar isimlendirilen
bu hiperdegisken bolgeler, 16S rRNA genlerinin bakteri tiirleri hakkinda filogenetik
bilgi sunan dnemli belirtecler haline gelmesine neden olmaktadir. Korunan bdlgeler
iyi bilindigi i¢in polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilacak olan primerler
kolaylikla dizayn edilebilmekte, bakteri hiicresi igerisinde ¢ok sayida 16S rRNA
kopyasinin bulunmasi ise ¢alismalarin duyarliligini arttirmaktadir (Giirsoy ve Baris,

2017).

Kiiltiirden bagimsiz yontemler, molekiiler fingerprinting ve dizileme gibi
yontemlerden olusmaktadir. Molekiiler fingerprinting yontemleri, ornekten izole
edilen bakteriyel genomun dogrudan dizilemesi yapilmadan incelendigi teknikleri
icermektedir. En sik kullanilan tekniklerden denatiire gradyan jel elektroforez
(DGGE), sicaklik gradyan jel elektroforez (TGGE) ve terminal restriksiyon uzunluk
polimorfizmi (T-RFLP), 16S rRNA geninin PCR amplifikasyonundan sonra farkli
sekillerde fragmanlara ayrigtirilarak jelde yiiriitiilmesi ve DNA fragmanlarinin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore incelenmesiyle gerceklestirilmektedir. Bu
sekilde gozlemlenen farkli bant Oriintiileri, farkli taksonlara ait bilgi vermektedir. Her
bir teknigin kendine 6zgu avantaj ve dezavantajlart bulunmakla birlikte parmak izi
yontemleri genel anlamda taksonomik siiflandirmaya imkan tanimaktan yoksundur
(Costa ve Weese, 2019). Bant oriintiileri incelenerek bakteriyel topluluklarin
farkliliklar1 hakkinda bilgi edinilse de bu farkliligin hangi tiirlerden kaynaklandigi ve

ne anlama geldigi hakkinda yorum yapmak miimkiin olmamaktadir.

Diger teknikler arasinda yer alan floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve DNA
mikroarray ise prob hibridizasyonuna dayanmaktadir (Fraher, vd., 2012). Floresanla
isaretlenmis oligoniikleotid problarinin hedeflenen komplementer 16S rRNA
sekanslartyla hibridizasyonu ile filogenetik identifikasyon gerceklestirilebilmektedir.
Bu yontemlerin temel smirliligi, spesifik problarin kullanilmasi nedeniyle yalnizca
halihazirda sekansi bilinen tiirlerin varligmin ya da yoklugunun tespitine imkan

tanimalaridir. Bilinmeyen yeni tiirlerin identifikasyonu ise miimkiin degildir. FISH,
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PCR’dan bagimsizdir ve dolayisiyla PCR kaynakli yanliliklardan muaftir. Bu yontem
ile ornek igerisinde yer alan karisik bir bakteri toplulugu hakkinda kantitatif bilgi
edinilebilir. Mikroarray ise FISH’ten farkli olarak ayni anda yiizlerce bakteri tiirii
icin tarama gerceklestirebilmekle birlikte kantitatif olmayan bir ydntemdir.
Mikroarray sonuglarinin PCR tabanli yontemlerle birlestirilmesiyle kantitatif bilgi
eldesi de miimkiin olmaktadir (Campbell, 2017).

Kantitatif PCR (qPCR), PCR’1in bu noktadaki eksikligini bertaraf eden bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontemde klasik PCR’a ek olarak floresan
veya boya ile isaretlenmis problar kullanilmakta ve belirlenen dizinin amlifikasyonu
ger¢ek zamanl olarak izlenmektedir (Fraher, vd., 2012). Boylece spesifik problarin
hedefledigi dizilerin mevcudiyetine ek olarak miktar1 hakkinda da yorum
yapilabilmektedir. qPCR ile spesifik bakteri tiirlerinin tespiti ve kantifikasyonu
oldukga basarili bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. TGGE, FISH gibi yontemlere
nazaran daha giivenilir sonuglar vermekle beraber bu yontemde de benzer sekilde
yeni tiirler tanimlanamamaktadir (Ott, vd., 2004). Daha yeni bir PCR teknolojisi olan
dijital PCR (dPCR) ise mikrobiyota c¢alismalarinda kullanilmaya baslanmis bir
yontemdir ve qPCR’dan daha giiglii ve giivenilir olarak degerlendirilmektedir
(Ricchi, vd., 2017).

Dizileme, tir seviyesinde filogenetik tanimlamalar i¢in altin standart olarak
kabul edilmediktedir (Fraher, vd., 2012). Klonlanmis 16S rRNA geninin dizilenmesi,
16S rRNA amplikonlarinin dogrudan dizilenmesi ya da tiim genomun dizilenmesi ile

mikrobiyota elemanlar1 hakkinda detayli bilgi edinilebilir.

Erken donemde dizileme yontemi olarak Sanger metotu kullanilmistir. Bu
klasik yontemde 16S rRNA geninin tamaminin vektorlere klonlanilmasiyla klon
kiitiiphanesi olusturulmakta ve her gen ayri1 ayri dizilenmektedir. Olduk¢a zahmetli
ve zaman alici olan bu yontem, zamanla gelistirilerek otomatiklestirilmistir (Costa ve

Weese, 2019).
2.6.2.1. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (NGS), nispeten diisiik maliyetle, olduk¢a hizli bir sekilde
cok sayida genetik materyalin dizilendigi dizileme teknolojileri i¢in kullanilan bir
terimdir. 454 Pyrosequencing, Illumina ve SOLiD gibi teknolojilerin basi cektigi

yeni nesil dizileme, dogrudan amplikonlarin dizilenmesi ya da tiim genomun
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dizilendigi metagenom dizilemesi seklinde gergeklestirilebilmektedir (Fraher, vd.,
2012).

Hedeflenmis amplikonlarin dizilenmesi yonteminde, 16S rRNA geninin belirli
kisimlari, klon kiitiiphanesi olusturulmadan, PCR ile amplifiye edilerek dizilenir.
PCR amplifikasyonu, gen iizerinde yliksek oranda korunmus bolgeleri hedefleyen
evrensel primerler kullanilarak gergeklestirilir. Tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide farklilik
gosteren hiper-degisken bolgelerden faydalanilarak incelenen DNA’nin  hangi
taksona ait oldugu belirlenir (Costa ve Weese, 2019). Farkli tiirlere ait diziler
birbirine ne kadar ¢ok benzerlik gosterirse, bu bakterilerin o kadar Ust diizeyde bir
taksonomik sirada iligkili olma olasiliginin arttigi kabul etmektedir. Yarza vd., iKi
bakteri tiirliniin ayn1 cinse mensup oldugunu sdyleyebilmek icin dizi benzerliginin
%94,5; ayn aileden olduklarini sdyleyebilmek i¢in %86,5; ayn1 takimdan olduklarini
sOylemek i¢in %82; ayni smif i¢in %78,5 ve sube i¢in %75 gibi esik degerlerini
sagliyor olmasi gerektigini bildirmislerdir (Yarza, vd., 2014).

Metagenom dizileme, ‘“shotgun” dizileme olarak da bilinmektedir. Bu
yontemde bir Ornekten izole edilen genomik materyalin tuminln rastgele
fragmanlara ayrilmasiyla metagenomik kiitiiphane olusturulur. Fragmanlar
dizilendikten sonra eslesen kisimlar hizalanarak dizileme tamamlanir. Shotgun
metagenomik dizileme, 16S rRNA geninin amplikon analizine kiyasla tiir
seviyesinde daha dogru sonuglar sunmakla beraber hem daha pahali hem de yogun
veri analizi gerektiren bir yontemdir (Ranjan, vd., 2016). Bu yontem, ayn1 zamanda,
genlerin fonksiyonlarinin ve genomun yapisinin anlasilmasi, yeni genlerin, metabolik

yolaklarin tanimlanmasina imkan sunmaktadir (Koedooder, vd., 2019).

Dizileme teknolojilerindeki gelismelerle birlikte mikrobiyota caligmalari hiz
kazanmis, mikrobiyotanin saglik ve hastaliklar tizerideki etkileri dnemli bir aragtirma
alani haline gelmistir. Mikrobiyotayla yakindan iligkili olan obezite ise, glinimuzde
pandemi olarak degerlendirilen kayda deger bir sorundur. Obezitenin, ayn1 zamanda
erkek infertilitesine yol acabilecegi de bilinmektedir. Birlikte degerlendirildiginde bu
veriler, obezitenin mikrobiyotadaki degisimlerle iliskili olarak erkek infertilitesine
yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Giderek artan bir insidans sergileyen erkek
infertilitesi, halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Degerlendirmede kullanilan
konvensiyonel semen analizi, infertilite olgularin1 agiklamakta yetersiz kalmaktadir.

