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1. OZET

AZOSPERMIK OLGULARDAN ALINAN TESE DOKULARININ MiKROBiYOTA
YONUNDEN ANALIZININ ERKEK INFERTILITESI iLE ILiSKIiSININ
ARASTIRILMASI

Mikrobiyota, insan viicudunun belirli bolgelerine yerlesmis mikroorganizma topluluklaridir.
Bakteriyel mikrobiyom (BM) ise bakteri hiicresi dist mikro ¢evre bileseni olarak tanimlanmuigtir.
Son yillarda mikrobiyotanin insan saglig: {izerindeki potansiyel etkileri hakkinda daha fazla veri
elde edilmis ve bazi hastaliklarin patofizyolojisinde mikrobiyotanin rol oynadigma dair giiclii
kanitlara ulagilmistir. Bu durum, birgok farkli bransin insan mikrobiyotasina ilgi duymasina neden
olmus ve bu konu lizerine yapilan ¢aligmalar 6nemli 6l¢lide artmstir. Ayrica, giiniimiizde patojen
odakli ¢alisan tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in, insan florasinda bulunan ve patojen olmayan
yiizlerce bakteri, mantar ve viriisiin tanimlanmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Erkek infertilitesinin
genitoiiriner sistem enfeksiyonlart ile iliskisi ve dogrudan mikrobiyal etkiye bagli olup olmadig1
heniiz belirlenememistir. Calismamizda mikroskobik testikiiler sperm ekstraksiyonu (m-TESE)
yontemiyle elde edilen testis dokular1 kullanilmustir. infertil erkek hastalara ait ejakiilatta sperm
varhigi gozlenen testis dokusu kontrol grubu olarak belirlenirken, azospermi oldugu bilinen
hastalardan elde edilen sperm igeren ve sperm i¢cermeyen testis dokulari ¢aligma gruplari olarak
belirlenmistir. Testikiiler dokularin mikrobiyota igerigine bakilmis ve mikrobiyota ile
spermatogenez iligkisi arastirtlmistir. Kontrol grubuna ait testis dokularinda mikrobiyota
gozlenmemistir. Sperm igeren TESE (+) ve sperm icermeyen TESE (-) ¢alisma gruplarma ait testis
dokularinda ise Kan-Testis Bariyerinde (KTB) bozulma olan o&rneklerde mikrobiyotaya
rastlanmigtir. Elde ettigimiz bulgulara gore, kontrol grubunda biitiinliigiinii korumus seminifer
tiibiil yapis1 gozlenirken TESE (+) ve TESE (-) gruplarda seminifer tiibiil yapisinin bozulma
goriilmiistiir. Kontrol grubunda ve sperm igeren testis dokusunda KTB yapisinda bulunan Zonula
OkKludens-1 (ZO-1) ekspresyonu normal olarak gézlenmistir. Sperm icermeyen testis dokularinda
ise bazi tiiblll yapilarinda Sertoli hiicrelerinin lateral yiizeyleri boyunca ZO-1 ekspresyonu
go6zlenirken, bazilarinda ZO-1 ekspresyonu gézlenmemistir. Gegirimli elektron mikroskobu ile
hiicreler arasi siki baglanti1 yapisi iizerine elde ettigimiz bulgular, 151k mikroskobu bulgularimizi
destekler niteliktedir. Bu bilgiler 1s1ginda Sertoli hiicrelerindeki azalmig ZO-1 ekspresyonunun
artmig mikrobiyota varligiyla iliskili olarak spermatogenez siirecini etkileyebilecegi
diisiintilmektedir. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin spermatogenezde rolii oldugu
bilinmektedir. Caligmamizda, azospermik hastalara ait KTB’nde bozulma go6zlenen testis
dokularinda Neisseria gonorrhoeae bakterisi immiinfloresan yontemlerle gosterilmistir. Ayrica
gram boyama ile negatif comak ve pozitif kok varlig1 gosterilerek yeni nesil dizileme yontemi ile
yapilan genetik tabanli analizlerle mikrobiyota varligi kanmitlanmistir. Bu dogrultuda KTB’nin
bozulmastyla iliskili olarak lenfatik veya hematojen yolla testise bakteri tagimasmin infertiliteye
neden olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Azospermi, Erkek Infertilitesi, Kan-Testis Bariyeri, Mikrobiyota



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF MALE INFERTILIY ASSOCIATION WITH MICROBIOTA
ANALYSIS OF THE TESE TISSUE FROM AZOOSPERMIC CASES

Microbiota refers to microorganism colonies that inhabit precise parts of the human body. The bacterial
microbiome (BM) is defined as an extracellular microenvironmental component. In recent years, more
data has been obtained about the potential effects of microbiota on human health, and strong evidence has
shown their role in the pathophysiology of some diseases. This has caused the interest of many different
branches for human microbiota research and studies on this issue, have significantly increased. Moreover,
the identification necessity of hundreds of bacteria, fungi, and viruses that are non-pathogens and comprise
the human body has emerged for pathogen research in medical microbiology laboratories today. Male
infertility association with genitourinary system infections and its connection with the direct microbial
effect have not been determined yet. In our study, testis tissue was used by the microscopic testicular sperm
extraction (m-TESE) method. Ejaculations which are known for their sperm content, from infertile male
patients were used as the control group while sperm-containing and not-containing testicular tissue from
azoospermia patients were used as the study group. The microbiota content of the testicular tissue was
investigated and the association between microbiota and spermatogenesis were studied. There was no
microbiota in the control group testicular tissue. Microbiota was detected in the samples with deteriorated
blood-testis barrier (BTB) of the TESE (+) and TESE (-) groups. According to our findings, intact
seminiferous tubule structure was observed in the control group, while tubules deteriorated in the TESE
(+) and TESE(-) groups. Zonula-occludens (ZO-1) expressions were normal pertaining to BTB in the
control and the sperm-containing testis groups. ZO-1 expressions were detected in Sertoli cells in some
tubule structures of the testis tissue not containing sperm. Electron microscope findings of the intracellular
tight junctions were supporting the results from the light microscope. With regard to these findings, the
deteriorated ZO-1 expression may effect spermatogenesis in the Sertoli cells as related to the increased
microbiota. Tight junctions between the Sertoli cells are known to play role in spermatogenesis. In our
study, Neisseria gonorrhoeae bacteria were demonstrated by immunofluorescence methods in testicular
tissues of azoospermic patients with impaired BTB. In addition, negative rod and positive cocci were
shown by gram staining, and microbiota was proved by genetic basis analysis with next-generation
sequencing. Accordingly, bacterial infections transmitted through lymphatic or hematogenic routes to the

testis may cause infertility.

Key Words: Azoospermia, Blood-Testis Barrier, Male Infertility, Microbiota



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen 1 yil icinde gebeligin
ger¢eklesmemesidir. Ciftlerin yaklasik %10-15’ini etkileyen bir durumdur. Erkek
infertilitesi ise bu oranin yaklagik %40’1n1 olusturmaktadir. Giiniimiizde fertiliteye ait
normal degerlerle ilgili olarak sperm degerlendirmesinde standardizasyon
saglanamadigindan cogu arastirmaci ve merkez Diinya Saglik Orgiitii'niin (World
Health Organization-WHO) kriterlerini esas almaktadir (1). Ozellikle yardimla {ireme
kliniklerinde infertil ¢iftin degerlendirilmesi ve tedavi seklinin belirlenmesinde semen
ozelliklerinin dogru incelenmesinin énemli rolii vardir. Sperm iiretim bozukluklart,
sperm kanallarindaki tikanikliklar, sperme kars1 antikor varligi, inmemis testis ve testis
travmasi dogrudan erkek infertilitesine sebep olabilecegi gibi radyasyon, alkol ve
sigara kullanimi, ergenlik sonrasi gegirilmis kabakulak benzeri enfeksiyonlar,
hastaliklar ve hormonal bozukluklar infertiliteye yol agabilir. Sperm parametrelerinde
yer alan say1, motilite ve morfoloji kriterlerindeki anormallikler, erkek infertilitesinin
baslica nedenlerindendir. En agir erkek infertilite durumu semende hi¢ sperm

bulunmayan azospermi olgusudur (2).

Saglam olan Kan-Testis Bariyeri’nin bozulmasi, seminifer tiibiillerde sperm
tiretiminde sorun yasanacagi iddia edilmektedir (3). Seminifer tiibiilde yer alan Sertoli
hiicreleri arasindaki siki baglantilar, adherens tipi baglantilar ve oluklu baglantilar
KTB’ni olusturur. Spermatogenezin diizgiin sekilde gerceklesmesinde rol oynayan
Zonula Okludens-1 (ZO-1) proteini, KTB’nde biitiinliigii korumada gorev almaktadir
(4). Erkek genitoiiriner sistem enfeksiyonlarinin, erkek infertilitesine neden olacagina
dair diisiinceler bulunmaktadir. Erkek genitotiriner sistem enfeksiyonlarinin yardiml
tireme tibb1 alaninda semen parametreleri ve sperm fertilizasyon kapasitesi iizerine
etkisi heniiz tam olarak belirlenememistir (5). Kiiltir ve molekiiler temelli tani
yontemlerinin bu alanda etkili olarak kullanilmas: ile mikrobiyomun sirlart
aciklanmaya baglanmistir (6). Mikrobiyomu olusturan mikroorganizma toplulugu,
temelde her biri bagimsiz bir genomik Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) tastyan farkli
hiicrelerin  bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Mikroorganizma toplulugunun
biitliniinde Ribozomal Riboniikleik Asid RNA (rRNA) (5S, 16S ve 23S)
bulunmaktadir. Bakteri tiirleri arasinda rRNA yiiksek oranda korunmaktadir. Ozellikle



16S rRNA (transkripsiyon sonrasi), hatta bazen 16S rDNA, yaklasik 1500 baz cifti
uzunluguyla, tiim bakterilerde ayni dizilimle son derece korunmustur (7). Diger
taraftan, bakteriler tiir ve alt-tiir seviyesinde filogenetik ayrima ve smiflandirmay1
mimkiin kilan degisken bolgelere sahiptir. Mikrobiyotaya ait mikrobik c¢esitlilik,
objektif analiz edilerek anlasilmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak, hastaliklara iligskin
mikrobiyota ¢esitliligindeki degisiklikler arastirilabilmektedir (8). Erkek iireme
sistemindeki enfeksiydz hastaliklar, sperm Tlretiminde bozulmaya neden
olabilmektedir (9). ilk kez Alfano ve arkadaslar1 insan testisinin mikrobiyolojik olarak
steril olmadigini ve testis dokusunda mikrobiyotanin varligini kanitlamislardir (10). Bu
caligma, 6nemli verilerin alindig ilk arastirma olmasina ragmen, kontrol grubunun
onkolojik hastalardan olugmasi ve mikrobiyota ortaminin etkilenmis olabilecegi
diisiincesiyle, veriler yeterince desteklenememistir. Bu durumda daha fazla aragtirma
yapma gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Testiste mikrobiyota toplulugunun varligini
gostermekle birlikte, 6zellikle bu ortamda spermatogenezin ne sekilde etkilendiginin
arastirtlmasi, diger calismalarin Oniinli acabilecek potansiyeldedir. Bu baglamda
yapilan caligmalarda, bagirsak bakteriyal mikrobiyomunun da spermatogenezi giiclii

sekilde etkileyebildigi gosterilmistir (11).

Bu tez calismasinda, azospermik ve sperm iiretimi olan infertil hastalardan
testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile alinan testis dokusuna ait mevcut mikrobiyal
cesitliligin ve spermatogenez ile iligkisinin yeni nesil dizileme yontemi ile gdsterilmesi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda erkek infertilitesinde rol oynadig: bilinen, gram negatif
Neisseria gonorrhoeae bakterisinin, literatiirde bir ilk olacak sekilde, insan testis
dokusunda immiinfloresan yontemler ile varliginin arastirilmasi ve gram boyama ile
desteklenmesi hedeflenmistir. Ayrica mikrobiyota analizi yapilan testis dokularinda,
KTB’de onemli yeri olan siki baglanti proteini ZO-1’in immiinohistokimyasal
yontemlerle degerlendirilmesi ve gegirimli elektron mikroskobu altinda KTB yapist

incelenerek erkek infertilitesi ile iligkisinin arastirtlmasi planlanmstir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek lireme sistemi, erkek seks hormonlarinin (testesteron, androjen) sentezi ve
sekresyonu ile birlikte, spermin siirekli tretimi, beslenmesi ve gegici olarak
depolanmasindan sorumludur. Erkek iireme sisteminde yer alan testisler erkek lireme
hiicresi iiretiminde gorevlidir. Epididimis, vaz deferens, ejakiilatuar kanal ve erkek
iretrasinin bir parcast ise spermin depolanmasi ve taginmasindan sorumludur. Ayrica
seminal vezikiil, prostat, bulboiiretral bez ve penis erkek lireme sistemini olugturan

diger yapilardir (12,13) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Erkek tireme sisteminin bilesenleri (12).



4.1.1. Testis histolojisi

Eriskinde testisler yaklasik 4x3x2.5 cm. boyutlarinda olup, skrotum igerisinde
yerlesmis, melanin pigmenti ve sinir sonlanmasindan zengin, kahverengi ince bir
deriye sahip, sag ve solda yerlesmis, oval sekilli, bir ¢ift iireme organidir. Testisler
karin boslugu disinda olup, viicut 1sisindan 2-3°C diisiik bir 1sida olabilmeleri igin,

skrotum igerisine funiculus spermatikus ile asili olarak yer alirlar (13).

Testis, genel olarak hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonu olan bir bezdir.
Ekzokrin salgisi canli sperm hiicreleridir ve salgilama bi¢imi aktif holokrindir.
Endokrin gorevi ise intrauterin hayatta sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan Anti-
Miillerian Hormon (AMH) ve inhibinin yaninda, leydig hiicreleri tarafindan iiretilen

testosteron hormonunun salgilanmasi seklindedir (14).

Skrotum ile testis arasinda iki tabakali testikiiler kapsiil bulunur. Tunika
vaginalis ve tunika albuginea adin1 alan bu tabakalar testisi sarmaktadir. Tunika
vaginalis, visseral ve pariyetal olarak iki yaprakli periton zar1 olup, epiteli tek sira
mezotel hiicresinden olusur. Visseral yaprak tunika albugineaya yapisik bulunurken,
pariyetal yaprak ise skrotumun i¢ yiizeyinde yer almaktadir. En belirgin tabaka olan
tunika albuginea kalin fibroelastik bag doku arasindaki diiz kas lifleri ile birlikte olup,
testis icindeki tiibiillerin arasim1 doldurur. Tunika albugineanin altinda damardan
zengin tunika vaskiiloza adli gevsek bag dokusu yer alir. Bu tabaka tunika
albugineanin testis i¢ine olan uzantilarinin i¢ yiiziinii de 6rtmektedir. Biitiin lobu saran
pariyetal yapragin disinda, c¢izgili bir kas olan muskulus kremaster tabakasi
bulunmaktadir. Testikiiler kapsiil yapisi ise periyodik kasilmalar yapan dinamik bir

membrandir (12,15) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Testis yapisi ve testisi saran yapilar (13).

Tunika albugineadan uzanan bag dokulari, rete testisten organ icine girerek
1sinsal seyirli fibroz septumlar olusturarak testisi 200-300 adet piramit sekilli lobiillere
bolmektedir. Lobiillerin u¢ kisimlar1t mediastinuma dogrudur ve her lobiilde 1-4 adet
asirt kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Lobiiliin tepesine dogru tiibiiller diizlesir ve

tubuli rekti yani bosaltici tiibiillerin ilk boliimiinii olusturur (16).

Tunika vaskiilozadan koken alan ve tiibiillerin arasini dolduran gevsek bag
dokusu interstisyumu ve bezin stromasini olusturur. Her bir tiibiil yaklasik 50 cm
boyunda, 150-250 um g¢apindadir ve toplam tiibiil uzunlugu yaklasik 250 metredir.
Tiibiillerin epiteli ¢ok katli germinal epiteldir. Tiibiillerin bazal membran1 elastik
fibrilden zengindir ve bazal membranin hemen disinda, fibroblastlar1 ve miyoid
hiicreleri igeren peritiibiiler fibroz, tunika propria yer alir. Peritiibiiler dokuda kan ve
lenf damarlari, mononiiklear 16kosit ve interstisyel endokrin hiicreleri bulunur (13)
(Sekil 4.3) (17).
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Sekil 4.3. Testisin 151k mikroskobik kesiti (17).
4.1.2. Seminifer tiibiiller

Testisler i¢inde yer alan seminifer tiibiiller, spermatogenezin tiim asamalarindaki
sperm oOncii hiicreleri bulunduran kanal sistemidir. Seminifer tiibiiller her testiste 600-
1200 adet civarindadir ve tiibiillerin ¢ap1 150-300 mikron civarindadir. Seminifer
tiibiiller icindeki sperm oncii hiicreler spermatogenez siirecine girerek, olgun sperm
hiicresinin iiretilmesi ve tiibiil liimeninden, ana kanalciga taginmasini saglar. Tiibiil
epitelinde spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri yer almaktadir. Epitel yaklagik
6-8 tabaka seklinde organizedir ve spermatogonyumlardan olgun sperm olusana kadar

spermatogenik seri hiicre tiplerinin hepsi goriilmektedir (18).

Intrauterin yasamda 12-20. haftalarda fetiis testislerinde, leydig hiicreleri aktif
halde olup testesteron salgilamaya baslamaktadirlar. Bu hormonal gelisim, fetiisiin
erkek yoniinde gelisimi i¢in gereklidir. Postnatal dénemin 20. haftasindan dogum
sonrasi puberteye kadar olan donemde hormon salgisi1 gergeklesmemektedir. Boylece
seminifer tlibiiller puberteye kadar herhangi bir degisiklige ugramazlar. Puberte
sonrast  primordiyal germ hiicreleri, mayoz bdliinmeye girmek igin
spermatogonyumlara farklilagmaktadirlar. Spermatogonyumlarmn germ hiicreden

farklilagsmasi sonucu A ve B tipi spermatogonyumlar olusmaktadir (19) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Seminifer tiibiil duvarinda spermatogenik seri hiicreleri ve sertoli
hiicrelerinin yerlesimi (13).

Spermatogenez, bircok hormonal ve parakrin faktorle diizenlenen, dinamik bir
sirectir. Bu siireg, gonadotropinlerin etkisi altinda otokrin, parakrin ve endokrin
etkilerle gerceklesmektedir. Spermatogonyumlardan A tipi hiicreler koyu ve agik
olmak {izere iki alt tipe ayrilmaktadir. Koyu A (Ad spermatogonyum) tipi
spermatogonyumlar, oval heterokromatik ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Koyu A tipi ve
acik A tipi (Ap spermatogonyum) hiicreleri olusturabilme yetenegine sahiptirler. Agik
A tipi spermatogonyumlarin ¢ekirdekleri soluk boyanir ve ¢ekirdekgik belirgin olarak
izlenebilir.  Ac¢ik tip A spermatogonyumlar seminifer tiibiillerin bazal
kompartimaninda, bazal membran iizerine oturmus durumda bulunurlar Ap
spermatogonyumlar testosteronun etkisiyle 16 giinde bir mitoz ile boliinerek B tipi
spermatogonyuma farklilagirlar. B tipi spermatogonyumlar mitoz ile boéliinerek,
preleptoten primer spermatositleri olustururlar. Diploid kromozom sayisina sahip
primer spermatositler bundan sonra mayoz béliinme ile gogalirlar. ikinci mayoz
boliinme sonrasi haploid kromozom sayisina sahip 4 adet spermatid meydana gelir
(20).



Mayoz boliinmenin tamami Sertoli hiicrelerinin kendi aralarinda olusturduklar

KTB’nin (adluminal kompartman) gerceklesmektedir (21) (Sekil 4.5).

Sperm ana
hdcresi (2n)
Gok sayida Seminifer tiipcikleri
(spermatogonyum) eminifer tiipgiikleri
spermatogonyum sy
olugturan mitoz . - =

\,, Mitokondtd
(spiral yapida)

A~

Insan sperm hiicresinin yapist

Akrozom

Sekil 4.5. Spermatogenez evreleri (21).

Spermatogenezi takiben spermiyogenez (olgunlasma-maturasyon) evresi devam
etmektedir. Yuvarlak spermatidlerin matiir spermatidlere farklilasma siireci olan
spermiyogenezde birgok gelisim evresi ger¢eklesmektedir. Spermatidden olgun sperm
yapist olusumuna kadar gegen siiregte spermiyogenezis asamasindaki hiicreler, Sertoli
hiicreleri ile iletisim halindedir. Bu siire¢ boyunca spermatidler golgi, baslik (sapka),
akrozom ve maturasyon (olgunlagsma) evrelerini gegirerek olgun spermlere
farklilasmaktadirlar (18).

Spermatitte graniiler endoplazmik retikulum tarafindan {iretilen hidrolitik
enzimler bir araya gelerek akrozom vezikiillerini olusturur ve ¢ekirdek zarina yapisik
olarak yerlesim gosterirler. Bu sirada sentriyoller ¢ekirdek bolgesinden ters yonde
ilerleyerek kuyrugun aksonemini olustururlar. Akrozom vezikiili biiyiir ve vezikiiliin
zar1 ¢ekirdegi kismen sarar. Son biiyiikliigiine ulastiginda bu yap1 artik akrozom olarak
bilinir. Bu arada distal sentriolden ¢ikan mikrotiibiiller aksonem denilen yapiy1

olusturur ve kuyruk uzamaya baslar. Mitokondriler boyun bdlgesinde aksonemi
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cevreler ve spermiyumun flagellumu meydana gelir. Spermatitlerde bu asamada
protoplazmik kopriiler ortadan kalkar ve birbirleriyle olan baglantilar kaybolur. Daha
sonra, olusan olgun spermler seminifer tiibiil liimenine atilarak, tubiili rektiden gecip,
epididimiste depolanirlar. Maturasyonunu tamamlamamis olan spermler hareket
yeteneklerini duktus epididimiste, dolleme yeteneklerini ise disi genital kanallarda

kazanirlar (19) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Spermiyogenez evreleri (19).

Olgun bir sperm bas, boyun, orta parca ve kuyruk boliimlerinden olusur. Bas
kismu yass1 oval olup, histon proteine sarili yogun kromatinli genetik materyal icerir
(22). Cekirdegin tizerini enzim igerikli akrozom yapisi sarar ve sperm basini kusatan
¢ok az sitoplazma igerir, en distan hiicre zari ile ¢evrilidir. Spermin g¢ekirdeginin
altinda transvers yerlesimli proksimal sentriyoller bulunur ve daha sonra orta parcasi
ile devam eder. Orta parcada spiral yerlesimli mitokondriler bulunur ve alt tarafta distal
sentriyol ile sonlanir (23). Orta par¢anin devaminda kuyruk konumlanmistir. Kuyruk
esas ve son parca olmak iizere iki béliimden olusur. Orta par¢anin devami longitudinal

seyirli disg fibrillerden ve distan cevreleyen fibroz bir kiliftan olusan esas parcayi
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olusturur. Son parcada ise fibriller, fibroz kilif yoniinden azalir ve sadece

mikrotiibtller kalir (19, 20).

Seminifer tiibiillerde, tiibiil epiteli boyunca bazal membran tizerine oturmus,
limene kadar uzanan Sertoli hiicreleri bulunmaktadir. Cevresinde yer alan germ
hiicreleri ile 6zel baglanti kompleksleri olusturur ve spermatogenik seriye ait germ
hiicrelerinin etrafin1 kusatirlar. Desmozom benzeri baglantilar, uzamis formdaki
spermatidleri tutan ektoplazmik baglantilar ile komsu germ hiicreleri arasinda spesifik
baglantilar kurarlar. Boylece germ hiicrelerinin beslenme ve hormonal etkilesim gibi
fonksiyonlart Sertoli hiicreleri araciligiyla gerceklesmis olur. Ayni zamanda
spermlerin oto-immun reaksiyonlardan korunmasinda da gorev alan sertoli hiicreleri,
spermatidin farklilasmasi sirasinda agiga ¢ikan sitoplazmik fragmantasyonlar1 da

fagosite eder (24).

Sertoli hiicreleri arasinda bulunan baglanti kompleksleri KTB’ni olusturur. KTB
pubertede spermatogenez basladigi zaman olusur. KTB tiibiil i¢inde konumuna bagli
olarak seminifer epiteli iki kompartmana ayirmaktadir. Spermatogonyumlar ve 6ncii
spermatositleri (leptoten, zigoten) igeren bazal kompartman ve olgun spermatositler
(pakiten), spermatidler ve spermatozoalari igeren adluminal kompartman seklinde iki
boliime ayrilmistir (Sekil 4.7). Testis ic¢indeki kan damarlarinin duvarlar1 ve
peritiibiiler miyoid hiicreleri de KTB fonksiyonuna katkida bulunur (25).

Sertoli hiicre salgisi, filament ve mikrotiibiiller yardimiyla spermatogenik
hiicrelerin liimene dogru salinmasini saglar. Sertoli hiicrelerinin ayrica, hem endokrin
hem ekzokrin salgilart vardir. Folikiil Stimiile Hormon (FSH) etkisiyle salgiladigi
androjen baglayan protein testosterona baglanarak, seminifer epitelde spermatogenez
icin gerekli olan testosteron miktarini ayarlar. Sertoli hiicresinin salgiladig: steroid
olmayan faktor inhibin de, hipofizden FSH iiretimini baskilayarak spermatogeneze
girecek olan spermatogonyumlarin sayisinin ayarlanmasina katkida bulunur. Diger
Sertoli hiicre triinleri arasinda, ekstraselliiler matriksi olusturan maddeler (laminin,
kollagen tip IV ve tip I), proteinler (seruloplazmin, transferrin, inhibin, biiyliime
faktorleri vd) ve steroidler (dihidrotestosteron, testosteron, androstenediol, dstradiol
vd) yer almaktadir (19).
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Sekil 4.7. Sertoli hiicresinin yapis1 (26).

4.1.3. interstisyel doku

Seminifer tiiblillerin arasin1 dolduran bag dokusu interstisyel doku olarak
adlandirilmaktadir. Bu doku igerisinde leydig (interstisyel) hiicreler, fibroblastlar,
makrofajlar, mast hiicreleri, farklilasmamis mezenkimal hiicreler ve pencereli

kapillerler bulunmaktadir (27) (Sekil 4.8).

Leydig hiicreleri, testis hacminin %3’linli olusturmaktadir. Bu hiicrelere
ozellikle kan damarlarinin etrafinda, tek tek ya da gruplar halinde rastlanmaktadir.
Plasenta kokenli gonadotropinlerin etkisiyle testosteron hormonu iiretmek leydig
hiicrelerinin gorevlerinden biridir. Puberte Oncesinde leydig hiicrelerine bagl
testosteron Uretimi en diisiilk seviyelerdeyken puberte sonrasi yiiksek seviyelerde
devam etmektedir. Bu hormon, fetiiste erkek genital organlarin embriyolojik
farklilagmasinda rol almaktadir. Erken fetal donemde sayilar1 olduk¢a fazladir.
Gebeligin besinci ayindan sonra ise leydig hiicreleri dejenerasyona ugramaya baslar
ve sayilar gittikce azalir. Buna bagli olarak testosteron diizeyi de gittik¢e diismektedir.
Dogumdan sonra bu hiicrelerin uyarimini saglayan plasenta yapisi ortadan kalktig1 i¢in
hiicreler tamamen dinlenmeye ¢ekilmektedirler. Puberte doneminde ise hipofizden
salgilanan Luteinizan Hormonun (LH) etkisiyle leydig hiicreleri tekrar

aktiflesmektedir. Leydig hiicrelerinin salgilamis oldugu testosteron hormonunun
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(androjen) bir diger gorevi de erkeklerde sekonder seks karakterlerinin gelismesidir

(25).

Leydig hiicreleri, biiyiik ovoid ya da poligonal sekilli ve asidofil hiicrelerdir.
Steroid hormon salgilayan hiicrelerde goriilen tipik lipid damlaciklarim
icermektedirler. Cok sayida mitokondriye ek olarak, iyi gelismis golgi aygiti ve
agraniiler endoplazmik retikulum’a sahiptirler. Cubuk bi¢imli Reinke kristalleri bu
hiicrelerde dikkat ¢eken olusumlardan biridir. Ancak bu kristallerin fonksiyonlar1

heniiz tam olarak agiklanamamustir (28).

Spermatogenik hiicreler yiiksek isiya dayaniksizdirlar. Bu hiicreler i¢in ideal
1sinin 35°C oldugu bildirilmistir. Zengin bir vendz pleksus, testikiiler arterlerin etrafini
sararak normal kan dolasimina ters bir 1s1 akimi saglar ve bdylece spermatogenik
hiicreler icin uygun ortam sicakligi saglanmis olur. Kriptorsidizmde (inmemis testis)
spermatogenez viicut 1sist ile baskilanmaktadir ancak leydig hiicreleri viicut 1sisina
kars1 dayaniklidir. Bu nedenle infertilite vakalarmin %90’mnda sperm iiretiminde
bozulmalar meydana gelse de sekonder seks karakterleri normal olarak ortaya
cikmaktadir (29).

Yapilan arastirmalarin sonuclarina gore kotii beslenmenin, asir1 alkol
kullaniminin, kadmiyum tuzlarinin, bazi ilaglarin ve radyasyona maruziyetin
spermatogenik hiicrelere toksik etki gostererek kisirliga yol agtig bildirilmistir. Zararh
etkenler ortadan kalktiginda seminifer epitelde geriye kalan spermatogonyumlar

rejenere olarak spermatogenez siirecini yeniden baglatabilmektedirler (15).
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Sekil 4.8. Interstisyel hiicrelerin yapis1 (30).