Bu nedenle sperm fonksiyonlarini olgmeye yonelik ileri testler giderek ©6nem
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kazanmaktadir. Dolayisiyla, potansiyel faktorlerin sperm DNA fragmantasyonu,
kromatin kondensasyonu, total antioksidan kapasite gibi sperm fonksiyonlar
hakkinda bilgi veren parametrelerle iliskisinin incelenmesi 6nem tasimaktadir. Bu
caligma, obezitenin erkek infertilitesi ile iliskisinde mikrobiyotanin roliinii
incelemeyi ve agiklanamayan erkek infertilitesinin altinda yatan mekanizmalarin

aydinlatilmasi konusunda literatiire katki saglamay1 amaglamaktadir.

30



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul izni
Bu calisma i¢in Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’'ndan 31.03.2022 tarih ve 2022/139 Karar No’su ile etik kurul onayi

alinmustir.

3.2. Materyal

G Power programi ile yapilan hesaplamalarda, benzer ¢alismadan (Alahmar,
vd., 2018) elde edilen sonuglar (varyans: %13 alindiginda hesaplanan oran: 7.69)
kullanilarak Tip I hata %5 ve c¢alismanin giicii %80 olarak kabul edildiginde
calismaya alinmasi gereken kisi sayisi en az bes olarak hesaplandi. Bu verilere
dayanarak calismaya bes obez infertil erkek ve kontrol grubu olarak normal

yollardan ¢ocuk sahibi olmus en az bes obez erkek dahil edildi.

Hasta grubu, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Uroloji poliklinigine tiip bebek tedavisi i¢in bagvuran 30 kg/m2
ve tizeri BMI degerine sahip, 18-55 yas arasindaki goniillii erkeklerden; kontrol
grubu ise yine 30 kg/m? ve lizeri BMI degerine sahip, iki yasindan kiiciik cocugu

olan ve yaslar1 hasta grubu ile +5 eslenigi olan, fertil, goniillii erkeklerden secildi.

Hasta grubunda infertilitenin sadece erkek faktoriinden kaynaklanmasina (esin
saglikli, obstetrik muayenesinin normal ve 18-55 yas arasinda olmasina) dikkat
edildi. Kromozom anomalisi, Y-kromozomu mikrodelesyonu ve Kistik fibrozis vb.

genetik faktorlerin bulunmadig infertil erkekler ¢alismaya dahil edildi (Tablo 3.1).

BMI degeri 30 kg/m”’nin altinda olan ve yaslari 18-55 yas arasinda olmayan,
erkekler calismaya dahil edilmedi. Infertilitede kadin faktoriiniin de (&rnegin esin 18
yasindan kiiclik ve 35 yasindan biiylik olmasi, esinde diizenli menstriiel dongiiniin
olmamasi ve ovulasyon kanitina sahip olunmasi, en az bir fallop tlipiiniin agik
olmasi, kanser, kalp hastalig1 veya siroz gibi hastaliklarin varligi, polikistik over
sendromu Oykiisii, tubal ligasyon gibi sterilizasyon islemlerinin uygulanmasi, orta
veya siddetli endometriozis Oykiisii) rol oynadigi vakalar ¢alisma dis1 birakildi.
Ayrica hem hasta hem de kontrol grubu i¢in {ireme fonksiyonunu veya
metabolizmay etkileyecek bir tedavi goren veya ilag (enflamatuvar barsak hastaligi-
Sulfasalazine, Azulfidine, Azulfidine EN, Azathioprine, Infliximab;

Antihipertansifler- kalsiyum kanal blokerleri-nifedipin, diretik-spironolakton; 5 alfa
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rediktaz inhibitorleri-finasterid, dutasterid; Testosteron ve anabolik steroidler;
Kemoterapi-son bir yil iginde; SERM ve aromataz inhibitorleri; Gonodatropinler;
Madde kullanma-marijuana, esrar ve eroin) kullanan; tedavi edilmeyen
hipotiroidizm, kontrolsuz diyabetes mellitus gorulen, vazektomi gibi sterilizasyon
islemleri uygulanmis olan erkekler ¢alismaya katilmadi. Kontrol grubu igin hasta
grubundaki erkeklerle +5 yas eslenigi olmayan, BMI degeri 30 kg/m2’nin altinda
olan ve en kii¢iik ¢cocugu iki yasindan bliyiik olan erkekler dislandi. Kanser, kalp
hastaligi veya siroz gibi mevcut agir hastaliklarin varligi da calismaya dahil

edilmeme kriterlerindendir.

Tablo 3.1. Hasta ve kontrollerin se¢iminde kullanilan kriterler

Hasta ve Kontrollerin Seciminde Dahil Edilme Kriterleri

e  BMI degerinin 30 kg/mz’nin iizerinde olmasi

e  Yagin 18-55 arasinda olmasi

e Hasta grubu i¢in infertilite tanis1 almis olma ve infertilitenin sadece erkek faktorlii olmasi
(esinin saglikli, obstetrik muayenesinin normal ve 18-35 yaslar1 arasinda olmasi)

e  Genetik faktorlerin (kromozom anomalisi, Y-kromozomu mikrodelesyonu ve CF vb.)
bulunmamasi

e Kontrol grubu i¢in normal yoldan ve iki yasindan kiiciik ¢ocuk sahibi olmasi ve yaslarinin
hasta grubu ile £5 eslenigi olmasi

Hasta ve Kontrollerin Seciminde Dahil Edilmeme Kriterleri

e BMI 30 kg/m?nin altinda olmas1

o Infertilitede kadm faktdriiniin de rol oynamasi

Ureme fonksiyonunu veya metabolizmay etkileyecek bir tedavi veya ilacin mevcut
kullanim1

Infertil erkekler igin tedavi edilmeyen hipotiroidizm, kontrolsiiz diyabetes mellitus olmas1
Vazektomi gibi sterilizasyon islemlerinin uygulanmis olmasi

Hastalarin 18 yasindan kiigiik ve 55 yasindan biiyiik olmasi

Kontrol grubundaki erkeklerin hasta grubundaki erkeklerle +5 yas eslenigi olmamasi
Kontrol grubundaki erkeklerin en kiigiik cocugunun iki yagindan biiyiik olmasi
Hastalarda karyotip anomalisi, Y-kromozou delesyonu veya CFTR mutasyonu
tanimlanmasi

e Kanser, kalp hastaligi veya siroz gibi mevcut agir hastaliklarin bulunmasi

3.2.1. Orneklerin Eldesi

Calisma kapsaminda kullanilacak tiim semen Ornekleri 3-5 ginlik cinsel
perhizin ardindan mastiirbasyonla elde edilmistir. Orneklerin 37°C*de 20-30 dakika
inkiibe edilerek sivilastirilmasindan sonra OMU Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Androloji laboratuvarlarinda WHO 2021 kilavuzuna gore semen
analizi yapildi (WHO, 2021). Semen o&rnekleri, biri TUNEL analizi, antioksidan
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kapasite 0lclimu, anilin mavisi analizi; digeri ise seminal plazmadan bakteriyel DNA

izolasyonu i¢in kullanilmak tizere iki alikota ayrildi.
3.3. Metot
Tez ¢alismasinin akis semasi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
3.3.1. Orneklerin On Hazirhi

Semen Ornekleri 1’er mililitrelik alikotlara ayrildi. Tiiplerden biri TUNEL
analizinde kullanilmak tizere, digeri anilin boyamasinda kullanilmak {izere kodlandi.
Tim alikotlar 2000 rpm’de 7,5 dakika santrifiij edilerek sperm hiicreleri ¢oktiiriildii.
Seminal plazmadan olusan siipernatantlar 500 pl’lik alikotlara ayrildi ve ¢alismalarin

gerceklestirilecegi zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

TUNEL analizi i¢in kullanilacak olan semen pelleti, 1xfosfat tamponlu tuz
cozeltisi (phosphate-buffered saline, PBS) ile bir defa yikandi. Yikama islemi, 1 ml
1xPBS’in pellete eklenmesi, pipetajlama yapilmast ve ardindan 2000 rpm’de 7,5
dakika santrifiij edilmesi ile gerceklestirildi. Santrifiij islemini takiben stpernatant
uzaklastirildi. Daha sonra pellet, 6nce 100 pl 1xPBS icerisinde resiispanse edildi,
ardindan 900 pl %3,6 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi eklendi ve +4°C’de saklandi.
En az 2 gin PFA icerisinde bekletilen orneklerden 10 gin ge¢cmeden PFA
uzaklagtirildi. PFA’nin uzaklastirilmasi i¢in +4°C’den ¢ikarilan tiipler 3500 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi, slipernatantin atilmasinin ardindan 1xPBS ile yikama
yapildi. Yikama icin pellet 1 ml 1xPBS icerisinde resiispanse edildi, ardindan 3500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Son olarak pellet 1 ml

1xPBS icerisinde homojenize edilerek -20°C’ye kaldirildu.