4.1.4. Semen

Testisten salgilanan spermler, prostat bezi salgisi, seminal vezikiil bezi salgis1 ve
bulbotiretral bezlerin salgilarindan olusan viskozitesi yliksek siviya semen
denilmektedir. Makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirilen farkli igeriklerdeki
semen s1visi, miktar1 ve sperm sayisi agisindan farklilik gostermektedir. Semen sivisi
makroskopik olarak incelendiginde 2-6 ml miktarinda, opak gri renkte ve pH’1nin 7,2-
8 olmas1 gerekmektedir. Mikroskopik degerlendirmede semen sperm sayisi, motilitesi
ve morfolojisi agisindan incelenmektedir. Sperm sayimi i¢in neubauer, hemositometre,
makler gibi ¢esitli sayim kamaralar1 ile total semen sivist igerisindeki sperm sayisi
verilmektedir. Sperm sayisina gére ml’deki sperm sayisinin 16 milyon/ml ve tizeri
olmasi normospermi, 16 milyon/ml’den az olmasi oligozoospermi, 100.000/ml’den az
olmasi1 kriptozospermi, tiim semen sivisinda hi¢ sperm bulunmamasi azospermi olarak
adlandirilmaktadir. Motilite yoniinden spermler lineer bir sekilde ileri yonde hizli, ileri
yonde daha yavas ve yerinde hareket ederler. Hareketsiz immotil spermler de
bulunabilmektedir. Hareket probleminin artmasina bagli olarak astenospermi ortaya
cikmaktadir. Bu durum ml’de %40’in altinda motil spermin goriilmesi olarak

tanimlanmaktadir. Sperm hiicresinin bas, boyun ve kuyrugunun yapisal olarak
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degerlendirilmesi ile morfolojisi belirlenir. Bag, boyun ve kuyruk anomalilerine bagl
olarak erkek infertilite sorunu dogmaktadir. Normal morfolojinin Kruger kriterlerine

gore %4’1in altinda olmasi sonucu teratospermi tanisi verilmektedir (31).

4.2. Erkek Infertilitesi

Infertilite, ciftlerde en az bir yil siireyle korunmasiz cinsel iliskiye ragmen
gebeligin olusmamast durumu olarak ifade edilmektedir (31). Bu durumun yaklasik
%40°1 erkege bagli sebeplerden kaynaklanmaktadir. Erkek infertilitesi genetik ve

epigenetek nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Testislerde sperm {iretimi, hipotalamus ve hipofiz bezlerin kontroliindedir.
Bezlerden salgilanan FSH, LH, prolaktin ve testosteron hormonlarinin seviyelerinin
diisiikligi ya da yiiksekligi sperm iiretim bozukluguna neden olmaktadir. Bu
hormonlarin tiimiinlin ~ diistikliigli hipogonadotropik hipogonadizm durumunu
olusturur. Sperm iiretiminin bozuk oldugu durumlarda FSH hormonu yiiksek olma
egilimindedir. FSH spermatogenezi, LH ise testislerden testesteron salgilanmasini
kontrol etmektedir. Sperm iiretiminin yetersizlik durumunda testosteron seviyesinin
diisiik oldugu goriilmektedir. Kisiye bagl 6zellikler de hormon seviyesini etkileyen

bir durumdur (32).

Erkek infertilitesinde 6zellikle sperm sayisinin 5 milyonun altina indigi ciddi
sperm say1 problemlerinde genetik durum arastirilmalidir. Erkek kisirhi@inda yaklasik
%10’1luk bir kisminin genetik nedenlere bagli oldugu bilinmektedir. Karyotip analizi
anomalisi ve mikro Y delesyon varlig1 erkek infertilitesinin olugsmasina neden olur ve
tan1 amaghi onemli parametrelerdir. Erkek infertilitesinin tikanikliga bagli oldugu
diisiiniilen ya da siiphelenilen azospermi hastalarinda ultrasonografi esliginde
obstriiksiyon belirlenebilmektedir (31). Bunun yaninda erkek kisirliginda 6zellikle
tikanikliga bagli azospermisi olan erkeklerde testiste iiretilen spermin disariya
atilmasini saglayan kanallarin gelismedigi durumlar Vaz Agenezisi olarak tanimlanir
ve bu durumlarda cerrahi yontemlerle infertilite durumu ortadan kaldirilabilmektedir.
Yine tikanikliga bagli azospermi olan ve kanallarinda gelisme problemi olan
erkeklerde kistik fibrozis hastaliginin tastyiciligi bulunabilmektedir. Infertilitenin

testis kaynakli olmasindan siiphelenilen durumlarda skrotal ultrasonografi ile testis
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degerlendirilip tan1 konabilmektedir. Erkek infertilitesinin en 6nemli nedenlerinden
biri olan varikosel tanist da skrotal renkli dopler ultrasonografi ile konulmaktadir.
Damar bozuklugu olan varikosel durumunda, kanlanmanin yetersizligi nedeniyle

testisin beslenememesine bagli olarak erkek infertilitesi ortaya ¢ikmaktadir (33).

Erkek infertilitesine dair yapilan ilk inceleme spermiyogram incelemesidir. Erkek
infertilitesinde en 6nemli problemlerden birisi ejakiilatta spermin goriilmedigi azospermi
durumudur. In vitro fertilizasyon tekniginin gelismesi farkli sperm parametreleri agisindan
erkek kaynakli bu gibi durumlarda tedaviye yardimci olmaktadir. Azospermi olgularinda,
testislerde spermatogenezin devam ettigi seminifer tiibiillere odaklanilarak alinan tiibiil
pargalarindan matiir sperm hiicrelerinin elde edilmesi erkek infertilitesi agcsindan basariy1
arttirict bir ilerleme olmustur (33). Cerrahi yontemler ile ejakiilatta hi¢ sperm olmamasi,
immotil sperm, tekrarlayan IVF basarisizliklart ya da cerrahi islemle sperm eldesi
gerektiren hastalarda epididimal veya testikiiler sperm elde etme metodlar
uygulanmaktadir. Bu yontemlerden rutinde en ¢ok tercih edileni TESE yonteminde,
testisin tunika albugineasina insizyon yapilmakta ve seminifer tiibiilin opak, dolgunca
goriilen odaklarindan 6rnekleme yapilarak doku icerisinde sperm hiicresi aranmaktadir.
Bu islem, optik lup kullanilarak veya 15-25 X biiylitmeli ameliyat mikroskobu altinda
mikro TESE teknigiyle daha detayli olarak tiibiiller incelenerek gerceklestirilmektedir.
Tikanik oldugu diisiinlilen vakalarda Mikrocerrahi ile Sperm Aspirasyonu (MESA)
tekniginde mikroskop esliginde kesi agilarak epididimisten enjektor yardimiyla sivi aspire
edilebilmektedir. Perkutan Epididimal Sperm Aspirasyonu’nda (PESA) MESA’dan farkl
olarak kesi acilmaz ve kelebek set ile epididimisten siv1 aspire edilir. Testikiiler Sperm
Aspirasyonu (TESA) ile de testis iginden igne yardimiyla sperm aspire edilir. Bu teknikler
aracihigryla agir erkek infertilite durumlarinda iiremeye destek amagh c¢oziimlere

alternatifler sunulmaktadir (31).

4.3. Kan Testis Bariyeri ve Zonula Okludens (ZO)

KTB, spermatogenik seri hiicrelerinin beslenmesine ve desteklenmesine
yardime1 olmaktadir. Sertoli hiicreleri arasinda yer alan KTB seminifer epiteli, bazal
ve adliminal olmak {izere iki kompartimana ayirmaktadir (18). Bazal bdlmede
gelisimlerinin erken evrelerinde olan germ hiicreleri spermatogonya, preleptoten

spermatositler bulunurken, daha sonraki mayotik (leptoten, zigoten ve pakiten
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spermatositler) ve post-mayotik (yuvarlak ve uzayan spermatidler) germ hiicreleri
adliminal bolme iginde bulunmaktadir. Spermatogenezin erken asamasinda
farklilagsma stirecine girmis olan hiicreler (preleptoten spermatositler) KTB’yi gegerek
adliminal kompartmana geg¢mektedir. Bu siirecte Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar hizli bir sekilde yikilmakta ve ardindan yeniden kurulmaktadir.
Spermatogenezin saglikli bir sekilde gerceklesebilmesi icin bu acilip kapanma

mekanizmasi dengeli bir sekilde gerceklesmelidir (34).

Sik1 baglantilar, hiicrelerin lateral yiizeylerinde iki komsu plazma zarmi birbirine
baglamakta ve hiicreleri bir bant seklinde tamamen sarmaktadir. Bitisik hiicrelerden
uzantisal olarak gelen fibriller birleserek hiicreler arasindaki paraseliiler boslugu kapatir
ve bunun sonucunda gecirimsiz bir bariyer olusturur. Fibriller, dogrudan veya bazi
yerlerde dolayli olarak hiicre iskeleti, sinyal proteinleri ve sitoskeletal proteinlerle
baglantilar kurarak entegre bir membran protein yapisi olusururlar. Sertoli hiicreleri
arasinda ve KTB’de tanimlanmis baglanti proteinleri mevcuttur. Bu proteinler
transmembran proteini olan okludin, klaudin, hiicre adhezyon molekiilleri ve zonula
okludensdir (35). Okludin proteini, preleptoten / leptoten evresindeki spermatositlerin
KTB boyunca hareketinde ve hiicre polarizasyonunun kurulmasinda yardimci olmaktadir.
Iki hiicre dis1 ve iki hiicre ici olmak iizere toplamda dort adet interseliiler alandan
olusmaktadir. Yapisinda Ser, Thr ve Tyr aminoasitlerini bol bulunduran okludinin C
terminal bolgesi, baglanti plagmin birkag¢ sitoplazmik proteini ile baglanti kurar ve
hiicrenin hayatta kalmasindan sorumlu sinyal molekiilleri ile etkilesime girer (36).
Klaudin ailesi, KTB yapisinin biitiinligiiniin korunmasina gorev alir. Yan yana bulunan
hiicrelerin zarlarinda, bir klaudin molekiilii diger klaudin proteini ile homofilik veya
heterofilik olarak birlesebilir. Okludin gibi klaudin proteini de hiicre hareketliligi ile
dogrudan iliskiye sahiptir. Hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks baglantisim
saglayan proteinler olan hiicre adhezyon molekiilleri hiicre aktivasyonu, gogii, biiytimesi
ve farklilasmasi gibi olaylarda rol almaktadirlar (35). Zonula okludens proteinleri,
integral proteinler olan okludin ve klaudin gibi proteinleri aktin hiicre iskeletine
baglayan adaptor proteinlerdir. Toplamda 16 farkli aileden olusan ZO-1, ZO-2 ve ZO-
3 guanilat kinaz ailesine mensuptur. Testislerde, ZO-1 proteini konneksin 43 proteini
ile etkilesim halindedir ve bu sayede baglantilar arasi iletisimi diizenlemektedir. Sik1

baglanti alanlarinin  olusumu igin  ZO-1 ve ZO-2 proteinleri, klaudin
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polimerizasyonunu desteklemede rol almaktadir. ZO-1, testislerde KTB’de ve
spermatidleri ¢evreleyen apikal ektoplazmik Ozellesme alanlarinda daha ¢ok
bulunmaktadir (Sekil 4.9). ZO-1, spermatidlerin bazal membrana dogru hareketlerinde

ve seminifer epitel dongiisiinde rol almaktadir (37).

Siki Baglantilar |

Seminifer TGbdl lGmeni

Adluminal
kompartman

J L

Bazal
kompartman

Bazal lamina

H Sila Baglantilar

Sekil 4.9. Sertoli hiicreleri arasindaki KTB’yi olusturan siki1 baglant1 bolgeleri (37).
4.3.1. Baglanti dinamikleri ve spermatogenezdeki rolii

Siki baglantilar araciligla KTB’nin en 6nemli goérevi; iyonlar, su, besinler,
elektrolitler, hormonlar ve benzer biyolojik molekiillerin sertoli hiicrelerinin bazal
kismindan apikaline dogru paraseliiler gegisini kisitlamaktir. Bundan dolayi, KTB
dokunun beslemesinde, molekiillerin ve zararl toksik maddelerin gegisinin 6nlenmesi
ve diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. KTB’nin tistlenmis oldugu bu
secici- gecirgenlik, mayoz sonrasi spermatogenez siirecinde spermatid gelisimi igin
onem tastyan mikro ¢evreyi yaratmaktadir ve germ hiicrelerinin oto antijenlere karsi
immiinolojik yanit olusturmamasinda oldukg¢a 6nemli katkilarda bulunmaktadir (38).
Bu sayede KTB mayoz ve spermiyogenez sirasinda gorev alan germ hiicrelerine 6zgi
antijeni ayirt edebilmesi i¢in immiinolojik bir bariyer gorevi tistlenmektedir. Buna

bagli olarak testise immiin yeterlik saglamak i¢in KTB’ye ek olarak, seminifer epitelin
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kendi immiinosupresif, antiviral ve anti bakteriyel savunma mekanizmalarinin oldugu

gosterilmistir (39).

KTB’deki sik1 baglant1 proteinlerinin organizasyonundaki bozulmalar, protein
ekspresyonundaki azalma spermatogenezin dogru sekilde ilerleyisini engellemektedir.
Mayozun erken evresinden ileri evresine geciste preleptoten spermatositler bazal
kompartmandan  adluminal kompartmana siki  baglantilarin  agilmasiyla
gecgebilmektedir. Spermatogenezin siirekliligi i¢in baglanti komlekslerindeki yapim ve
yikiminin sorunsuz sekilde gerceklesmesi gerekmektedir. Bu siirecteki aksakliklara
bagli olarak baglanti dinamiklerindeki yerel secici gecirgen ozelligin bozulmasi
durumunda sperm {iretimi sekteye ugramaktadir. Bu gibi durumlarda en belirgin
patoloji, matiirasyon arresti olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Spermatogenezin her
asamasinda duraksama gerceklesebilmektedir. Progenitér germ hiicreleri olan
spermatogonyumlarin, KTB’nin siki baglanti dinamiklerindeki bozulmalara bagh
olarak  yeterli  desteklenememesinden dolayr  hipospematogenez  ortaya
cikabilmektedir. KTB’deki bozukluklar, Sertoli hiicreleri aras1 baglantilarda
gerceklesen kopmalar spermatogenezin gerceklesmesine engel olmaktadir. ileri evre
hiicreler arasi baglant1 bozuklugu durumu Sertoli hiicre sendromuna yani tiibiiller

igerisinde yalnizca sertoli hiicresi goriilmesine neden olmaktadir (36).

OkKludin, ZO-1, N-kaderin gibi proteinlerin olusturdugu hiicreler arasi
baglantilarin kaybinin, Sertoli hiicrelerinde fonksiyon bozukluklarina ve ileri evrede
germ hiicrelerinin apoptozuna dahi neden olabilecegi gosterilmistir. N-kaderin
miktarinda meydana gelen degisiklikler sonucu germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri
arasindaki baglantilar da dogrudan etkilenerek germ hiicrelerinin olgunlasmadan
seminifer tiibiil liimenine atilmasina sebep olabilmektedir (40). Yukarida sayilan biitiin
bu olasiliklar olgun bir spermin iiretimini engelleyecek unsurlardir. Dolasiyla erkek

infertilitesinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi iddia edilmektedir (34).

4.4. Mikrobiyota

Mikrobiyota, viicut i¢inde ve disinda yasayan tiim mikroorganizmalar
(bakteriler, viriisler, mayalar ve parazitler vb.) kapsayan bir tanimdir. Viicudun her

bolgesinde, kendisine ait farkli mikrobiyota bulunmaktadir. Bu mikroorganizma
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toplulugunda 100 trilyon kadar bakteri bulunur ve toplam agirliklart 2-3 kg
civarindadir. Mikrobiyotadaki bakterilerin sayisi, insan viicut hiicrelerinin sayisina
gore yaklasik 10 kat fazladir. Bakteriyel mikrobiyom ise RNA, proteinler, metabolitler
ve gen lriinleri gibi bakteri hiicre dis1 mikrogevre bileseni olarak tanimlanmistir (41).
Mikrobiyomdaki genlerin sayisi da insan genomundaki genlerin sayisindan yaklasik
150 kat daha fazladir. insan genomuna kiyasla mikrobiyomun 100 kat daha fazla

oldugu ve sekiz milyon farkli gen barindirdig: bildirilmistir (42).

1683’te Antony van Leeuwenhoek Londra Kraliyet Cemiyeti’ne yazdig1 bir
mektupta, ilk insan mikrobiyotasin1 “dis plaklarinda hareket eden ¢ok kiiglik canlt
hayvanciklar” seklinde tarif etmis ve mikrobiyota arastirmalarinin temelini
olusturmustur. 2008°de Insan Mikrobiyom Projesi (Human Microbiome Project-HMP)
baglatilmistir (43). Bu proje insan viicudundaki mikroorganizmalari tanimlamak,
insanlar arasinda g¢evresel faktorlere bagli olarak degisiklik gosteren mikrobiyal
farkliliklart tespit etmek ve mikrobiyota ¢esitliliginin hastaliklarla iliskisini aragtirmay1
hedeflenmistir. Bu projede oral-nazal kavite, cilt, diski, gastrointestinal sistem gibi
degisik nisteki bakterilerin rolii analiz edilmistir. Idrar, steril oldugu diisiincesi ile
baslangi¢ asamasindaki ¢alismalara dahil edilmese de ilerleyen zamanlarda DNA

dizilim teknolojilerinin gelismesi ile {iriner sistem mikrobiyotasida tanimlanmistir (44).

Son yillarda tanimlanan genler ve genetik biliminin ilerlemesi sayesinde,
kiiltirleme ve izolasyon olmaksizin mikroorganizmalar ile ¢alismayr miimkiin kilan
metagenomik yaklasimlar gelistirilmistir (45). Gelisen teknoloji ile birlikte, insanlarda
mikrobiyomun hastalik ve saglik durumundaki rolii tanimlanmigtir. Hastalik halinde
viicuddaki mikrobiyomlarda ¢esitlilik agisindan azalma/artis ve yogunluk olarak
onemli degisikliklere (disbiyoz) rastlanmaktadir. insan genomundaki genetik
varyasyonlarin, insan mikrobiyomundaki taksonomik tinitelerin varligi veya yoklugu
ile dogrudan iligkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Buna bagli olarak bazi hastaliklarin
(diyabet, artrit gibi kompleks hastaliklar) etiyolojisinde yer alan genetik
varyasyonlarin onemli bir boliimii, ayn1 zamanda bu hastaliklarla iligskilendirilmig

mikrobiyom degisiklikleriyle baglantilidir (46).
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Gectigimiz 20 yilda hayata gegirilen iki 5nemli proje insan Genom Projesi (IGP,
Human Genome Project-1990-2003) ve Insan Mikrobiyom Projesi (IMP, Human
Microbiome Project-2008-2012) insana ait tiim kalitsal bilginin ortaya ¢ikarilmasini
amagclamistir. IGP’nin ilk yillarinda, referans genom dizilerinin de elde edilmesiyle

hastaliklara ait genetik bilgilerin kolaylikla tanimlanabilecegi diisiiniilmiistiir (44).

Mikrobiyomun belirlenmesi ve genis veri aginin toplanmasinda rol oynayan,
basta Amerika ve Avrupa olmak tizere farkli iilkelerce de desteleklenen, mikrobiyom
temelli projeler (Ornegin; Amerika Bagirsak Projesi-American Gut, Flemenk Bagirsak
Floras1 Projesi-Flemish Gut Flora Project, Hastane Mikrobiyom Projesi Hospital
Microbiome Project, Diinya Mikrobiyom Projesi-Earth Microbiome Project, Brezilya
Mikrobiyom Projesi-Brazilian Microbiome Project) son 10 yilda gergeklestirilmistir
ve her gecen giin bu ¢alismalara daha biiyiik 6rneklemler ve daha genis metadatalar

iceren projeler eklenmektedir (47).

Konvansiyonel mikrobiyolojide eksiklikler nedeniyle mikroorganizmalarin
tanimlanamamasi, metagenomik yontemlerin kullanimiyla asilmistir. Hastalik halinde
insan mikrobiyomunda meydana gelen degisikler iizerine yeni ¢aligmalar mevcut olup
farkli tilkelerden hastalik topluluklariyla ilgili veriler toplanmaktadir. Benson ve
arkadaslarinin insan mikrobiyomunun konak genetigi ile baglantili olabilecegi fikri,
daha sonra yapilan hayvan deneyleri ile desteklenmis ve bulgularin tekrarlanmasiyla
cesitli genom bolgeleri aciga ¢ikarilmistir. Caligsmalara ait veriler degerlendirildiginde
nicel 6zellik bolgesinde (Quantitative Trait Loci-QTL), immiin diizenlemelerde etkili

Irak3, Lyz1, Lyz2, Ifng, ve 1122 gibi genlere rastlanmasi 6nem arz etmektedir (48).

Insanlarda genom-mikrobiyom arasindaki baglanti, birinci derece akrabalarin
mikrobiyomlarinin benzerligi ile fark edilmis ve tek yumurta ikizlerindeki mikrobiyal
yakinligin, ¢ift yumurta ikizlerine kiyasla istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek
oldugunun gosterilmesiyle kanitlanmistir. Bu arastirmada, karmasik hastaliklara sebep
oldugu kanitlanan insan genleri ile yine karmasik hastaliklarla bagdastiriimis

mikrobiyal icerigin istatiksel agidan baglantili oldugu gosterilmistir (49).

Metagenomik yontemler ile hastalikta veya saglikta mikrobiyom cesitliligi,
genis captaki DNA igeriginin ileri diizey bilgisayarlar ve biyoinformasyon tasarimli

yollarin kullanilmasiyla ortaya konabilmektedir. Bu dogrultuda, tetraniikleotid
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boyutuna ulagan DNA’larin in silico analizlerle genleri belirlenerek giiniimiize kadar
genetik dizilemesi tamamlanmis canlilarin genleri ile eslestirmesi yapilmaktadir (50).

Bu sayede metagenoma ait gen ve siif tanimlamasi gerceklestirilmistir.

Hastalik ve saglik halinde mikrobiyal ¢esitliligin degistigini, gelismis yapay
O0grenme ve nicel sinyal degerlendirme yontemleri araciliiyla yiiksek hassasiyetle
belirleyen bilgisayar sistemleri, yeni biyolojik gostergelerin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. EI Mouzan ve arkadaslari, crohn hastaliginda rol oynayan 16S rRNA’y1
gelismis yapay zeka modelleriyle analiz etmislerdir. Boylelikle toplulukta daha nadir
rastlanan tiirlerin bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasina sebep olabilecegini
kanitlanmis ve mikrobiyomun hastalik 6ngoriisiinde gosterge olabilecegi onerisinde
bulunulmustur (51). Biyoistatistiksel yontemler ve metagenomik degerlendirmeler
icin tasarlanan yollar, hastaliklarin disa yansimasi ile metagenomun bagdastirilmasini

mimkin kilmaktadir.

4.4.1. Urogenital mikrobiyota

Erkek genital sistemi penis, testisler, salgi kanallar1 ve salg1 bezleri (bulboiiretral
bezi, prostat bezi, seminal vezikiil) olmak iizere farkli kisimlari igerir (15). Urogenital
mikrobiyotanin biiyiik kisminin alt genital yolda yer aldig1 kabul edilmektedir. Erkek
genital sistem mikrobiyotasinda bakteriler, iiretra ve penis govdesi ile penis basi
arasindaki bolgede yogunluk gostermektedir. Ozellikle penisin dis etkenlerin
maruziyeti, siinnet olma ve cinsel deneyim mikrobiyal tiirlerde farklilia neden
olmaktadir. Adolesan erkeklerde koronal sulkus mikrobiyotasi {izerine yapilan bir
calismada 16S rRNA sekanslamasi yapilmis ve siinnetli erkeklerde en sik saptanan
tirlerin Corynebacteria, Staphylococcus, Anaerococcus oldugu siinnetsiz erkeklerde
ise Peptoniphilus, Prevotella, Finegoldia, Porphyromonas, Propionibacterium,
Delftia ve az oranda Pseudomonas oldugu goriilmiistiir. Stinnetin mikrobiyota {izerine
etkisine bakildiginda, yetiskin koronal sulkus mikrobiyotasini degistirdigi ve siinnet
oncesinde anaerobik flora baskinken siinnet sonrasinda aerob floranin arttig
belirtilmistir. Cinsel deneyim de penis mikrobiyotasini etkilemektedir. Cinsel yolla
gecis gosteren bakterilerin - Neisseria gonorrheae, Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma parvum, Mycoplasma genitalum, Mycoplasma hominis ve Sneathia

oldugu bilinmektedir (52). Bu bakterilerin, cinsel iliski sirasinda vajinadan erkek
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tiretrasina ve koronal sulkusa gegerek burada kolonize oldugu gosterilmistir. Seksiiel
gecisli enfeksiyonun temel etkeni Neisseria gonorhoeae dir ve tiretrite yol agar (53).
Semen vasitastyla erkek ve kadin iirogenital sistemi etkilesime gecer ve
mikroorganizmal transfer gergeklesir. Semende bulunan organizmalar vajinal floray1
degistirerek cinsel yolla bulagan hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.
Erkek idrar yolunda Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium, Bacteroides,
Cocci ve Lactobacilli suslar1 en ¢ok goriilen mikroorganizmalardir. Erkek {ist genital
sistemi mikrobiyolojik olarak genellikle sterildir ancak enfeksiyon durumunda, idrarda
artan polimikrobiyal topluluklar nedeniyle var olan mikrobiyota icerigi de degisime

ugrar ve genital sistem inflamasyonuna sebep olur (54).

Insan mikrobiyotas1 icin ¢ogalmaya en uygun yer gastrointestinal sistemdir.
Uriner sistem hastaliklarinin meydana gelmesinde bagirsak mikrobiyotasi 6zel bir role
sahiptir. Bagirsak mikrobiyotasi, kisilerin yasam sekline gore degisen diyet ve
antibiyotik kullanim1 gibi birgok faktore bagli olarak cesitlilik gostermektedir ve
gastrointestinal sistem florasinda ortaya c¢ikan degisiklikler, {iriner sistem
hastaliklarna yol acabilir (55). Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 tekrarlayan
nefrolitiasis, morbid obezite, kistik fibrozis gibi patolojik durumlarda oxalobacter
formigens kolonizasyonunun azaldigi rapor edilmistir ve bu durumlarin da kalsiyum
oxalat taglariyla birlikteligi vardir. Ayrica kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda da
koti bir bagirsak mikrobiyotasinin iligkisi gosterilmistir. Genel anlamda idrar
yollarinin etkilenimi s6z konusudur ve bobrekler, iireterler, mesane, liretra ve lireme
organlarinin tamami etkilenerek iirogenital hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Idrarda ve
tirogenital sistemde bulunan mikroorganizmalarin kaynagi, dogrudan kan dolagimina
gecmis bakteriler olabilecegi gibi bagirsaktan veya oral mikrobiyomdan hematojen
veya lenfojen yayilim gostererek bu bolgeye yerlesen bakteriler de olabilecegi iddia
edilmistir (56).

4.4.2. Mikrobiyota ve testis baglantisi

Insan bagirsak mikrobiyotasi yasanan bolgenin beslenme aligkanliklarina, yasam
stiline, kiginin bagisiklik sistemine, kullanilan ilaglara ve probiyotik alimina bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Bagirsak florasinin organlara gecisi, bir¢ok

mekanizma tizerinden gergeklesmektedir. Gastrointestinal sistemde intestinal epitelin
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homeostazindaki degisim ile hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi, birgok sisteme
bakteri gecisini kolaylastirmaktadir. Testis ve bagirsak ekseni arasinda mikrobiyal
popiilasyonun gegisi de androjen-testesteron metabolizma sorunu ve hipotalamus-
hipofiz-gonad aksinin bozulmasi ile baglantili olabilecegi iddia edilmektedir. Ayrica
endotoksinler, kisa zincirli yag asitleri, Reaktif Oksijen Uriinleri (ROS) ve diger
metabolitler de testis ve gastrointestinal sistem arasinda bakteri gegisinde énemli rol
aldig iddia edilmektedir (57) (Sekil 4.10).

Erkek genitotiriner sistem enfeksiyonlari, erkek infertilitesi agisindan her zaman
tartismanin odak noktasinda yer almaktadir. Erkek infertilitesinin yaklasik %15’inin
genital sistem enfeksiyonu ile iliskili oldugu tahmin edilmektedir (58). Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium ve Ureaplasma
urealyticum yaygin genitoiiriner sistem patojenleri arasinda sayilabilir ve giincel
literatiirde genis ¢apta incelenmistir (59). Erkek genitoiiriner sistem enfeksiyonlarinin,
yardimci iireme tibbi alaninda semen parametreleri ve sperm dolleme kapasitesi

tizerine etkisi heniiz tam olarak belirlenememistir.

[lk kez Alfano ve arkadaslari insan testisinde bakteriyal flora varligim
saptayarak testisin steril olmadigimi gostermistir (10). Elde edilen veriler, testis
dokusunda mikrobiyota toplulugunun varligini gostermekle birlikte 6zellikle merak
konusu olan, bu ortamda spermatogenezin ne sekilde etkilendigi iizerine diger
caligmalarin Oniinii acabilecek potansiyeldedir. Bu konu hakkinda yapilan bir
caligmada infertil erkekler ile fertil erkeklerin semen 6rnekleri kiyaslandiginda siklikla
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium ve
Ureaplasma urealyticum ile enfekte oldugu ve infertilitenin 6nemli 6l¢iide Neisseria
gonorrhoeae ile iligkili oldugu gosterilmistir (60). Baska bir ¢alismada ise fertil
erkeklerde Neisseria gonorrhoeae tespit edilmemisken infertil erkeklerin %6,5’inde
saptanmistir (61). Bu bilgiler 1s18inda infertil gruba ait semen orneklerindeki
bakteriospermi prevalansinin, fertil gruba gore anlamli dl¢iide yiiksek olabilecegi
kanisina varilabilir. Mikrobiyolojik analizler, infertil erkeklerin semeninde en ¢ok
bulunan bakteri tiiriiniin Chlamydia trachomatis (%12,5) ve Neisseria gonorrhoeae
(%11) oldugunu gostermistir ve bakteri varliginin sperm paramatrelerinde meydana

gelen anormallikler ile 6nemli dl¢iide iligkili olabilecegi iddia edilmistir (61).
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Sekil 4.10. Bagirsak mikrobiyotasinin testis ve bagirsak ekseni arasindaki gegisi
(57).