Anilin mavisi ile boyama isleminde kullanilacak olan semen pelleti ise aym
islem uygulanarak 1xPBS ile iki kez yikandi. Son siipernatant uzaklastirildiktan
sonra pellet, miktarina bagli olarak 10-15 pl 1xPBS icerisinde homojenize edildi.
Her bir &rnek igin iki ayr1 lam hazirland1 ve numaralandirildi. Ornekler bu lamlara
damlatildi ve lamel yardimiyla yayildi. Lamlar, tamamen kuruduktan sonra %3’liik
glutaraldehit ¢ozeltisi damlatilarak lamin tamamen bu ¢ozelti ile 1slanmasi saglandi.

Bu sekilde sperm hiicreleri fikse edildi.
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Sekil 3.1. Tezin akis semast
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3.3.2. Anilin Mavisi Boyamasi

Sperm kromatin kondensasyonu anilin mavisi boyama yéntemi ile incelendi
(Terquem ve Dadoune, 1982). +4°C’de kapali kutular igerisinde bekletilen lamlar
birkag giin igerisinde boyama islemi gergeklestirildi. Bunun i¢in lamlar, %5’1ik anilin
sollisyonunun bulundugu sale igerisinde 15 dakika bekletildi. Ardindan musluk
suyuna tutulan lamlardan boyanin fazlasi uzaklastirildi. Kuruyan lamlarda bulunan
sperm hiicreleri, 151k mikroskobunda 100x biiylitme ile incelendi (CX31, Olympus
Life and Material Sciences, Almanya). Koyu mavi/lacivert boyanmis olan 6rnekler,
anilin pozitif, soluk mavi gorlinen ya da boyanmamis 6rnekler, anilin negatif olarak
degerlendirildi ve sayilar1 kaydedildi. Her bir lamda en az 200 sperm hiicresi sayildi

(Hologlu, vd., 2022).
3.3.3. TUNEL Analizi

Sperm DNA fragmantasyonu, TUNEL analizi yéntemi ile In Situ Cell Death
Detection kit kullanilarak o6lgiildii (Roche Diagnostics, Almanya) (Kabartan, vd.,
2019).

Ornek Materyalin Ekimi

Daha once anlatilan 6n hazirlik islemlerinden sonra sperm ekimi i¢in poli-lizin
kapl lamlara sperm ekimi gerceklestirdi. Poli-lizin ile kaplama igin, temiz lamlar
distile su:poli L-lizin (1:9) karsimi igerisinde 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan 60°C’lik etiivde bir saat inkiibe edildi. Poli-lizin kapl lamlar, hidrofobik
uclu bir kalemle iki bolgeye ayrildi ve her bir bolgeye 6rnegin lama tutunmasini
saglayan birka¢ damla fosfat tamponu siikroz (PB-siikroz) damlatildi. 300 pl 6rnek
almarak lama ekildi (Sekil 3.2). Slaytlar +4°C’de nemli ortamda bir gece inkiibe
edildi (Hekim, vd., 2021).

Ornek Materyalin Permeabilizasyonu

Slaytlar 2 kez PBS ile yikandiktan sonra 1sik mikroskobunda kontrol edildi.
Permeabilizasyon islemi i¢in %0,1 sodyum sitrat ve %0,1 Triton X-100 iceren
permeabilizasyon sollisyonu taze olarak hazirlandi. Soliisyon ornek (zerine
damlatildiktan sonra +4°C’de 10 dakika inkibe edildi. Permeabilizasyon sonrasi bir
kez yikama yapilarak slayt kurumaya birakildi. Bu sirada TUNEL reaksiyon karisimi
hazirland1 (Hekim, vd., 2021).

35



KS

-
greinerbicone _ filter tip
FT 100

filter tip
FT 100

Sekil 3.2. TUNEL analizi ekim islemi adimlar1

Etiketleme ve TUNEL Reaksiyonu

Etiketleme asamasinda kullanilacak TUNEL reaksiyon karisimi kullanimdan
hemen oOnce hazirlandi. Reaksiyon karanlik ortamda gerceklestirildi. Negatif
kontroller i¢in 100 pl etiket soliisyonu ayrildi. Geri kalan 450 pl'lik etiket soliisyonu
ile enzim soliisyonunun tamami karigtirilarak TUNEL reaksiyon karigimi hazirlandi.
Her calismada TdT enzimi konulmayan bir negatif kontrol ve rekombinant DNaz |
kullanilan bir pozitif kontrole yer verildi. Etiketleme asamasi i¢in once slaytlar PBS
ile 2 defa yikandi. Segilen alan iizerine 50 ul TUNEL reaksiyon karisimi eklendi.
Slaytlar karanlik ve nemli ortamda, 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda

slaytlar, 3 kez 1xPBS ile yikandi. Slayt {izerinde yer alan 6rneklerin iizerine 4',6-
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Diamidino-2 Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) ¢ekirdek boyasi iceren antifade

sollisyonu damlatilarak lamelle kapatildi.
Goruntileme

Hazirlanan ornekler, floresan mikroskopta 40X blyltmede goruntulendi
(BX51, Olympus Life and Material Sciences, Almanya). Slaytlarda ayni alanlarin
uygun filtreler kullanilarak 461 nm ve 519 nm dalga boylarinda, hem DAPI hem
floresan izotiyosiyanat (FITC) sinyallerinin fotograflari ¢ekildi. FITC sinyali veren
spermlerin DNA fragmantasyonu pozitif olarak kabul edildi. Her 6rnek igin en az bes

ayr1 alanin fotografi ¢ekilerek ortalama 500 hiicre sayildi.
Goruntulerin Analizi

Bilgisayar ortaminda, Image J programi kullanilarak, her alanda yer alan DAPI
ve FITC sinyalleri ayr1 ayr1 sayildi (Sekil 3.3). DFI, (FITC / DAPI) x 100 formuld ile
hesaplandi (Hekim, vd., 2021).

Sekil 3.3. Image J programu ile gergeklestirilen sayim islemi

37



3.3.4. ELISA Testi

Total antioksidan kapasite 6l¢iimii, enzime bagli immiinosorbent testi (enzyme-
linked immuosorbent assay, ELISA) yontemi ile, Antioxidant Assay Kiti (Cayman
Chemical, ABD) kullanilarak gergeklestirildi (Gupta, vd., 2019). Kit igeriginde yer
alan {irinler, yonergelerde belirtildigi gibi hazirlandi. Oncelikle konsantre deney
tamponu sulandirilarak deney tampon ¢dzeltisi hazirlandi, bu ¢ozelti, orneklerin
sulandirilmasinda kullanildi. Tiim seminal plazma 6rnekleri, 1:15 ve 1:20 oranlarinda
sulandirildi. Trolox, kromojen ve metmyoglobin soliisyonlari, ultra pure su
kullanilarak hazirlandi. Tiim sollisyonlar ve &rnekler, protokolde belirtildigi gibi
mikroplaka kuyucuklarina eklendi. Reaksiyon, HO, kullanilarak baslatildi.
Kuyucuklarda meydana gelen enzimatik reaksiyon sonucu mavi/yesil renkte iirlin
olusumu gozlendi. ABTS" radikalinin neden oldugu bu rengin yogunlugu, hem 405
nm hem de 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢tldu (ThermoFisher
Scientific, Finlandiya). Her 6rnek i¢in ortalama absorbans degerinin, standart egrinin
lineer regresyonundan elde edilen denklemde yerine konmasi ile Ornege ait
antioksidan konsantrasyonu hesaplandi. Kontrol 6rnekleri ve H6 ve H8 numarali

hasta ornekleri triple, diger tiim 6rnekler ise duplike olarak ¢alisildi.
Test Oncesi Hazirhk ve Testin Gerceklestirilmesi

-80°C’de saklanan Ornekler, oda 1sisina getirildikten sonra 9000 rpm’de 8 dk
santrifuj edildi. Sonrasinda, 1:15 sulandirma i¢in 4 pl 6rnek ve 56 pl deney tampon
cozeltisi; 1:20 sulandirma igin ise 5 pl ornek ve 95 pl deney tampon ¢ozeltisi

kullanildi.

1- Troleks standartlari, A’dan G’ye harflendirilen 7 ayrn tiip icerisinde, kitin
protokolii dogrultusunda asagida gosterilen konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo
3.2).

2- Plaka diizeneginde belirtilen Trolex standart kuyularina 10’ar pl troleks
standart1 (A-G), 10’ar pl metmyoglobin, 10’ar pl kromojen kondu (Sekil 3.4).

3- Ornekler i¢in ayrilan S1-S41 kuyularma sulandirilmis 6rneklerden 10’ar pl
kondu ve 10 pl metmyoglobin ile 150 pl kromojen eklendi.

4- Reaksiyon 40 pl H,O, ¢alisma soliisyonu ile baslatildi. H,O,, ¢ok kanalli
pipet yardimiyla tiim kuyulara miimkiin oldugunca hizli bir sekilde eklendi.
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5- Calkalamanin ardindan orneklerin ve standartlarin absorbansi, mikroplaka
okuyucuda 405 nm ve 750 nm dalga boyunlarinda olgiildii (Multiskan GO,
ThermoFisher Scientific, Finlandiya.

6- Her oOrnekten elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi, asagidaki

formilde yerine konarak antioksidan konsantrasyonlar1 belirlendi:

(Ornek ortalama absorbansi) — (y — kesme noktasi)

Antioksidan (mM) Egim x Dillisyon
Tablo 3.2.  Trolox standartlarmmn igerik ve konsantrasyonlari
Tap DilGe Trolox Deney Tamponu Son Konsantrasyon
(un (un (mM Trolox)

A 0 1000 0

B 30 970 0,068

C 60 940 0,135

D 90 910 0,203

E 120 880 0,270

F 150 850 0,338

G 220 780 0,495

2 3 4 5 6 7 8 9 101112

A OEEOOONOOEEES
B (0O
¢ DO(E6)E)EE666
P @EE®EIEIER)EERENED
EOO®EE6IERE@EEEE
FOOOOBH@RO@E
OO OO TSI
JOD00DDSIBISISIOD

Sekil 3.4.  ELISA testi icin plaka diizenegi (A-G kuyularinda standartlar, S1-S41 kuyularinda
ornekler yer almaktadir.)

3.3.5. Mikrobiyom Analizi

Mikrobiyom analizi, BM Labosis isimli firma tarafindan hizmet alimi ile
gerceklestirildi. Semen &rneklerinin mikrobiyom analizi i¢in ayrilan kism1 -80°C’de
muhafaza edildi. Tim 6rnekler toplandiginda soguk zincir kosullar1 altinda firmaya

transfer edildi. Bakteriyel DNA izolasyonunun ardindan 16S rRNA geninde
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bulununan V3-V4 bolgelerinin spresifik primerler ile PCR amplifikasyonu
gergeklestirilerek kiitiiphane olusturuldu (Klindworth, vd., 2013). Dizileme, Novaseq
6000 sistemi ve sentezle dizileme yontemi ile gerceklestirildi (Illumina, ABD).
QIIME2 platformu Uzerinden yurutilen biyoinformatik analizler sonucunda
taksonomik siniflandirmalar yapildi. Alfa ve beta seyreltme analizleri ve filogenetik

aga¢ analizi sonuglari elde edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mikrobiyom analizi adimlar1 (BM Labosis, Ankara, Tiirkiye)
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3.3.6. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi, MedCalc Statistical
Software version 19.2.6 (MedCalc Software bv, Ostend, Belgium) programi ile
yapildi. Normal dagilima uyum gosteren veriler, gruplar arasinda, bagimsiz gruplar
icin T testi ile; normal dagilimla uyumlu olmayanlar ise Mann-Whitney U testi ile
karsilastirildi. Degiskenler arasindaki iliskilerin belirlenmesi igin Spearman
korelasyon analizi gergeklestirildi ve iki degisken arasindaki iliskinin yonii ve giicii
Spearman’in siralama korelasyon kat sayisi ile degerlendirildi. Tiim istatistikler i¢in

p degeri 0,05’in alt1 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasi i¢in, 2022-2023 yillar1 arasinda yaglar1 18-55 arasinda degisen,
toplam 18 kisiden semen ornegi alindi. BMI degeri 30 kg/m? (izerinde olan ve
infertilite tanis1 almuis 13 erkek, hasta grubunu; BMI degeri 30 kg/m? iizerinde olup
iki yasindan kiiglik cocugu olan 5 erkek ise kontrol grubunu olusturdu. Hasta ve
kontrol gruplariin yaslari (p=0,124) , kilolar1 (p=0,054), boylar1 (p=0,842) ve BMI
degerleri (p=0,094) arasinda farklilik gériilmedi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarimin demografik bilgilerine iligkin istatistiksel veriler *Mann
Whitney U testi (¢=0,05)

Parametre Hasta (n=13) Kontrol (n=5) p degeri
Yas (y1)
Ortalama = SD 34,46 + 7,52 38,8 £4,27 0,1240
Ortanca 32 39
Kilo (kg)
Ortalama = SD 103,46 £ 11,28 94,2+ 1,64 0,0538
Ortanca 100 95
Boy (m)
Ortalama = SD 1,76 + 0,07 1,74 £ 0,06 0,8416
Ortanca 1,78 1,72
BMI (kg/m?)
Ortalama + SD 33,28 £ 2,04 31,26 +1,97 0,0945
Ortanca 32,87 32,11

4.1. Semen Parametreleri

Volum (p=0,276), ileri hareketli sperm ytzdesi (p=0,057), yerinde hareketli
sperm yulzdesi (p=1,000) ve motilite (p=0,057) parametreleri hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gostermedi. Buna karsin gruplarin sperm
konsantrasyonu (p=0,043), total sperm sayis1 (p=0,032), total progresif motil sperm
sayis1 (p=0,028), hareketsiz sperm yuzdesi (p=0.012) ve normal morfoloji (p=0,019)
parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (Tablo
4.2).
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Tablo 4.2.

Hasta ve kontrol gruplarmin semen parametrelerine iliskin istatistiksel veriler *Mann-
Whitney U testi (a=0,05) (Istatistiksel olarak anlamli ifadeler * ile gosterilmistir.)

Parametre Hasta (n=13) Kontrol (n=5) p degeri
Volim (ml)
Ortalama = SD 2,72+0,84 3,00+0,71 0,2758
Ortanca 2,80 3,00
Aralik 1,6-5 2-4
Sperm Konsantrasyonu (milyon/ml)
Ortalama £ SD 12,9+ 16,74 30,60 £ 9,34 0,0427*
Ortanca 3,00 26,00
Aralik 0-56 23-45
Total Sperm Sayis1 (milyon/ejakiilat)
Ortalama = SD 36,54 + 48,96 87,60 + 14,29 0,0318*
Ortanca 15,00 90,00
Aralhik 0-168 69-105
Total Progresif Motil Sperm Sayis1 (milyon)
Ortalama = SD 17,35+ 27,73 43,20 £ 8,25 0,0273*
Ortanca 1,50 43,00
Aralik 0-97 31-53
ileri Hareketli (Progresif) Sperm (A) %
Ortalama = SD 25,00 + 21,85 49,60 £ 4,34 0,0568
Ortanca 20,00 51,00
Aralik 0-58 45-54
Yerinde Hareketli Sperm (B) %
Ortalama + SD 16,08 £ 2,3 500+0 1,0000
Ortanca 5,00 5,00
Aralik 0-5 5-5
Hareketsiz Sperm (C) %
Ortalama £ SD 53,00 + 34,94 45,40 £ 4,34 0,0117*
Ortanca 57,00 44,00
Aralik 0-99 41-50
Motilite (A+B) %
Ortalama = SD 28,54 + 23,7 54,60 + 4,34 0,0568
Ortanca 25,00 56,00
Aralik 0-63 50-59
Normal Morfoloji %
Ortalama + SD 3,77 £3,85 9,60 + 2,61 0,0192*
Ortanca 4,00 3,77
Aralik 0-14 6-12
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4.2. Anilin Mavisi Boyamasi

Caligmaya katilan 18 olgunun 14’iine ait 6rneklerde anilin mavisi boyamasi

gerceklestirildi ve anilin pozitif sperm ylizdesi hesapland1r (Sekil 4.1). Hasta

grubunun anilin pozitif sperm yiizdesi 48,15 = 19,14 ortalamaya sahipken, kontrol

grubunun ortalamasi 33,68 + 15,65 olarak belirlendi. Gruplar arasinda anilin pozitif

sperm yiizdesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p=0,1721)

(Tablo 4.3).

Sekil4.1.  Hasta ve kontrol gruplarina ait bazi 6rneklerin anilin mavisi boyamasindan sonra 151k
mikroskobu altindaki goriintiileri (a: anilin pozitif sperm, b: anilin negatif sperm)

Tablo 4.3.  Gruplar aras1 anilin pozitif sperm yiizdelerinin karsilagtirmasi *T testi (¢=0,05)

Anilin Pozitif Sperm % Hasta (n=9) Kontrol (n=5) p degeri
Ortalama 48,15+ 19,14 33,68 £ 15,65 0,172
Ortanca 38,20 25,33

En kiigiik deger 24,35 20,68

En biiyiik deger 76,29 54,81

44



4.3. Sperm DNA Fragmantasyonu

Calismaya katilan 18 kisiden 14’lne ait oOrnekler ile TUNEL testi
gergeklestirildi ve sperm DNA fragmantasyon indeksleri hesaplandi (Sekil 4.2).
Hasta grubunun DFI degerlerinin %8,43 ile %18,56 arasinda degistigi ve %13,39 £
3,27 ortalamaya sahip oldugu goriildii. Kontrol grubuna ait DFI degerleri ise %4,13
ile %16,24 arasinda degiskenlik gosterdi ve ortalamasi, %12,10 £ 4,93 bulundu.
Gruplar arasinda SDF bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi

(p=0,564) (Tablo 4.4).