-Diyet, yagam stili
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-Probiyotik yada mikrobiyal regulatdrler

Neisseria gonorrhoeae esas olarak cesitli epitelyal yiizeylere yapisan ve
¢ogalmanin ardindan yeni konakgilara ulagsmak i¢in mukozal epitel ile temas kurar.
Enfeksiyonu olusturan birincil olay ve patogenezdeki ilk adim, tip IV pili ve opasite
(Opa) gibi bakteriyel yiizey yapilarina aracilik eden proteinlerin mukoza epiteline
yapismadir. Tip IV pililer, bakterinin epitel hiicre yiizeyinde mikrokoloniler
olusturmasin1 saglamaktadir. Epitele invazyon ve bunun sonucunda epitelde
gerceklesen transsitoz, enfeksiyonun yayilmasina yol agabilir. Neisseria ailesine ait
bakterilerin infertil erkeklerin semenlerinde daha fazla bulunmasi, lokal enfeksiyona

yol acarak sperm iretimini etkiledigi iddia edilmektedir (62) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Neisseria Gonorrhoeae nin iirogenital sistem epiteline invazyonu (62).

Spermatogenez siirecinde, normalde seminifer tiibiillerde iyi korunmus olan
KTB’nin farkli nedenlerle bozulmasiyla sperm {iiretiminde sorun yasanacagi
bilinmektedir (26). Testiste yiiksek oranda mikrobiyota varliginin KTB’de 6nemli
Olglide bozulma ve dejenerasyon meydana gelmesi muhtemeldir (57). Yapilan bir
calismada, dogumdan itibaren steril kosullarda yetistirilen saglikli fareler ile
geleneksel yontemlerle yetistirilen fareler kiyaslandiginda, geleneksel yontemlerle
yetistirilen grupta testislerde Okludin, ZO-2 ve E-kadherin ekspresyonunun azaldigi
gosterilmigtir  (63). Testisteki disbiyotik kosullar altinda KTB’de goriilen
degisikliklerin tamamina iliskin yeterli bilgi mevcut degildir. Kolon epitelindeki
birlesik proteinler (glikoproteinler, proteoglikanlar, lipoproteinler, metalloproteinler)
ve KTB'deki siki baglant1 proteinlerin kaybi, bagirsaktan testise mikrobiyota gegisine
yol a¢tig1 iddia edilmektedir. Bagirsak mikrobiyomu ile seminal mikrobiyom arasinda
olas1 bir baglant1 olduguna dair gii¢lii kanitlar elde edilmistir. Bagirsak mikrobiyomu
ile KTB arasindaki etkilesimi arastiran bir ¢alismada, KTB’nin biitiinliigiindeki
herhangi bir bozulmada bagirsak mikrobiyotasina ait floranin testise gecisi meydana

gelerek steril kosullarin kaybolabilecegi gosterilmistir (64).
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4.4.3. Erkek infertilitesinde mikrobiyota

Epidemiyolojik verilere gore, diinyada itireme ¢agindaki kisilerin %10 unun
infertil oldugu tahmin edilmektedir. Infertilite nedenleri incelendiginde erkek
faktoriiniin  onemli bir yilizdeye sahip oldugu goriilmektedir. Bunun primer
sebeplerinden biri sperm parametrelerindeki bozukluklardir. Sperm konsantrasyonu,
hareketi ve morfolojisindeki bozulmalar dogrudan infertilite nedenidir.
Oligoastenoteratozoospermi (OAT) gibi lic sperm kusurunun bir arada olmasi
durumlarinda ve etiyolojisi bilinen (enfeksiyon, varikosel, hormonal anormallik)
durumlarda bu durum ilag tedavisi (antioksidan veya hormonal tedaviler) ile
diizeltilmeye c¢alisilmaktadir. %30’a yakin oranda ise spesifik bir etiyoloji
belirlenememektedir ve bu durum idiyopatik OAT olarak kabul edilmektedir (65).
Erkek iireme sisteminde bakteriyosperminin 6nemi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Son yillarda yapilan arastirmalarda sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi lizerine
ayrica spermatogenez siirecine bakterilerin pozitif ve negatif etkilerinin oldugu

gosterilmistir.

Temel olarak sperm parametrelerini diizeltmek amagli kullanilan antioksidanlar,
serbest radikalleri notralize ederek ROS’larin temizlenmesi, enzim inhibisyonu ve
indirgenmesi veya bagirsakta askorbat oto-oksidasyonunun inhibisyonu yoluyla etki
gostermektedir. Son yillarda yapilan galismalar 6zellikle L Karnitin, L-Arginin,
Glutatyon, Selenyum, Cinko, Folik Asit, Koenzim Q10, B Vitamini Kompleksi, E, C,
D Vitamini gibi antioksidan kapasitesi yiiksek olan vitamin, mineral ve aminoasitlerin
sperm parametrelerinde olumlu etkisi oldugunu ortaya koymaktadir (66).
Probiyotiklerin antioksidan etkilerinin olmasi, erkek infertilitesinde destekleyici
tedavi olarak kullanilmasi son dénem calismalarda yagun sekilde yer verilmistir.
Probiyotikler i¢inde yer alan laktobasiller ve bifidobakteri suslarinin antioksidan

tiretiminde 6nemli iki grup oldugu vurgulanmistir (67).

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda, erkek iireme sistemi
enfeksiyonlarma bagl olarak gelisen iireme sistemindeki mikrobiyal varlik belirsiz
etiyolojilerin aydinlatilmasinda 6nemli bir rol oynamistir. Yeni nesil sekanslama
teknolojisi ile mikrobiyal topluluklardan biiyiik 6l¢ekli mikrobiyal DNA ve RNA

sekanslar1 dogrudan cikarilarak lireme sistemindeki patojenik mikroorganizmalarin
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varligi gosterilebilmektedir (68). Erkek trogenital sisteminde bulunan gesitli
mikroorganizmalar sperm parametrelerindeki anormallikler, 6zellikle anormal
motilite, yetersiz mitokondriyal fonksiyon ve DNA biitiinligiiniin kaybi ile iliskili
oldugu iddia edilmektedir. Erkek iirogenital enfeksiyonlar ile infertilite arasindaki
iligkinin etiyolojisini ve patogenezini daha iyi anlamak i¢in seminal sivinin icerdigi
bakteri tirlerini anlamak 6nemlidir (69). Weng ve arkadaslari, seminal mikrobiyomu
olusturan mikroorganizmalarin dagilimini tespit etmek amaciyla, 96 semen 6rneginde
semendeki bakteriyel topluluklarin analizini yapmislardir. En fazla bulunan tirlerin
Lactobacillus (%19,9), Pseudomonas (%9,85), Prevotella (%8,51) ve Gardnerella
(%4,21) oldugunu belirtmislerdir. Normospermi &rneklerinde Lactobacillus ve
Gardnerella’nin oran1 daha yiiksek bulunurken, oligozoospermi 6rneklerinde
Prevotella’nin oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir ve gruplar arasi anlaml fark
bulunmustur (70) (Sekil 4.12).
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Pseudomonas
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® Rhodanobacter

1 Streptococcus

Finegoldia

m Staphylococcus

B Corynebacterium
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H Stenotrophomonas
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B Haemophilus
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= Campylobacter
DIGERLERI

Sekil 4.12. Seminal s1vida tespit edilen bakteri tiirleri (70).

Yapilan bir calismada seminal sivi igerigi cesitli parametreler (sperm sayisi,
motilitesi, morfolojisi, seminal sivi viskozitesi normal veya anormal, 16kospermi

goriilen ya da goriilmeyen) baz alinarak olusturulan gruplarda ayr1 ayr1 incelenmistir.
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Tim gruplarda Aktinobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria ve alt
tiirlerine rastlandigi bildirilmistir. Sonuglar herhangi bir sorun olmayan normospermi
grubunda dahi belirli bakteri tiirlerinin varligina isaret etmektedir. Semende
bakterilerin ¢esitlilik ve yogunluk agisindan farkli olusunun erkek infertilitesinin
ortaya cikabilecegi iddia edilmektedir (71) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Spermatogenik seri hiicreleri boyunca negatif ve pozitif etkiye sahip
bakteri tiirleri (71).

Testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerden alinan
orneklerde yapilan arastirmanin sonuglarina gore Aktinobacteria, Bacteriodetes,
Firmicutes, Proteobacteria ve Cyanobacteria gruplarinin her bélgede farkli oranlarda
bulundugu gosterilmistir (72) (Sekil 4.14). Bu ¢alismalarin sonuglari, semen
orneklerinde bakteriyospermi ve I6kospermi varliginin spermatogenez iizerine negatif
etkilerinin olabilecegini diisindiirmektedir. Ayrica seminal mikrobiyom, genital
sistem fonksiyon bozuklugu ve obstriiksiyonu olusturarak erkek fertilitesini bozabilme

potansiyeli tasiyacag bildirilmistir (73).
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Sekil 4.14. Erkek iireme sisteminde spermin maruz kaldig1 mikrobiyal ortam (72).

Ejakiilasyon sirasinda semene seminal vezikiil bezi, prostat bezi ve bulboiiretral
bezlerin sivilariin karigmasi dolayisiyla semen icerisinde analiz edilen bakterilerin
kokeni net bir sekilde agiklanamamaktadir (74). Yapilan bagirsak mikrobiyotasi
analizinde sperm kalitesi ve Anaerococcus cinsi mikroorganizmalarin varlig1 arasinda
negatif bir korelasyon oldugu gésterilmistir. Anaerococcus prevoti veya Anaerococcus
vaginalis’in infertil hastalarin semen oOrneklerinde kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek oranda bulundugu gosterilmistir. Infertil ve fertil erkeklerin semen
mikrobiyomlar1 taksonomik olarak incelendiginde, infertil erkeklerin semeninde
artmig Aerococcus varligina rastlanmistir. Ayrica Prevotella ve Pseudomonas

cinslerinin semen kalitesi ve hareketi ile ters iliskili oldugu goriilmiistiir. Yiiksek
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oksidatif stresi veya lokospermisi olan erkeklerde yalnizca minimal taksonomik
farkliliklar bulunmustur. Calismaya ek olarak idrar ve semen orneklerindeki S-
adenozil-L-metiyonin ~ (SAM) miktar1  incelendiginde, infertil  erkeklerde
normospermik erkeklere kiyasla daha yiiksek oranda SAM varlig1 belirlenmistir. SAM
metilasyon, oksidatif stres ve aminopropilasyonda rol aldigi bilinen bir metabolittir.
SAM, spermatozoada goriillen benzersiz metilasyon paternlerinin siirdiiriilmesi i¢in
kritik bir O0neme sahiptir. SAM dongiisii spermatogenez siirecinde ve sperm
hareketinin saglanmasinda, aminopropilasyon yoluyla spermidin gibi poliaminlerin
sentezini modiile etmektedir. Metagenomik veriler DNA metilasyonu, oksidatif stres
ve poliamin sentezi yoluyla kisirligin patogenezinde ¢ok yonlii rol alan SAM
dongiisiinde 6nemli degisikliklerin varligini gostermistir (75) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Uriner sistem, bagirsak, testikiiler ve seminal yapmin mikrobiyom igerikleri
(75).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Hasta Gruplan

Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezi’ne basvuran hastalardan
androlojik degerlendirme sonrast (Tiim hastalar {iroloji hekimi tarafindan muayene
edilmis olup en az 3 spermiyogram testi, karyotipleme, Y mikrodelesyon testi ve serum
FSH, testosteron, LH, prolaktin seviyeleri acisindan degerlendirilmistir) mikroTESE
islemine karar verilenler calismaya dahil edilmistir. Son 1 yil i¢inde antibiyotik
kullanim1 olmayan, probiyotik ve benzeri takviye almayan, son 6 ay icinde hafif
diizeyde de olsa enfeksiyoz bir hastalik gegirmeyen, cinsel yolla bulasan hastaliklar
yoniinden (hepatit B ve C, insan immiin yetmezlik viriisii, sitomegalovirtis, sifiliz ve
chlamydia) taranan ve herhangi bir enfeksiyon tespit edilmeyen, kronik-immiinolojik
hastaligi olmayan ve ejakiilatuar kanallarda obstriiksiyon olmayan erkek infertil

hastalar ¢alismaya uygun olarak belirlenmistir.
Non-obstruktif azospermi olgularinin se¢imi i¢in;

e Gecirilmis skrotal, inguinal ya da retroperitoneal cerrahi girisimleri olmayan,

e Mesane boyun cerrahisi gegirmemis ve transiiretral prostat rezeksiyonu
yapilmamis,

o Sarkoidoz, tiiberkiiloz gibi graniilomat6z hastalik 6ykiisii bulunmayan,

e Transrektal ultrasonografide seminal vezikiil genisligi 12-15 mm’nin

tizerinde tespit edilen hastalar ¢calismaya dahil edilmistir.
Calisma dizayninda dislanma kriterleri olarak;

e Konjenital bilateral vaz deferens yoklugu olan,

e Epididimal tikaniklik saptanan,

o Bilateral vas deferens agenezisi olan,

e Unilateral vaz deferens agenezisi olan,

e Vaz deferens tikaniklig1 ve ejakiilatuar kanal tikaniklig1 olan,

e Periferik kan yaymasi karyotip analizine gére kromozom sayisinda fazlalik
veya eksiklik bulunan hastalar (6r:47+XXY vb.),

e Y kromozomu mikrodelesyonu ile bazi genlerin (Azospermi Faktor a ve b
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bolgelerindeki genler) tamaminda kayip olan hastalar calismaya dabhil

edilmemistir.

Azospermi tanis1 almis hastalara tiip bebek tedavisi i¢in TESE islemi
uygulanmis ve ameliyat sirasinda alinan biyopsi materyalleri ¢alisma grubu olarak
kullanilmistir. Diger taraftan, tekrarlayan tiip bebek tedavi basarisizligi olan veya tiip
bebek tedavisi sirasinda semen Ornegi veremeyen (psikojenik veya fel¢ nedeniyle
semen Ornegi veremeyenler dahil) hastalara sperm {iretimi oldugu halde TESE
ameliyat1 yapilmaktadir (76). Bu gruptaki hastalar, ¢alismamizda azospermik olmayan
testis dokusu ile azospermik olan testis dokusunun kiyaslanabilmesi i¢in kontrol grubu
olarak segilmistir. Ozetle; kontrol grubu igin sperm iiretimi olan infertil hastalar

secilmistir.

Caligsma tasarim icerigi Sekil 5.1°de verilmistir.

[ Cahsma Basamaklar \

Mikrobiyota Calismasi Histolojik Calisma
Dokulari -80 derecede stoklama Dokular fiksatife alma, Doku takibi, Parafin/Epon takibi
. . Gegirimli Elektron Mikroskobu incelemesi

Testis dokusunda DNA ekstraksiyonu — > KTB incelenmesi

Histopatolojik analiz
H&E boyama ile Johnsen skorlamast
DNA 6lciimii <« | Immunohistokimyasal analiz

[ & [ Z0-1 KTB incelemesi
[mmunfloresan analiz

Neisseria h bakteri varlig;

16s rRNA gen sekansl ve bilesimsel analizler (R Gram boyama
Gram +/- bakterilerinin doku ekstraktinda gosterilmesi

Sekil 5.1. Calisma tasarimina ait Materyal-Metot akis semasi.
TESE islemi sonrasinda sperm varligi degerlendirmesine gore gruplandirma,;

TESE (+) Grubu;

e FEjakiilatta sperm olmayan (azospermi), TESE’de sperm bulunan hasta

TESE (-) Grubu;
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e FEjakiilatta sperm olmayan (azospermi), TESE’de sperm bulunmayan hasta
Kontrol Grubu;

e [Ejakiilatta sperm olan TESE hastasi seklinde yapilmistir.

Caligmaya alinan toplamda 90 hastanin mikrobiyolojik analizi sonrast;

e TESE (+) Grup: Mikrobiyota bulunan n=15, Mikrobiyota bulunmayan n=15
e TESE (-) Grup: Mikrobiyota bulunan n=15, Mikrobiyota bulunmayan n=15

e Kontrol Grubu: Mikrobiyota bulunmayan n=30 olarak belirlenmistir.

5.2. Orneklerin Toplanmasi

Calismaya dahil edilen hastalara, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
ABD’ye ait iiroloji ameliyathanesinde tiroloji uzman hekimi tarafindan mikro TESE
islemi uygulanmigtir. Calisma dizayn1 Oncesi, cild florasini ekarte etmek amaciyla
yapilan degerlendirmede %10’luk povidone iyot ile 5 dakika boyunca yapilan scrub
isleminin yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Bu baglamda, tiim hastalara operasyon
sahasi antiseptik soliisyon %10’luk povidone iyot ile 5 dakika boyunca temizlenmistir.
Kesi agilmadan 6nce deriden siirlintii alinmis ve negatif kontrol amacli 16S rRNA
incelenmek {izere mikrobiyolojik analize gonderilmistir. Ardindan konvansiyonel
biyopsi ile mikro TESE yontemine gegilmistir. Sag testis dokusundan yaklagik 2-3 mm
boyutunda alinan Ornekler, yagsiz yikama mediumu (SpermRinse, Ref: 20423,
Vitrolife) iceren steril tiiplere konulmustur. Islem sonunda ince eriyebilen bir siitur ile
tunika albuginea kapatilmistir. Testis dokusu, seminifer tiibiillerin sagilmasi i¢in
insiilin enjektorleri yardimiyla diseke edilmistir ve invert mikroskop altinda (Olympus
Eppendorff Transfer Man NK2) sperm hiicrelerinin varligi degerlendirilmistir.
Dokular sperm varligina gore gruplanarak 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu
takibi i¢in uygun fiksatif i¢cine alinmistir. Dokunun bir kismi1 mikrobiyota ¢alismasi

i¢in -80°C’de saklanmustir.
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5.3. Isik Mikroskobu Preparasyonu

TESE dokular1 morfolojik degerlendirme, gram boyama, immiinohistokimyasal
ve immiinfloresan boyama i¢in Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Ana Bilim Dali laboratuvarinda takibe alinmistir. Tiim gruplarin testis
dokular1 %10’luk Bouin fiksasyonundan sonra yiikselen alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gecirilerek dehidrate edilmistir. Ksilol ile seffaflastirilan dokular,
60°C’lik etiive alinarak parafin i¢cinde gece boyunca bekletilmistir ve ardindan oda
1s1sinda parafine gomiilerek bloklanmistir. Parafin bloklardan mikrotom (Thermo
Scientific, HM340E) ile yaklasik 5 pm kalinliginda alinan kesitler, pozitif sarjli lamlar
tizerine aktarilarak hematoksilen-eozin boyama, gram boyama, immiinohistokimyasal

ve immiinfloresan boyama i¢in hazir hale getirilmistir.

5.3.1. Hematoksilen-eozin boyama

Pozitif sarjli lamlara alinmis doku kesitleri deparafinizasyon igin 1 saat ksilolde
tutulmustur. Azalan alkol serilerinde (%100, %96, %90, %70 alkol) beser dakika
tutulan kesitler, distile suya alinarak 5 dakika boyunca bekletilmistir. Lamlar, Gill
hematoksilende (Sigma Aldrich, GHS132) 7 dakika siiresince bekletilmistir. Boyanma
sonrasi 25 dakika akar su altinda tutularak mordanlamanin tamamlanmasiyla 15 dakika
eozinde bekletilip distile suda yikanmistir. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %96,
%100) gegirilen kesitler, ksilole alinmistir ve 10 dakika sonra entallan kullanilarak
lamel ile kapatilmistir. Kapatma igleminin ardindan morfolojik degerlendirme igin 11k
mikroskobu (Nikon Instruments Inc., Amerika Birlesik Devletleri) altinda X200 ve
X400 biiyiitmelerde inceleme yapilmistir. Her kesitte en az 10 alan segilerek 50
seminifer tiibiil 20X biiyiitmede Johnsen Skorlamasi’na gére degerlendirilmistir (77).
Johnsen skorlamasi agagidaki Tablo 5.3.1.1.’deki kriterlere gore yapilmistir.
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Tablo 5.1. Johnsen skorlama kriterleri

Tiibiiller igerisinde hiicre yok

Tiibiiller igerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut
Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

Yalnizca birkag spermatosit var (<5), spermatid/spermatozoa yok
Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var
Spermatozoa yok, yalnizca birkag spermatid var (<5-10)
Spermatozoa yok, bir¢ok spermatid var

Yalnizca birkag spermatozoa var (<5-10)

W 00 N Y A W N R

Birgok spermatozoa var, germinal epitel bozuk ve liimen oblitere

(Y
(=]

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

5.3.2. Gram boyama

Gram boyama yontemi igin testikiiler dokularin bir kism1 homojenize edilmistir.
Pozitif sarjli lamlar iizerine hazirlanan yayma preparatlar havada kurutulmustur.
Lamlarin st kristal viyole boyasi ile kaplanarak 1 dakika boyunca bekletilmistir. Bol
distile su ile yikanan lamlar, 1 dakika boyunca lugol ¢ozeltisi ile muamele edildikten
sonra tekrar distile su ile yikanmistir. Ardindan %95°lik etanole alinarak 10-15 saniye
bekletilen lamlar tekrar distile suyla yikanmigtir. Sulu fuksin boya ¢ozeltisi ile lamlarin
tistli kaplanip 30 saniye bekletilmistir ve son olarak kurutma kagidi ile kurutulmustur.
Isik mikroskobu (Nikon Instruments Inc., Amerika Birlesik Devletleri) altinda
incelenen preparatlarda, mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram (+), pembe-

kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak degerlendirilmistir (78).

5.3.3. Dokuda ZO-1 proteinin immiinohistokimyasal olarak boyamasi

Dokular, immiinohistokimyasal boyama protokolii i¢in bouin fiksatifinde 16 saat
bekletilerek tespit edilmistir. Tespit sonras1 %70 alkolde rengi berraklasana kadar
bekletilen dokular, daha sonra yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100)
gecirilerek dehidrate edilmistir ve ksilol ile seffaflagtirilmistir. Gomme islemi 6ncesi,
60°C’lik etiive alinan dokular parafinde 1 gece boyunca bekletilmistir. Daha sonra oda
1s1sinda parafin i¢ine gdmiilerek bloklanmistir. Parafin bloklardan mikrotom ile 4-5pm

kalinliginda kesitler alinip pozitif sarjli lamlar iizerine aktarilmistir. Baslangigta,
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parafinden uzaklastirilmak istenen kesitler, 1 saat ksilolde tutulmustur. Azalan alkol
serilerinde (%100, %96, %90, %70 alkol) beser dakika tutulan kesitler, 5 dakika
boyunca distile suda bekletilmistir. Daha sonra endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi igin kesitler %3 hidrojen peroksit (H202), (Merck, REF:108600.1000)
sollisyonuna alinarak oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Distile su ile {i¢
defa ¢alkalanarak durulanmistir. Dokudaki antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak
amaciyla, 1/10’luk Etilen Diamine Tetraasetik Asit (EDTA),(Merck, Sigma ED4SS)
icinde 110°C’de 20 dakika bekletilen kesitler, 20 dakika boyunca oda sicakliginda
sogumaya birakilmistir. Kesitler, distile suda {iger kez ¢alkalanip durulandiktan sonra
iki kez beser dakika olacak sekilde Phosphate Buffered Saline’de (PBS; fosfat
tamponu, pH:7.2-7.4, Merck 524650) bekletilmistir. Hidrofobik kalem (Pappen,
DAKO) ile kesitlerin ¢evresi ¢izilerek oda sicakliginda 10 dakika siire ile protein
blokaj1 (Ultra V blok, Invitrogen Blocking Solution REF: 859043) uygulanmistir.
Kesitler 1/100 oraninda diliie edilmis ZO-1 antikoru (Millipore Anti-ZO-1 Tavsan
Polyclonal Antibody AB 2272) ile +4°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir ve
inkiibasyon sonrasi PBS’e alinarak 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra sekonder
antikor ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilen kesitler, 10 dakika siireyle
streptavidin peroksidaz (Invitrogen HRP-Streptavidin REF: 859043) ile muamele
edilmistir. Kesitler PBS’de iki kez beser dakika yikanmustir. Renkli reaksiyon
irlininiin olugmas1 igin 3-10 dakika 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) kromojen ile
inkiibasyon sonras1 Mayer hematoksilen ile boyama yapilmistir. Son olarak entallan
kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Boyanmis kesitler, 151tk mikroskobu (Nikon
Instruments Inc., Amerika Birlesik Devletleri) altinda X20, X40 ve X100
biiyilitmelerde incelenip fotograflanmistir. Gruplar arasi skorlamada, ¢ok, orta ve az
Z0O-1 boyanmas seklinde digital analiz ImageJ 1.53t (National Institutes of Health,
USA) programi ile semikantitatif degerlendirme yapilmistir. Verilerin analizinde

GraphPad Prism (ver. 7.00) yazilim1 kullanilmistir.
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5.4. Floresan Mikroskop Preparasyonu

5.4.1. Dokuda Neisseria Gonorrhoeae immiinfloresan boyamasi

Kesitlere ilk olarak deparafinizasyon islemi uygulanmistir. Bu islem igin kesitler
siras1 ile 1 saat ksilolde bekletildikten sonra azalan alkol serilerinden (%100, %96,
%90, %70 alkol) beser dakika gecirilip 5 dakika distile suda tutulmustur. Dokudaki
antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak amaciyla, 1/10’luk Etilen Diamine
Tetraasetik Asit (EDTA),(Merck, Sigma EDA4SS) i¢inde 110°C’de 20 dakika
bekletildikten sonra, 20 dakika boyunca oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Oda
sicakliginda sogutulan kesitler, yikama islemi igin, li¢ kez beser dakika PBS ile
muamele edilmistir. Spesifik olmayan baglanmalar1 ortadan kaldirmak amaciyla,
kesitler, 20 dakika siireyle blocking serum (Histostain Plus Broad Spectrum,
Invitrogen) iginde oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 5 dakika siireyle ii¢
kez PBS ile yikama islemine tabi tutulan kesitler, 1/100 oraninda diliie edilmis
Neisseria gonorrhoeae antikoru (GeneTex, Rp pAb HRP, GTX3691) ile bir saat
+4°C'de inkiibasyona birakilmigtir. Negatif kontrol amaciyla, bir grup kesit ayni
islemlere primer antikor ilave edilmeden (primer antikor yerine PBS kullanilmistir)
tabi tutulmustur. Kesitler tizerinden primer antikorun uzaklastirilmasi igin, li¢ kez
beser dakika PBS ile yikama yapilmistir. Yikama sonrasi kesitler, Fluorescein-5-
isothiocyanate (FITC) ile 15 dakika muamele edilmistir. PBS soliisyonu ile yikama
islemi 5 dakika siireyle tekrar edilmistir ve kesitler kapama soliisyonu
Mounting+DAPI (4 6, 6-diamidino-2-fenilindol) medium ile kapatilmistir. Immiin
pozitif hiicreleri goriintilemek amaciyla floresan atagmanl arastirma mikroskobundan

(Zeiss Axio Scope Al) ve kamera/goriintii analiz sisteminden yararlanilmistir.

5.5. Testis Dokusunda Mikrobiyota Calismasi

5.5.1. Testis dokusundan DNA ekstraksiyonu

TESE dokusuna ait mikrobiyota analizi Diagen Biyoteknoloji Merkezi’nde
yapilmistir. Mikrobiyota analiz ¢alismasinda kullanilan tiim malzemeler, capraz
kontaminasyonu 6nlemek i¢in, RNaz soliisyonu ile silinip kullanilan malzemeler ve
ortam, ultraviyole (UV) 1s1k ile sterilize edilmistir. Negatif kontroller hazirlanmstir.

Kullanilan malzemelerden, PCR kitlerinden, ortam havasindan ve testis deri
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stiriintiilerinden Ornekleme yapilip kontaminasyon kaynakli olabilecek sonuglar,
negatif kontrollerle karsilastirilarak sunulmustur. Boylelikle, elde edilen testikiiler
doku mikrobiyotasinda doku dis1 kontaminasyon olup olmadigina bakilmistir.
Mikrobiyota analizi i¢in 25 mg biiyiikliigiindeki testis dokular1 -80°C’de stoklanmustir.
Mikrobiyota c¢alismasinda ayni giin dokular kuru buz igerisinde arastirmanin

yapilacag1 Diagen biyoteknoloji merkezine gotliriilmiistiir.