Sekil 4.2. DNA fragmantasyonu az ve fazla olan iki farkli 6rnege ait DAPI (solda) ve FITC
(sagda) sinyallerinin floresan mikroskoptaki goriintiisii

Tablo 4.4.  Gruplar aras1 DFI karsilastirmasi *T testi («=0,05)

DFI Hasta (n=9) Kontrol (n=5) p degeri
Ortalama 13,39 + 3,27 12,10 £ 4,93 0,564
Ortanca 12,62 6,80

En kiiciik deger 8,43 4,13

En biiylik deger 18,56 16,24
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4.4. Total Antioksidan Kapasite

Calismaya katilan 18 kisiden 17’sine ait seminal plazmalar ile ELISA testi
gerceklestirildi ve total antioksidan kapasiteleri hesaplandi (Sekil 4.3). 750 nm dalga
boyunda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde hasta grubunun TAC degerleri,
2,87 + 0,21 ortalamaya sahipken kontrol grubunun ortalamasi 2,69 = 0,20 olarak
belirlendi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik bulunmadi

(p=0,127) (Tablo 4.5).

Sekil 4.3. ELISA reaksiyonu sonrast kuyucuklardaki renk degisimin goriildiigii mikroplaka

Tablo 4.5.  Gruplar arasi total antioksidan kapasitesi karsilagtirmas1 *T testi (2=0,05)

TAC Hasta (n=12) Kontrol (n=5) p degeri
Ortalama 2,87+0,21 2,69 +0,20 0,127
Ortanca 2,87 2,72

En kiigiik deger 2,54 2,47

En biiyiik deger 3,13 2,95
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4.5. Mikrobiyom Analizi

Calismaya katilan 18 kisiden 16’sina ait 6rnekler, mikrobiyom analizi igin
kullanildi. Semen drneklerinin bakteriyel igerikleri sube, smif, takim, aile ve cins
duzeyinde incelendi (Sekil 4.4).

0.2% .

Sekil 4.4.  Hasta (a) ve kontrol (b) gruplarindan birer drnegin mikrobiyom analizi sonuglar1
dogrultusunda bakteriyel dagilimlarmi gosteren grafikler
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Gruplar arasinda alfa cesitlilik agisindan istatistiksel olarak anlaml bir farklilik

g6zlenmedi (p=0,161) (Sekil 4.5).
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Hasta (n=9) Kontrol (n=5)
Sekil 4.5. Shannon indeksi ile gruplar arast mikrobiyota ¢esitliliginin karsilastirilmast

4.5.1. Sube Seviyesi

Her iki grupta da en bol bulunan dort subenin ortak oldugu goriildi (Sekil 4.6).
Ik iki sirada yer alan Bacillota ve Pseudomonadota dagilimlari, gruplar arasinda
benzerlik gosterdi. Takip eden subelerden, hasta grubunda Actinomycetota’nin,
kontrol gurubunda ise Bacteroidota nin daha yiiksek bir orana sahip oldugu

g6zlenmekle birlikte, gruplar arasinda sube diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmadi.
Hasta Grubu Kontrol Grubu
1% 1%

4% __

m Bacillota

® Pseudomonadota

= Actinomycetota
Bacteroidota

H Diger

Sekil 4.6.  Hasta ve kontrol gruplarinin semenlerinde bulunan bakterilerin sube seviyesinde nisbi
bolluk dagilimlar:
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4.5.2. Simif Seviyesi

Semen orneklerinde bulunan 32 farkli bakteri sinifi tespit edildi. Bu siniflardan
8 tanesine yalnizca birkac¢ hastada rastlanirken, kontrol grubunda hig¢ rastlanmadi.
Her iki grupta da en bol bulunan iki sinif, Bacilli ve Gammaproteobacteria olarak
belirlendi. Hasta grubunda bunlar1 sirasiyla Actinomycetes, Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Flavobacteriia ve Bacteroidia takip ederken; kontrol gurubunda
siralama, Bacteroidia, Actinomycetes, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Clostridia ve Flavobacteriia seklinde devam etti (Sekil 4.7).

Hasta Grubu
2%

2%
0,

2

m Bacilli

= Gammaproteobacteria
= Actinomycetes

= Alphaproteobacteria
® Bacteroidia

m Betaproteobacteria

= Flavobacteriia

B Diger

Kontrol Grubu

1%
4%

3% 2%
m Bacilli

B Gammaproteobacteria

® Actinomycetes

= Alphaproteobacteria

B Bacteroidia

B Betaproteobacteria

® Flavobacteriia
Clostridia

B Diger

Sekil 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinin semenlerinde bulunan bakterilerin smif
seviyesinde nisbi bolluk dagilimlar1
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4.5.3. Takim Seviyesi

Takim seviyesinde en yaygin ilk {i¢ bakterinin her iki grupta da Bacillales,
Enterobacterales ve Lactobacillales oldugu goriildii (Sekil 4.8). Hasta grubunda
bunlar1 sirastyla Moraxellales, Micrococcales, Caulobacterales, Flavobacteriales,
Bacteroidales, ve Burkholderiales; kontrol grubunda ise Bacteroidales,

Moraxellales, Micrococcales, Eubacteriales ve Caulobacterales takip etti.

Hasta Grubu

= Bacillales

B Enterobacterales

u | actobacillales

= Moraxellales

B Micrococcales

= Caulobacterales

= Bacteroidales

m Burkholderiales

® Flavobacteriales
Sphingomonadales

Diger

Kontrol Grubu

m Bacillales

® Enterobacterales

H | actobacillales

= Moraxellales

B Micrococcales

H Caulobacterales

m Bacteroidales

m Burkholderiales

= Flavobacteriales
Sphingomonadales

® Nitrosomonadales

= Xanthomonadales
Rhodobacterales
Diger

3%

Sekil 4.8. Hasta ve kontrol gruplarmin semenlerinde bulunan bakterilerin takim
seviyesinde nisbi bolluk dagilimlar1
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4.5.4. Aile Seviyesi

Semen orneklerinde 110 farkl aileye ait bakteri tespit edildi. Her iki grupta da
en bol bulunan ilk 8 bakteri ailesi ortakti. Bunlar sirasiyla, Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Paenibacillaceae, Moraxellaceae, Streptococcaceae
Brevibacteriaceae, Aerococcaceae, Caulobacteraceae olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Hasta Grubu

m Enterobacteriaceae

| Staphylococcaceae

= Paenibacillaceae

= Moraxellaceae

B Streptococcaceae

H Brevibacteriaceae

= Aerococcaceae

m Caulobacteraceae

= Weeksellaceae
Lactobacillaceae

B Prevotellaceae

B Sphingomonadaceae

2%

Diger

Kontrol Grubu

® Enterobacteriaceae

m Staphylococcaceae

® Paenibacillaceae

= Moraxellaceae

B Streptococcaceae

® Brevibacteriaceae

B Aerococcaceae

= Caulobacteraceae

= Weeksellaceae
Lactobacillaceae

® Prevotellaceae

B Sphingomonadaceae
Sterolibacteriaceae
Paracoccaceae
Diger

Sekil 4.9. Hasta ve kontrol gruplarmmn semenlerinde bulunan bakterilerin aile seviyesinde
nisbi bolluk dagilimlar
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4.5.5. Cins Seviyesi

Semen oOrneklerinde 206 farkli bakteri cinsi tespit edildi. Her iki grupta da en
bol bulunan bakteri cinsleri, Pseudescherichia, Staphylococcus, Paenibacillus,
Streptococcus, Klebsiella ve Moraxella olarak belirlendi. Hasta grubunda bu
cinslerin  dagilimi, Pseudescherichia (%16,8), Staphylococcus (%13,7),
Paenibacillus (%8,4), Streptococcus (%6,8), Klebsiella (%5,6) ve Moraxella (%4,3)
seklinde iken; kontrol grubunda, Pseudescherichia (%12,3), Staphylococcus (%9,6),
Paenibacillus (%6,8), Streptococcus (%5,3), Klebsiella (%4,2) ve Moraxella (%3,7)
seklindeydi (Sekil 4.10).

Hasta Grubu

m Pseudescherichia
| Staphylococcus
® Paenibacillus

| Streptococcus
m Klebsiella

®m Moraxella

® Brevibacterium
m Acinetobacter
m Aerococcus

= Caulobacter

® Macrococcus

® Brevibacillus

= Kaistella

= Prevotella

H Diger

Kontrol Grubu

B Pseudescherichia
| Staphylococcus
B Paenibacillus

= Streptococcus

m Klebsiella

® Moraxella

® Brevibacterium
u Acinetobacter

H Aerococcus

= Caulobacter

B Macrococcus

B Brevibacillus

= Kaistella

= Methyloversatilis
B Sphingomonas

" Diger

Sekil 4.10. Hasta ve kontrol gruplarmi semenlerinde bulunan bakterilerin cins seviyesinde nisbi
bolluk dagilimlar1
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Incelenen cinsler arasinda, Acinetobacter (p=0,0009), Aerococcus (p=0,0380),
Delftia  (p=0,0091), Kaistella (p=0,0032), Psychrobacillus (p=0,0140),
Staphylococcus (p=0,0275) ve Stenotrophomonas’in (p=0,0109) hasta grubunda;
Clostridium (p=0,0242), Gemmobacter (p=0,012) ve Tahibacter’in (p=0,0381) ise
kontrol grubunda anlamli diizeyde daha bol bulundugu goriildi. Bu cinslerden,
Delftia’min pozitif yonde ve Gemmobacter’in ise negatif yonde hareketsiz sperm
yuzdesi ile gucli korelasyon gosterdigi belirlendi (sirasiyla p=0,0376; p=0,0081)
(Tablo 4.6).