Dokuda ekstraksiyon protokolii i¢in, QuickGene (Dokudan DNA ekstraksiyon
kiti) ekstraksiyon cihaz1 kullanilmistir. ilk olarak, 25 mg doku numunesi 250 pl MDT
(Doku Lizis Tamponu) soliisyonu ile birlikte homojenizasyon tiipiine aktarilmistir.
Homojenizasyon i¢in tiipiin igerisine 15 mg 0,1 mm cam boncuk veya 10 tane 1,0 mm
zirkon boncuk eklenmistir. Homojenizatérde 5000 rpm’de 2x120 saniye uygulama
yapilmistir. Numune, homojenize edildikten sonra, lizerine 25 pl EDT (Proteinaz K)
soliisyonu eklenip 56°C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, oda
sicakliginda 10 dakika 15000 g santrifiij uygulanmistir. Santrifiij sonrast 200 pl
siipernatant, 1,5 ml’lik mikro tiipe aktarilmistir. Uzerine 180 ul LDT (Hiicre Lizis
Tamponu) soliisyonu eklenip 15 saniye vorteks yapildiktan sonra mikrotiip, 70°C’de
10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bir sonraki asamada, %99’luk soguk etanolden
240 pl eklenip 15 saniye vorteks yapilmistir. Mikrotiipiin biitiin igerigi QuickGene
(Kurabo) filtreli kasete aktarilmistir ve cihaz protokolii takip edilerek yikamalar ve
elisyon islemi gerceklestirilmistir. 750 ul WDT (Yikama tamponu) soliisyonu
kullanilarak ti¢ defa yikama yapilmistir. Ekstraksiyon islemi sonucunda, 200 ul CDT
(Elisyon Tamponu) ile sulandirilmis ortalama 50-60 ng genomik DNA elde edilmistir.

5.5.2. DNA ol¢iimii

Colibri Titertek Berthold cihazi kullanilarak DNA 6l¢iimleri gerceklestirilmistir.
Ornek tipi DNA-50, 151k yolu uzunlugu otomatik olacak sekilde parametreler
ayarlanmistir. Cihazin kapagi acildiktan sonra korleme igin, kit igerisinde bulunan
eliisyon tamponundan 2 pl konulduktan sonra kapak kapatilip islem baslatilmistir.
Numunelerden sirastyla 2 pl alinip 6lglim secenegi kullanilarak DNA 6lgme islemi

tamamlanmuistir.
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5.5.3. 16s rRNA gen sekanslama ve bilesimsel analizler

Ekstrakte edilen bakteri DNA’larinda bulunan 16S rDNA V3-V4 bolgesi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildikten sonra HiSeq
platformunda (Illimuna) yaklasik olarak bolgenin tamaminin ortiistiigli 2x250 bp pair-
end (cift uclu) protokolii takip edilerek dizileme gergeklestirilmistir. Amplifikasyon
sirasinda kullanilan bu primerler hem HiSeq sekanslama i¢in hem adaptorleri i¢in hem
de PCR iirlinlerinin direk dizilenmesi ve ¢ip iizerinde havuz sistemi olusturmak i¢in
single-end (tek ugta) barkodlar1 igermektedir. 16S rRNA gen igeriginden elde edilen
veri, filogenetik ve hizalama (alignment) tabanli yaklasimlar ile data ¢éziimlemesiyle
en yiiksek seviyede verim alinmasimi saglamaktadir. Ozgiin molekiiler barkodlar ile
okuma ciftleri aynstirilmistir ve pair-end (cift uglu) okumalart FLASH V1.2.7
kullanilarak birlestirilmistir (79). FLASH yazilimi, DNA fragmentinin karsilikli
kesisen sonlarindan olusturulan okuma ile bazi okumalarin Ortiismesiyle bile pair-
end’leri birlestirebilmesi i¢in tasarlanmigtir (80). QIIME (V1.7.0) kalite kontrol
prosesine gore raw taq’lardaki yiiksek kalite filtresi ile temiz taq’lar elde etmek i¢in
spesifik filtreleme kosullar1 altinda gergeklestirilmistir (81). Bu taq’lar UCHIME
algoritmas: kullanilarak kimera sekanslari tespiti igin referans database ile
karsilastirilmistir ve kimera sekanslari ¢ikarilmistir. Sonunda efektif taq’lar elde
edilmistir. Ek olarak, birlestirilen okuma sonuglarina kalite filtresi uygulanmistir ve
beklenen hata orani (P-value) 0,05 {izerinde olanlar elenmistir. 16S rRNA gen dizileri
UPRASE algoritmas1 kullanilarak %97 benzerlik kesim orani (cut-0ff) ile Operasyonel
Taksonomik Unite (OTU) kiimelerine ayrilmistir. Taksonomik siniflara karar vermek
icin sadece 16S V3-V4 boélgesini igeren SILVA optimize edilmis versiyonu ile
OTU’lar haritalanmigtir. Ayrilmis (demultiplexed) okumalarin UPARSE OTUs
kullanilarak haritalanmasi ile yogunluklar elde edilmistir. Tiim OTU'larin temsili
dizilerinin filogenetik iliskisini elde etmek i¢in, ¢cok sayida diziyi karsilastirabilir olan
MUSCLE kullanilmistir. Onceki iki basamakta olusturulan OTU tablolar1 ile Alpha-

diversity ve beta-diversity analizleri yapilmistir (82).
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5.6. Gecirimli Elektron Mikroskobu Preparasyonu

Testislerden alinan doku ornekleri, %2,5’luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2)
glutaraldehit fiksatifi iginde +4°C’de 4 saat fikse edildikten sonra tamponda yikanmistir.
Daha sonra %1’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapilmistir. Yiikselen alkol
serilerinden (%70-5dk, %90-10 dk, %96-10 dk, %100-2x15 dk) gegcirilerek dehidrate
edilen dokular, daha sonra propilen oksitten gegirilmistir. Ardindan Epon 812’ye
gomiilerek 60°C’de etiivde polimerize edilmistir. Ultramikrotomda (Reichert, Supernova
ultramicrotome) alinan yari ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile boyanmustir. Yari ince
kesitlerde yer tayini yapildiktan sonra bakir gridler iizerine alinan yaklasik 60 nm
kalinligindaki ince kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmustir. Ince kesitler,
JEOL 1200 SX gecirimli elektron mikroskobu ile X3000, X5000, X75000, X20000

biiyiitmelerde incelenip fotograflanmustir.

5.7. Istatiksel Degerlendirme

Verilerin analizinde GraphPad Prism (ver. 7.00) yazilimi kullanilmistir.
Normalite Shapiro-Wilk testi ile 6l¢iilmiistiir. Normal dagilim gosteren ¢oklu gruplarin
kiyaslanmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA, Dunnet testi) kullanilirken,
normal dagilim gdstermeyen gruplarin kiyasinda ise Kruskal-Wallis (Dunn testi ile)
varyans analizi kullanilmigtir. Tiim veriler ortalama + ortalamalarin standart hatasi
(0.s.h) olarak sunulmustur. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak kabul

edilmistir.

p degerlerine tekabiil eden ve anlamlilik seviyesini belirten y1ldiz sayisi sirastyla

su sinirlara gore ifade edilmistir:

e n.s.=p>0.05
e *=p<0.05
e **=p<0.01

o ***=p<0.001
o ****=p<(.0001

Bu derecelendirme, yildiz sayis1 arttik¢a aradaki anlamlilik seviyesinin de o

kadar artmakta oldugunu gdstermektedir.
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6. BULGULAR

6.1. Hastalarin Demografik Sonuglari

Calismaya dahil edilen hastalarin demografik verileri incelendiginde ii¢ grup i¢in
yas ortalamasi 35,02+0,68°dir. Boy ve kilo agisindan degerlendirmede ortalama
degerleri sirasiyla 175,6+£0,84 cm ve 78,84+1,7 kg seklinde bulunmustur. Hastalarin
hormon degerleri incelendiginde en yiiksek standart sapma FSH hormonunda
saptanmigtir (Tablo 6.1). Kontrol grubu hastalarina ait sperm sayis1 ortalama olarak
25,81+5,91 milyon bulunurken, motil hiicre yiizdesi ortalama 35,94+5,6 bulunmustur

(Tablo 6.2).

Tablo 6.1. Hastalara ait demografik veriler.

Parametre (birim) Min-max (medyan) Standart

Hasta sayisi Ort.s.e.m sapma
(s.s)

Yas (vil) 26-44 (35) 4,60

n=90 35,02+0,68

Boy (cm) 160-194 {175) 5,63

n=90 175,6+0,84

Kilo (kg) 55-111 (78) 11,40

n=90 78,84+1.,7

BMI (kg/m?) 17,6-37,1 (25.,4) 3.86

n=90 25.61+0,57

ILH 0,1- 92,6 (10} 13,5

n=90 12,51x2.01

FSH 0,1-149 (10,6%) 24 .86

n=90 19.41+3.7

PRL. 4,57-35 (10,37) 4,96

n=90 11,3520,74

Testosteron 0,33-10,05 (4,7) 2,21

n=90 4,77+0,33

Tablo 6.2. Kontrol grubuna ait ejakiilat sperm parametreleri.

Parametre (birim) Min-max (medyan) Standart

Hasta sayisy Ort.s.e.m sapma
(5.58)

Sperm sayisi (x10%) 5-90 (12} 23,606

n=30 25814591

Motil hiicre yizdesi 0-60 (40} 22.53

11=34 3594456

Calisma gruplari incelendiginde yas (p=0.019) ve FSH (p<0,0001) degerlerinin
gruplar arasi anlamli fark gosterdigi bulunmustur. Kontrol grubu hastalarinin
yaglarinin (37,6£1,09), TESE (+) (33,13+1,10) ve TESE (-) (34,33+1,14) gruplarina
gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ayrica kontrol grubu, TESE (+) ve TESE

43



(-) gruplarda BMI, LH, PRL ve testosteron degerleri agisindan gruplar arasi bir fark
gozlenmemistir (p>0.05) (Tablo 6.3).

Tablo 6.3. Cesitli parametreler agisindan gruplar arasi ortalamalarin (+o.s.h ile)
karsilastirilmast.

Kontrol Grubu TESE (-) Grubu TESE (+) Grubu pdeferi p
Min-max (medyan) Min-max (medyan) Min-max seviyesi
Ortxo.s.h Ortxo.s.h {medyan)
Ortto.s.h

Yas® 31-44 (37) 26-42 (34) 26-40 (33¢
37,6+1,09 34,33+1,14 33,13+1,104 0,019 *

Boy* 169-184 (178) 170-180 (175) 160-194 (176) 0.911 s
176,1+1,19 175,3+0,87 175,521 ?

Kilo* 60-83 (78) 55-105 (78) 58-95 (82) 0.107 ns
75,07£1,7 77,8+2,85 83,67+3,68 ?

BMI* 19,6-26.4 (24,5) 17,6-33,5 (25,5) 18,7-37,1 (26.6) 0.076 s
24,19+0.41 25,32+0.87 27,33+£1,35 ?

LHb 0,1-17,8 (10,8) 0,18-92.6 (9,7) 4,73-33 (9.8) 0914 ns
9.835+1,09 16,21+5,60 11,48+1.79 ?

FSH* 0,1-10,69 (5) 10,3-149 (28,36} 1,55-49.5 (14,97 <0.0001 A
5,245+0,74 36,748,824+ 16,29+3,694 *

PRL*® 4,57-17,27 (10} 7,07-35 (12,2) 7-17 (9 0.269 ns
10,43+0,92 13,431,777 10,18+0,82 ®

Testosteron* 3.,63-8,62 (5,2) 0,33-8,08 (4,24) 0,99-10,05 (4,63) 5292 ns

L 9 ,8 5 =

# kontrole gére anlamh farklilik gdsteren grup

a Tek Yénlii Varyans Analizi (Dunnet goklu kiyaslandirma testi ile beraber)

b Kruskal-Wallis Varyans Analizi (Dunnet goklu kiyaslandirma testi ile beraber)
ort.= ortalama

©0.8.h= ortalamalarin standart hatas:

n.s= not significant (anlamlh seviyede degil)

6.2. Isik Mikroskobu Bulgular:

Calismamizda kontrol grubu, TESE (+) ve TESE (-) gruplarinin testis biyopsi
orneklerine ait doku preparatlart 151k mikroskobunda incelenmistir ve Johnsen

kriterlerine gore gruplar arasi farkliliklar gézlemlenmistir.

6.2.1. Hematoksilen-eozin degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait histopatolojik degerlendirmede, seminifer tiibiillerin etrafi
bazal membranla sarili, bazal membrana komsu spermatogonyum hiicreleri, belirgin
niikleusa sahip primer ve sekonder spermatid hiicreleri ve liimene dogru yerlesik
farklilasma gecirmis sperm hiicrelerinin varlig1 gézlemlenmistir (Resim 6.1 ve Resim
6.2). Kontrol ve TESE (+) grubuna ait Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanmuis testis
dokular1 151k mikroskobunda incelendiginde, seminifer tiibiillerin bircogunda bazal

membranin hiicrelerle yakin iliskide oldugu, tiiblil duvarinda spermatogenik seri
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hiicrelerinin var oldugu ve bunlarin birbiriyle etkilesimde oldugu goriilmiistiir. TESE
(+) grubuna ait dokularda bazal membrandan tiibiil liimenine dogru spermatogenik
seriye ait hiicrelerin diziliminde diizensizliklerin oldugu belirlenmistir. Ayrica,
belirgin olarak primer spermatositlere, spermatidlere ve tiibiillerin limeninde
spermatogenik seriye ait farkli evrelerde hiicre topluluklarina rastlanmistir (Resim 6.3

ve Resim 6.4).

TESE (-) gruba ait H-E ile boyanan testis dokusu incelendiginde, seminifer tiibiil
icerisinde spermatogenik seri hiicre gruplarina rastlanmamistir. Cogu seminifer
tiiblilde diizenli bir liimen bulunmamasi (dejenere), tiibiil yapisinin kiigiilmesi (atrofik)
ve hiyalinize tlibiiller gozlemlenmesi yapisal biitinligin belirgin  sekilde
bozuldugunun gostergesidir. Baz tiibiillerde, spermatogonyumlar goriilmiis olsa da
spermatogenezin diger evrelerindeki hiicrelerin goriilmedigi belirlenmistir. Seminifer
tiibiillerde Sertoli hiicreleri yogun olarak bulunmaktadir ve sitoplazmalarinin eozinle
boyanmamis olmasindan dolay1 seffaf goriintiiler elde edilmistir (Resim 6.5 ve Resim
6.6). Bu duruma bagl olarak spermatogenik seri hiicrelerinden sadece
spermatogonyuma rastlanmistir. Bazi tiibiillerde hipospermatogenez (Germ Hiicre
Hipoplazisi) nedeniyle germinal epitel yapisinin gevsek oldugu goriilmektedir ve
incelmis bos tliblil yapisina rastlanmistir (Resim 6.5). Baz1 dokulara ait kesitlerde,
hiyalinlesmis bozulmus bazal membran varli§i goriilmiistiir ve tiibiil i¢i hiicrelerin
bazal membran ile baglantilarinin koptugu tespit edilmistir. Kontrol, TESE (+) ve
TESE (-) gruplarina ait testis biyopsileri histopatolojik olarak incelenerek Johnsen
skorlamasi yapilmistir. Johnsen skorlamasina gore spermatogenik seriye ait hiicrelerin
tiibiiller icerisindeki varhigina bakilip, doku basina 50 tiibiil Johnsen 1-10 arasi
skorlanarak ytiizdelik olarak veriler bulunmustur. Gruplar aras1 semikantitatif analiz
sonucunda kontrol grupta diger iki gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmistir (*p<0.05) (Tablo 6.4).
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Tablo 6.4. Tiim dokularin histopatolojik degerlendirmesi ve Johnsen skorlamasi.