Tablo 4.6.  Gruplar arasinda farklilik gosteren bakteri cinsleri *Mann Whitney U testi (2=0,05)

(Istatistiksel olarak anlamli ifadeler <0,05 ig¢in *, <0,01 icin **, <0,001 igin *** ile
gOsterilmistir.)

Bakteri Cinsi Hasta Kontrol

n Ortanca Qilema n Ortanca Ortalama p degeri

Sira Sira

Acinetobacter 11 3,014 10,909 5 1,767 3,200 0,0009***
Aerococcus 11 2,941 10,182 5 1,755 4,800 0,038*
Clostridium 7 0,140 4,286 4 0,320 9,000 0,024*
Delftia 9 0,537 8,000 3 0,341 2,000 0,009**
Gemmobacter 9 0,239 5,444 5 0,683 11,200 0,012*
Kaistella 11 2,288 10,727 5 1,167 3,600 0,003**
Psychrobacillus 10 0,648 8,400 3 0,327 2,333 0,014*
Staphylococcus 11 13,705 10,273 5 9,627 4,600 0,027*
Stenotrophomonas 8 0,981 9,125 5 0,541 3,600 0,011*
Tahibacter 6 0,069 3,833 4 0,292 8,000 0,038*

Farkli diizeylerdeki taksonlara ait bakterilerin hasta ve kontrol gruplarindaki

bolluklar1 LEfSe analizi ile karsilastirilmistir (Sekil 4.11).
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B Hasta [ Kontrol

o

_| Clostridig
o__Euhacteriales|
f__Oscillgspiraceag
)__Faecalipacterium
c__Tissierellia
o__Tissierellales
f _Pepton|philaceag
g_|Peptostreptococcug
f__Peptostreptofoccacead]
f__P¢rphyromgnadaceag
g__Porphyromonag
__Selenomonadaleg
c__Negativicutes|
f__Paragoccaceag

0__Rhodopacterales|

-

~_|Selenomqnadaceas]
f__Lachngspiraceas

g__Peptoniphilus|

o__Veillonellales
f_Veillgnellaceae
g__Genymobacter]
g__Fusicafenibacter]
g__Bfochothrix
g__Phpscolarctopacterium
b_ Blautig

o_| Acidamirjococcales
f__Acidaminogoccaceae
g__Tahibacter
f_Hhodanobdcteraceae
g__Ferripacterium
k| Bacteria|
f_Azgnexaceas

f_Listeriaceasq

g__Dechloromonas|

c__Methanobactefia
f__Methnobacterfjaceae

o__Methanobactefiales

k__Archpea
p__Eurylarchaeotd
g__Delffia
g__Psydhrobacillug

g_ Paenalcaligengs

f__Alcaljgenacead
g__Aerdcoccus
o__Flavpbacterialgs
c__Flavpbacteriia
f__Weeksellaceae
g__Kaistella

g__Acinptobacter

g__Staphylococcus

f__Staphylococcageae

c__Bacilli

-5.32 —-4.28 -3.24 -2.20 -1.16 -0.12 0.92 1.96 3.00 4.04 5.08
LDA SCORE (log 10)

Sekil 4.11. Hasta ve kontrol gruplarinda kargilagtirilmali olarak bol bulunan bakteriyel
taksonlarin linear diskriminant analiz (LDA) skorlarini gosteren LEfSe analizi

sonucu
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4.6. Parametreler Arasindaki iliskiler

Semen parametreleri arasindaki iligkiler incelendiginde beklendigi gibi,
motilite ile morfoloji, sperm konsantrasyonu ve total sperm sayisi arasinda pozitif
yonlu kuvvetli bir korelasyon belirlendi (Her biri icin p<0,0001). Benzer sekilde
morfoloji ile sperm konsantrasyonu ve total sperm sayisi da gii¢lii diizeyde iliskiliydi
(p<0,0001). Ayrica, BMI degeri ile morfoloji arasinda da negatif yonde anlamli bir
korelasyon gozlendi (p=0,048) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7.  Yas, BMI ve semen parametreleri arasindaki iliskileri gdsteren korelasyon tablosu *Spearman Korelasyon Analizi (a=0,05) (Istatistiksel olarak anlamli ifadeler
<0,05 igin *, <0,01 i¢in ** ve <0,001 igin *** ile gdsterilmistir.)

BMI - . Sperm Total Sperm "
Yas (kg/m?) Motilite Morfoloji Konsantrasyonu Sayist Volim

p katsayist 1 0,187 0,032 0,079 0,089 0,091 0,155
Yas

p degeri 0,457 0,911 0,780 0,751 0,747 0,538

p katsayist 0,187 1 -0,362 -0,518 -0,437 -0,403 -0,025
BMI (kg/m?)

p degeri 0,457 0,185 0,048* 0,103 0,137 0,922

p katsayisi 0,032 -0,362 1 0,897 0,942 0,889 0,162
Motilite

p degeri 0,911 0,185 <0,0001*** <0,0001*** <0,0001*** 0,563

p katsayist 0,079 -0,518 0,897 1 0,936 0,895 0,279
Morfoloji

p degeri 0,780 0,048* <0,0001*** <0,0001*** <0,0001*** 0,314
Sperm p katsayisi 0,089 -0,437 0,942 0,936 1 0,970 0,257
Konsantrasyonu  , geseri 0,751 0,103 <0,0001%** <0,0001%** <0,0001%** 0,356
Total Sperm p katsayist 0,091 -0,403 0,889 0,279 0,970 1 0,400
Sayisi p degeri 0,747 0,137 <0,0001*** 0,314 <0,0001*** 0,139

p katsayisi 0,155 -0,025 0,162 0,155 0,257 0,400 1
Volim

p degeri 0,538 0,922 0,563 0,538 0,356 0,139
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Bakteri cinslerinin nisbi bolluklar ile dlgiilen parametreler karsilastirildiginda
ise, Brevibacterium, Paenibacillus, Alistipes, Lactiplantibacillus, Rhizobacter,
Sphingomonas ve Veillonella cinslerinin sperm DNA fragmantasyonu; Pantoea,
Devosia, Bacteroides, Acidovorax cinslerinin total antioksidan kapasite;
Fusobacterium cinsinin anilin pozitif sperm yilizdesi ile korelasyon gosterdigi
belirlendi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8.  Bakteri cinsleri ile DFI, TAC ve anilin pozitif sperm yiizdesi arasindaki iligkileri
gosteren korelasyon tablosu *Spearman Korelasyon Analizi (a=0,05) (istatistiksel
olarak anlamli ifadeler <0,05 i¢in *, <0,01 igin ** ve <0,001 igin *** ile gosterilmistir.)

Bakteri Cinsi DFI TAC 'S“Sé'r'r?] Poaitif

p katsayist 0,670 0,161 0,115
Brevibacterium p degeri 0,012* 0,567 0,707

n 13 15 13

p katsayist 0,593 0,257 -0,099
Paenibacillus p degeri 0,032* 0,355 0,748

n 13 15 13

p katsayisi -0,762 0,000 -0,071
Alistipes p degeri 0,028* 1,0000 0,866

n 8 9 8

p katsayist -0,629 -0,147 -0,238
Lactiplantibacillus p degeri 0,028* 0,615 0457

n 12 14 12

p katsayisi -1,000 -0,200 -0,200
Rhizobacter p degeri <0,0001*** 0,800 0,800

n 4 4 4

p katsayist -0,587 -0,112 0,154
Sphingomonas p degeri 0,045* 0,703 0,633

n 12 14 12

p Katsayisi -0,886 -0,200 0,143
Veillonella p degeri 0,019% 0,704 0,787

n 6 6 6

p katsayist -0,500 -0,881 -0,214
Pantoea p degeri 0,253 <0,0001*** 0,644

n 7 8 7

p katsayist 1,000 1,000 1,000
Devosia p degeri <0,0001***

n 3 4 3
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Tablo 4.8. (devami)

Bakteri Cinsi DFI TAC é‘;é'r'r’:] Poaiit

p katsayisi 0,167 0,661 0,617
Bacteroides p degeri 0,668 0,038* 0,077

n 9 10 9

p katsayist -0,400 1,000 0,200
Acidovorax p degeri 0,600 <0,0001%** 0,800

n 4 4 4

p katsayisi -0,600 -0,536 -0,943
Fusobacterium p degeri 0,208 0,215 0,005%*

n 6 7 6

Ek olarak, Corynebacterium, Hydrogenophaga, Paenalcaligenes cinslerinin
BMI ile; Fructilactobacillus’un ise yasla birlikte degisim gosterdigi belirlendi (Tablo
4.9).

Tablo 4.9. Bakteri cinsleri ile yas ve BMI arasindaki iligkileri gosteren korelasyon tablosu
*Spearman Korelasyon Analizi (a=0,05) (Istatistiksel olarak anlaml ifadeler <0,05 igin
*,<0,01 i¢in ** ve <0,001 i¢in *** ile gdsterilmistir.)

Bakteri Cinsi BMI (kg/m?) Yas
Corynebacterium p katsayisi -0,604 -0,245
(n=13) p degeri 0,029+ 0,420
Hydrogenophaga p katsayisi -1,000 0,211
(n=4) p degeri <0,0001* 0,789
Paenalcaligenes p katsayisi -0,738 -0,371
(n=8) p degeri 0,037* 0,365
Fructilactobacillus p katsayisi 0,543 0,899
(n=6) p degeri 0,266 0,015%

Ayrica, Bacillus, Delftia, Gemmobacter, Komagataeibacter ve Massilia
cinsleri hareketsiz sperm yiizdesi ile, Pseudomonas ileri hareketli sperm ytizdesi ve
total motilite ile ve Brevundimonas hem ileri hareketli, hem hareketsiz sperm yizdesi
hem de total motilite ile iligkiliydi (Tablo 4.10). Brevundimonas, ayni zamanda total
sperm sayist ve sperm konsantrasyonu ile de korelasyon gosterdi. Lysinibacillus ve
Pantoea cinsleri, sperm sayisi ile, Lactobacillus cinsi, semen hacmi ile iligkili

bulundu.
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Tablo 4.10. Bakteri cinsleri ile semen parametreleri arasindaki iligkileri gosteren korelasyon tablosu *Spearman Korelasyon Analizi (=0,05) (istatistiksel olarak
anlamli ifadeler <0,05 i¢in *, <0,01 i¢in **, <0,001 igin *** ile gosterilmistir.)

Tengareketh Hareketsiz Sperm  Total Sperm Sperm

Bakteri Cinsi Motilite (S(%&;n Y lizdesi Yiizdesi (%C) Sayist Konsantrasyonu Volim

» katsayst -0,029 -0,029 -0,829 -0,486 -0,486 -0,236
Bacillus p degeri 0,957 0,957 0,042% 0,329 0,329 0,610

n 6 6 6 6 6 7

p katsayist -0,394 -0,394 0,661 -0,345 -0,321 -0,182
Delftia p degeri 0,260 0,260 0,038* 0,328 0,365 0,571

n 10 10 10 10 10 12

» katsayst 0,434 0,434 -0,722 0,203 0,287 -0,341
Gemmobacter p degeri 0,158 0,158 0,008** 0,527 0,366 0,233

n 12 12 12 12 12 14

p katsayist 0,541 0,541 -0,793 0,036 0,143 -0,300
Komagataeibacter p degeri 0,210 0.210 0,033* 0,939 0,760 0,470

n 7 7 7 7 7 8

» katsayst 0,314 0,314 -0,624 0,196 0,196 0,056
Massilia p degeri 0,346 0,346 0,040% 0,564 0,564 0,862

n 11 11 11 11 11 12
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Tablo 4.10. (devami)

Bakteri Cinsi Motilite %E)%Fgﬁgggéi $3;§‘;§;[S(Lioscr;erm 'Sr;);?sllSperm SK%enrsrgntrasyonu voliim

p katsayisi 0,714 0,714 -0,429 0,476 0,476 -0,139
Pseudomonas p degeri 0,046* 0,046 0,289 0,233 0,233 0,722

n 8 8 8 8 8 9

» katsayisi 1,000 1,000 -1,000 1,000 1,000 0,400
Brevundimonas p degeri <0,0001***  <0,0001%** <0,0001*** <0,0001*** <0,0001*** 0,600

n 4 4 4 4 4 4

p katsayisi 0,657 0,657 -0,143 0,886 0,600 -0,020
Lysinibacillus p degeri 0,156 0,156 0,787 0,019* 0,208 0,967

n 6 6 6 6 6 7

» katsayist 0,667 0,667 -0,333 0,762 0,571 0,315
Pantoea p degeri 0,071 0,071 0,420 0,028* 0,139 0,409

n 8 8 8 8 8 9

p katsayisi 0,086 0,086 -0,257 -0,086 -0,086 -0,808
Lactobacillus p degeri 0,872 0,872 0,623 0,872 0,872 0,028+

n 6 6 6 6 6 7
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5. TARTISMA

Obez fertil ve obez infertil bireylerin dahil edildigi bu c¢alismada, fertil ve
infertil gruplar arasinda seminal mikrobiyom igerikleri karsilagtirilmis, semende
bulunan bakteri topluluklari ile ¢esitli semen parametreleri arasindaki iligkiler
aragtinnlmistir.  Literatir  incelendiginde,  seminal — mikrobiyomun  erkek
infertilitesindeki roliine iligkin sinirli sayida g¢aligma bulundugu ve elde edilen
sonuclarin daha fazla kanita ihtiya¢ duydugu goriilmektedir. Hem infertilite, hem de
mikrobiyota, c¢ok c¢esitli faktorlerden etkilenmeleri sebebiyle, c¢ok yonli bir
yaklasimla arastirilmasi gereken konulardir. Bu ¢aligmada, obezite faktori lizerinde
durulmus, obezitenin seminal mikrobiyotay1 etkileyerek erkek infertilitesine yol

acabilecegi hipotezi degerlendirilmistir.

Calismamiz sonucunda semende en bol bulunan bakteri subelerinin Bacillota,
Pseudomonadota, Actinomycetota ve Bacteroidota oldugu belirlenmistir. Seminal
mikrobiyotanin incelendigi calismalarda oldukc¢a degisken sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. Bunun baslica nedenleri arasinda mikrobiyotanin cografi konum,
yasam tarzi aliskanlari, beslenme stili, hijyen uygulamalar1 gibi pek ¢ok faktorden
etkilenmesi yer alabilir. Seminal mikrobiyomu etkileyen bir diger degisken ise
stinnet durumudur (Altmde, vd., 2019). Bu ¢alismada yer alan 6rneklem Karadeniz
Bolgesinde yasayan erkeklerden olusmaktadir. Elde edilen sonuglar, bu cografyanin

kosullar1 g6z oniinde bulundurularak degerlendirilmelidir.

Mikrobiyota ¢alismalarinda en énemli sorunlardan biri kontaminasyon riskidir.
Semen Orneklerinin toplanmasi, hasta mahremiyetinin korunmasi ig¢in hastanin
kendisi tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu yiizden, elde edilen 0rneklerin
bireylerin hassasiyetleri ve hijyen uygulamalarindan etkilendigi gergegi goz ardi
edilmemelidir. Ayrica, laboratuvar ortami ve arastirmacinin kendisi de
kontaminasyon kaynagi olabilmektedir. Dolayisiyla, semen orneklerinde tespit edilen
bakteri topluluklarinin seminal mikrobiyoma ait oldugundan yiizde yiiz emin olmak

miimkiin degildir.

Bir diger problem ise mikrobiyota analizlerin olduk¢a Yyiksek maliyetli
olmasidir. Bu durum, calismanin en temel sinirhiliklarindan olan 6rneklemin

kiigiikliigi ile sonuglanmistir. Obez fertil ve obez infertil bireylerin seminal
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mikrobiyomlarini obez olmayan fertil ve infertil bireylerle karsilastirmak, ¢alismanin

kapsamini genisleterek daha anlamli sonuglar elde edilmesini saglayabilir.

Calismada, sperm DNA fragmantasyonu, histonca zengin sperm yiizdesi ve
total antioksidan kapasite acgisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Bunun olas1 bir nedeni, her iki grubun da yalnizca obez bireyleri
icermesi olabilir. Daha onceki ¢alismalarda yiiksek BMI degerlerinin, sperm DNA
fragramantasyonuyla iliski oldugu bildirilmistir (Panner Selvam, Sengupta ve ark.,
2020). Obezite, testiste oksidatif stresi arttirarak sperm DNA biitiinligiiniin
bozulmasimna yol acabilmektedir. Obezite, ayni zamanda sperm kromatin

kondensasyonunu da olumsuz etkilemektedir (Leisegang, vd., 2021).

Erkek infertilitesinin heterojen bir bozukluk olmasi nedeniyle kiglik ve
homojen bir grup se¢ilmistir. Nitekim, mikrobiyom analizi sonucunda, obez fertil ve
obez infertil erkekler arasinda bazi bakteri cinslerinin anlamli diizeyde farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Bunlardan Acinetobacter, Aerococcus, Delftia, Kaistella,
Psychrobacillus, Staphylococcus ve Stenotrophomonas cinslerinin hasta grubunda;
Clostridium, Gemmobacter ve Tahibacter’in ise kontrol grubunda daha bol
bulundugu goriilmiistiir. Farklilik gosteren bakteri cinslerinin semen parametreleri ile
iliskileri incelendiginde, hareketsiz sperm yiizdesi ile infertil bireylerde daha fazla
bulunan Delftia’min pozitif yonde ve fertil bireylerde daha fazla bulunan

Gemmobacter’in ise negatif yonde giiglii korelasyon gosterdigi belirlenmistir.

Sperm DNA fragmantasyonunun, Brevibacterium, Paenibacillus cinslerinin
bollugu ile pozitif yonde, Alistipes, Lactiplantibacillus, Rhizobacter, Sphingomonas
ve Veillonella cinslerinin bollugu ile ise negatif yonde iligkili oldugu goriilmiistiir.
Yakin zamanda yapilan benzer bir c¢alismada, Paenibacillus cinsinin
protaminasyonda azalma ve gift zincir kirig tiirlindeki DNA fragmantasyonunda
artigla iligkili oldugu bulunmustur (Garcia-Segura, vd., 2022). Bahsedilen ¢alismada,
sonuglarimizdan farkli olarak Moraxella, Brevundimonas ve Flavobacterium
cinslerinin sperm DNA fragmantasyonu ile negatif korelasyon gosterdigi ifade

edilmistir.

Total antioksidan kapasite ile iligkili olabilecek cinsler, Pantoea, Devosia,
Bacteroides ve Acidovorax olarak belirlenmis; bunlardan Pantoea negatif, digerleri
ise pozitif yonde bir iligki gdstermistir. Fusobacterium cinsinin bollugundaki artis ise
anilin pozitif sperm yiizdesi ile negatif yonde iliskili bulunmustur. Fusobacterium,
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ag1z boslugunda yaygin bulunan ve bu bodlgenin yerel iiyesi kabul edilen bir bakteri
cinsidir. Fusobakteriler arasinda sinlis ve karaciger apseleri, deri iilserleri,
gastrointestinal sistem karsinomu ve enflamatuar barsak hastaligi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilen tiirler bulunmakla birlikte, iyi huylu kommensal tiirler de yer
almaktadir (Wilde ve Allen-Vercoe, 2023). Semende bulunan Fusobakterilerin
kaynagmin oral mikrobiyota oldugu one siiriilebilir. Insan papilloma viriisiiniin
(HPV) seminal mikrobiyota kompozisyonu ve c¢esitliligindeki etkisini arastiran bir
calismada HPV-negatif semen oOrneklerinde, HPV-pozitif 6rneklere kiyasla daha
yuksek diizeyde Fusobacterium bulundugu tespit edilmistir (Tuominen, vd., 2021).
Bu caligmada, HPV enfeksiyonunun, semen Kkalitesini ve fertilite potansiyelini
azaltabilecegi belirtilmistir. Calismamiz sonucunda anilin pozitif sperm yiizdesindeki
azalma ile iliskili buldugumuz bu cinsin semen kalitesindeki olumlu etkilerinin hangi

mekanizmalarla gergeklestigi arastiritlmalidir.

Bakteri cinslerinin semen parametreleri iizerindeki olast etkileri incelendiginde
Bacillus, Delftia, Gemmobacter, Komagataeibacter ve Massilia cinslerinin
hareketsiz sperm yiizdesi; Pseudomonas’in ileri hareketli sperm yiizdesi ve total
motilite ile ve Brevundimonas’in hem ileri hareketli, hem hareketsiz sperm yiizdesi,
hem de total motilite ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Brevundimonas bollugu, ayni
zamanda total sperm sayist ve sperm konsantrasyonudaki artis ile de baglantili
gortinmektedir. Lysinibacillus ve Pantoea cinsleri, sperm sayisi ile pozitif yonde
iliski gostermistir. Ilging bir sonu¢ olarak, daha &nceki calismalarda semen
kalitesindeki artis ile iligkilendirilen Lactobacillus, semen hacmindeki azalma ile
iligkili bulunmustur. Bunlara ek olarak, Corynebacterium, Hydrogenophaga,
Paenalcaligenes cinslerinin bollugu, BMI ile negatif yonde iliski gosterirken;

Fructilactobacillus bollugunun ise yasla birlikte artis gosterdigi belirlenmistir.

Bu ¢alismada, mikrobiyom analizi i¢in yeni nesil dizileme tekniklerinden 16S
amplikon dizileme yontemi kullanilmistir. Bu yontem, pek cok avantaja sahip
olmakla birlikte tir seviyesinde yeterince glvenilir sonuclar vermemektedir. Shotgun
metagenom dizileme yontemi ile daha ileri dizeyde incelemeler yapmak mumkin
olabilir (Ranjan,vd., 2016).

Caligmanin diger sinirhiliklar1 olarak, mikroskop kullaniminin getirdigi
yanliliklardan bahsedilebilir. Anilin pozitif sperm yuzdesinin hesaplanmasi igin 151k

mikroskobu altinda es zamanli sayim yapilmistir. Bu noktada sonuglarin
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dogrulugunu arttirmak icin her semen orneginden iki ayr1 lam hazirlanarak sayim
gergeklestirilmistir. Otomatik hiicre sayim araglarinin kullanilmasi ile daha giivenilir
sonuglara ulasilmast muhtemeldir. TUNEL analizinde ise gorintileme, floresan
mikroskop ile gerceklestirilmistir. Akis sitometrisi, ¢ok daha kisa siirede dogrulugu

daha yiiksek sonuglar elde edilmesini saglayabilir.
6. SONUC

Calisma sonucunda, obez fertil ve obez infertil erkeklerin seminal
mikrobiyotalar1 arasinda sube diizeyinde onemli bir farklilik gézlenememis olmakla
birlikte bazi1 bakteri cinslerinin anlamli diizeyde farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
Bu cinslerden Delftia ve Gemmobacter’in hareketsiz sperm yiizdesindeki degisim ile
iligkili oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda c¢esitli bakteri cinslerinin DFI, TAC ve

anilin pozitif sperm ylizdesi ile iliskili oldugu da goriilmiistiir.

Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, semende bulunan bakteri cinslerinin
basta motilite olmak iizere, semen kalitesini belirleyen parametreler, sperm DNA
fragmantasyonu veya total antioksidan kapasite Uzerinde etkili olarak erkek
infertilitesinde rol oynadigi One stiriilebilir. Calisma 6rnekleminin oldukga kiigiik
olusu goz oniinde bulunduruldugunda, daha biiyiik bir 6rneklem ile ¢alisiimasi ve
ozellikle obez olmayan fertil ve infertil gruplarin ¢alismaya dahil edilmesi ile daha

anlamli sonuglar elde edilmesi beklenebilir.
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EKLER-2

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI )

Obez Erkeklerde Semen Mikrobiyomunun Yeni Nesil Dizilemeyle Fertilite Agisindan Degerlendiriimesi

Bir arastirma calismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden énce
arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri icerdigini ve olasi yararlarini
risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz énemlidir Lutfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin
zaman ayiriniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDA MIYIM?

Hayir

GALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Obez erkeklerin semen 6rneklerinde bulunan mikrobiyal icerik ve cesitlilik incelenecek ve fertilite agisindan
degderlendirilecektir. Obez infertil ve fertil erkeklerde seminal mikrobiyotanin belirlenmesi ve fertilite agisindan
karsilastiriimasi 6ncelikle amaglanmaktadir. Ayrica, seminal mikrobiyotanin semen parametreleri, sperm DNA
fragmantasyonu ve total antioksidan kapasite Gzerindeki etkisinin arastiriimasi da hedeflenmektedir. Ek olarak
katilimcilarin beslenme oykuleri degerlendirilerek beslenme aliskanliklarinin belirtiien parametreler ile ilgili olasi
iliskisi incelenecektir.

GCALISMAiSLEMLERI

Anket seminal mikrobiyota analizi

BENIM NE YAPMAM GEREKIYOR?

- Semen, beslenme aligskanliklarinin degerlendirilebilmesi icin verilen anketleri doldurmak
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KiSiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Yayinda istatistiksel analiz yapilip yayinlanacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSILER

Prof. Dr. Ramazan Ascl

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR

Kendi isteginiz

YENI BILGILER GALISMADAKi ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Degistirmez

Calismaya Katiima Onayi

Bilgilendirilmis Gonullt Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen
arastirma ile ilgili yazili ve s6zlu agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya génullu olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul ediyorum. saklamam igin
bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat edecegim noktalari da icerecek sekilde bana teslim etmistir
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GALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERI, RiSKLERi VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Bulunmamaktadir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

GALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Bilimsel verilerin elde edilmesi

GONULLU KATILIM

Evet

GCALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Bulunmamaktadir.
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Gondlliniin Adi Soyadi / Tarih / Imzasi

Aciklamalari Yapan Adi Soyadi / Tarih / imzasi

Olur islemine Tanik Olan Adi Soyadi / Tarih / imzasi

Yasal Temsilcinin Adi Soyad / Tarih / Imzasi
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