Histolojik Kriter Skorlamasi (Modifiyve Johnsen Skorlamasi) Total
Seminifer epitel | Germinal hiicre Sadece Spermatid ya da | Spermatid yada| Spermatozoa Spermatozoa | Tibil bagina | Hafif derecede Birgok
yok vok, yalmz |spermatogonia| spermatozoa | spermatozoa vok, geg yok, geg ondan az hozulmug spermatozoa
- ) . bulunan tam bir
sertoli hiicre yok, az sayida | yok, ¢ok sayida | spermatid yok, | spermatid yok, | spermatozoa, | spermatogenez, spermatogenczis
spermatosit spermatosit az sayida erken gok sayida birkag geg birgok geg
spermatid erken spermatid | spermatid spermatid,
dizensiz epitel

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TESE (+) Grubu 0 0 0 0 0 4 6 16 4 0 30
TESE (-) Grubu 0 8 4 6 12 0 0 0 0 0 30
Kontrol Grubu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 30

TESE (+) Grubu TESE {-) Grubu

n %a n %

Johnsen 10 0 Johnsen 10 0 0

Johnsen 9 4 13,3 Johnsen 9 1] h]

Johnsen 8 16 533 Johnsen 8 4] 0

Johnsen 7 6 20 Johnsen 7 0 0

Johnsen 6 4 13,3 Johnsen 6 0 0

Johnsen 5 0 0 Johnsen 5 12 40

Johnsen 4 0 0 Johnsen 4 1] 20

Johnsen 3 0 0 Johnsen 3 133

Johnsen 2 0 0 Johnsen 2 26,6

Johnsen 1 0 0 Johnsen 1 0

Taotal 30 ~100,0 Total 30 ~100,0
Histopatolojik Analiz Kontrol Grubu (n=30) TESE (+) Grubu (n=30) TESE (-) Grubu (n=30) p Deferi
Johnsen Skorlamasi 10+0.2 7.86 £0.2 4,930.2 0.031%
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Resim 6.1. Kontrol grubuna ait testis dokusu. Seminifer tiibiilde spermatogonyum

(siyah ok), spermatositler (kirmizi ok, yesil ok), elongated sperm hiicresi (mavi ok),
tiibiil liimenine dogru siralanmis spermatogenik seri hiicreleri (mavi ¢izgi)

goriilmektedir. Isik mikroskobu, Biiyiitme: 40X, Bar: 50um, H-E boyama.
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Resim 6.2. Kontrol grubuna ait biitiinliigiinii koruyan bir seminifer tiibiiliin yapisi.

Spermatogenik seri hiicrelerinin tiimiinii i¢erdigi goriilmektedir. Mavi oklar sperm
hiicrelerinin baglarin1 géstermektedir. Isik mikroskobu, Biiytlitme: 100X, Bar:10um,
H-E boyama.
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Resim 6.3. TESE (+) gruba ait testis dokusu. Seminifer tiibiil bazal membran1 (gri
ok), spermatogonyum (siyah ok), spermatositler (kirmiz1 ok, yesil ok), elongated
sperm hiicresi (mavi ok) goriilmektedir. Isik mikroskobu, Biiylitme:40X, Bar: 50um,
H-E boyama.
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Resim 6.4. TESE (+) gruba ait seminifer tiibiil igcinde yer alan elongated sperm

hiicresi (mavi ok). Isik mikroskobu, Biiyiitme: 40X, Bar: 50um, H-E boyama.
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b\ # AT RN S L
Resim 6.5. TESE (-) gruba ait testis dokusu. Az sayida spermatogonyum varligi
hipospermatogenezin (germ hiicre hipoplazisi) gostergesidir. Germinal epitelin
gevsek ve incelmis oldugu goriilmektedir. Spermatogenik seri hiicreleri icermeyen
atrofik tiibiil yapis1 dikkat ¢ekmektedir. Isik mikroskobu, Biiyiitme: 100X,

Bar:10um, H-E boyama.
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Resim 6.6. TESE (-) gruba ait seminifer tiibiil yapisi. Seminifer tiibiil duvarinda
hyalin, fibroz ve eozinofilik materyal ile konsantrik kalinlagma (Siyah ok)

goriilmektedir. Isik mikroskobu, Bilyiitme: 40X, Bar: 50um, H-E boyama.

6.2.2. Gram boyama degerlendirilmesi

Gram boyama kontrolii i¢in hazir kiiltiirden gram pozitif kok (kirmizi), gram
negatif comak (mavi) bakterileri alinip lam kenarlarma yayilarak korele boyama
yapilmistir (Resim 6.7). Boyama sonrasi kontrol grubuna ait doku ekstrelerinde
bakteriyel varliga rastlanmamistir (Resim 6.8). TESE (+) ve TESE (-) gruplarinda
gram pozitif ve gram negatif bakteri varlig1 benzer yogunlukta gdzlemlenmistir (Resim
6.9 ve Resim 6.10). Gram negatif bakteri diplokok benzeri yapida pembe renkte
boyanma gosterirken, gram pozitif bakteriler kok benzeri yapida mor renkte boyanma

gostermistir.
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Resim 6.7. Gram boyama kontrolii i¢in, hazir kiiltiirden gram pozitif kok (kirmizi) ve
gram negatif comak (mavi) bakterileri alinip lam kenarlarina yayilarak korele

boyama yapilmigstir.
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Resim 6.8. Kontrol grubuna ait testis siirlintiisiinde bakteri boyanmasi mevcut

degildir, Isik mikroskobu, Biiylitme: 100X, Bar: 10 ym, Gram boyama.
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Resim 6.9. TESE (+) gruba ait testis siirlintiisiinde bakteri varligi gosterilmistir.

Gram negatif diplokoklar pembe renkte (siyah ok) ve gram pozitif koklar mor
benzeri renkte (kirmizi ok) goriilmektedir. Isik mikroskobu, Biiyiitme: 100X, Bar:10

um, Gram boyama.
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Resim 6.10. TESE (-) gruba ait testis siirlintlisiinde bakteri varlig1 gésterilmistir.

Gram negatif diplokoklar pembe renkte (siyah ok) ve gram pozitif koklar mor
benzeri renkte (kirmiz1 ok) goriilmektedir. Isik mikroskobu, Biiyiitme: 100X, Bar: 10

um, Gram boyama.

6.2.3. Dokuda ZO-1 proteinin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Testikiiler doku biyopsi 6rneklerinde KTB’ni olusturan baglanti proteini ZO-
I’in immiinohistokimyasal boyanmas1 sonrasinda kontrol grubunda Sertoli hiicreleri
arasinda normal ZO-1 ekspresyonu gozlenmistir (Resim 6.11). Ayrica sertoli
hiicrelerinin lateral ve yan yiizeyleri boyunca kesintisiz bir boyanma tespit edilmistir.
TESE (+) grubuna ait testis dokularinin bazi alanlarinda ZO-1 ekspresyonunun az
oldugu gozlenmistir. Ancak bu grupta biitinliglinii korumus seminifer tiibiillerde
Sertoli hiicreleri arasinda da ZO-1 eskpresyonunun ¢ok oldugu gézlenmistir (Resim
6.12). TESE (-) grubuna ait testis dokularinda ise bazi tiibiillerde sadece Sertoli
hiicrelerini igeren seminifer tiibiillerin varlig1 sadece Sertoli hiicre sendromunun
mevcut  oldugunu  gostermektedir. Bu  Orneklerde  ZO-1  ekspresyonu

gozlenlenmemistir. TESE (-) grubunda spermatogonyumlarin oldugu seminifer
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tiibiillerin bazilarinda bazal kompartmanin bir kisminda ve adluminal bdlgeyi
kaplayan yan yiizeylerinde ZO-1 ekspresyonu goriilmiistiir (Resim 6.13). Kontrol
grubunda yiiksek ekspresyon gosteren ZO-1 reaksiyonu, TESE (+) grubu ve TESE (-)
gruplarina goére anlamli olarak yiiksek gozlenmistir (*p<0.05). Semi kantitatif
istatistiksel sonuclar; Kontrol Grubu: %65.4 + 2.2, TESE (+) Grubu: %44.5 + 2.02,

TESE (-) Grubu: %23.4 + 1.8.

>

Resim 6.11. Kontrol grubuna ait testis dokusunda sertoli hiicreleri aras1 baglanti
bolgelerinde ZO-1 (—) ekspresyonu mevcuttur. Seminifer tiibiiller (ST), Bazal
Membran (BM), interstisyum alani (IS). Istk Mikroskobu, Biiyiitme: 40X, ZO-1

immunohistokimya boyamasi.
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Resim 6.12. TESE (+) gruba ait testis dokusunda bazi seminifer tiibiillerde (ST)
Bazal Membran (BM) altinda sertoli hiicreleri aras1 baglant1 bolgelerinde ZO-1 (—)
ekspresyonu mevcuttur. Isik mikroskobu, Biiyiitme: 40X, ZO-1 immunohistokimya

boyamasi.

e i AN G T e e, ihn

Resim 6.13. TESE (-) gruba ait testis dokusunun bazi seminifer tiibiillerin (ST) Bazal
Membrana (BM) yakin bolgesinde bazal kompartmanda hafif ZO-1 (—) boyanmasi
goriilmiistiir. Interstisyum alam (IS), Isik mikroskobu, Biiyiitme: 40X, ZO-1

immunohistokimya boyamasi.
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6.3. Floresan Mikroskop Bulgulari

6.3.1. Dokuda Neisseria gonorrhoeae varhigmin immiinfloresan olarak

degerlendirilmesi

Neisseria gonorrhoeae bakterisinin immiinfloresan boyanmasi sonrasi kontrol
grubuna ait testikiiler dokularda bakteriye ait herhangi bir boyanmaya rastlanmamaistir
(Resim 6.14). TESE (+) ve TESE (-) gruplarma ait testikiiler dokularda Neisseria
gonorrhoeae bakterisi immiinfloresan olarak yesil 1simalar yapmustir ve boylece varligi

gosterilmistir (Resim 6.15 ve Resim 6.16).

Resim 6.14. Kontrol grubunda Neisseria gonorrhoeae immiinfloresan boyamast,

A- Spermatogenik seri hiicrelerinin tiimiinii igceren seminifer tiibiil yapisi1 (halka,
¢izgi) Biyiitme: 40X, B- DAPI ile ¢ekirdek boyanmasi (beyaz ok) Biiyiitme: 100X,
Floresan mikroskobu.
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Resim 6.15. TESE (+) gruba ait testis dokusunda Neisseria gonorrhoeae
immiinfloresan boyamasi. Spermatogenik seri hiicreleri mevcut olan mozaik bir
tiibiiliin yapisi, A-B mikrograflarinda seminifer tiibiiller aras1 ve seminifer tiibiil i¢i
FITC yesil boyamasi (beyaz ok), A Biiyiitme: 40X, B Biiyiitme: 100X, Floresan
mikroskobu.

Resim 6.16. TESE (-) gruba ait testis dokusunda Neisseria gonorrhoeae

immiinfloresan boyamasi. Spermatogenik seri hiicreleri icermeyen bos tiibiil yapisi
(halka), A-B mikrograflarinda seminifer tiibiiller arasi ve seminifer tiibiil i¢i FITC
yesil boyamasi (beyaz ok). A Biiyilitme: 40X, B Biiyiitme: 100X, Floresan

mikroskobu.
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6.4. Testis Dokusunda Mikrobiyota Bulgular:

Dizileme sonrasi kontrol grubuna ait testikiiler dokularda mikrobiyotaya
rastlanmamistir. 16S rRNA varligina rastlanmayan kontrol grubu disinda TESE (+)
grubu (n=15) ve TESE (-) grubu (n=15) doku o&rneklerinde mikrobiyota
gozlenmemistir. Mikrobiyota varligi; TESE (+) grubu (n=15) ve TESE (-) grubuna
(n=15) ait testikiiler doku Orneklerinden elde edilmistir. Ayrica negatif kontrol
amaciyla ¢alisma sahasi kontrol altina alinarak yapilan analizde PCR sonucunda
bantlar izlenmemistir yani mikrobiyota varligi goézlenmemistir. Calismaya bu

kosullarda devam edilmistir.
Alpha cesitlilik analizine gore;

Alpha cesitlilik analizinde shannon testine gore gruplar arasi ¢esitlilik TESE (+)
grubunda, TESE (-) grubuna goére daha fazla izlenmistir fakat anlamli bir fark
bulunamamistir (p= 0,51) (Sekil 6.1). Alpha ¢esitlilik analizinde chao testine gore
TESE (-) grubunda bakteri yogunluk miktari TESE (+) grubundan daha fazla
bulunmustur ancak anlaml bir fark gézlenmemistir (p= 0,82) (Sekil 6.2).

Alpha g¢esitlilik analizinde simpson testine gore gruplar arasi farkliliklar rastgele
gozlenmektedir. TESE (-) grubunda cesitlilik birbirine yakinken, TESE (+) grubunda
cesitlilik birbirinden uzak olarak izlenmistir ve anlamli bir fark gézlenmemistir (p=
0,27) (Sekil 6.3). Alpha c¢esitlilik istatistiksel analizi i¢cin Kruskal-Wallis testi

kullanilmustir.
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Sekil 6.1. TESE (+) ve TESE (-) gruplarina ait alpha ¢esitlilik analizinde Shannon
test verileri.
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Sekil 6.2. TESE (+) ve TESE (-) gruplarina ait alpha ¢esitlilik analizinde Chao test
verileri.
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Sekil 6.3. TESE (+) ve TESE (-) gruplarina ait alpha gesitlilik analizinde Simpson
testi verileri.

Beta ¢esitlilik analizine gore;

Gruplar aras1 benzerligi degerlendirmek i¢in yapilan beta ¢esitlilik analizinde
PCA testine goére TESE (+) ve TESE (-) gruplar1 arasinda fark gdézlenmemistir.
Bireysel varyasyonlar gozlense de grup bazinda varyasyon olugsmamistir (p= 0,47)
(Sekil 6.4). PCoA-bray testine gére TESE (-) ve TESE (+) gruplar arasinda farklilik
gbzlenmemistir (p=0,55) (Sekil 6.5). PCoA analizinde unifract (unweighted/weighted)
testine gore TESE (-) ve TESE (+) gruplan arasinda filogenik olarak yogunluk ve
cesitlilik agisindan benzer gosterilmistir (p=0,43) (Sekil 6.6). Permanova testi ile
istatistiksel analiz kullanilmistir. Elde edilen sayisal degerler relative abundance

degerlerini tespiti i¢in ylizdelik sisteme normalize edilmistir.
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Sekil 6.4. TESE (+) ve TESE (-) gruplari beta gesitlilik analizinde PCA test verileri.
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Sekil 6.5. TESE (+) ve TESE (-) gruplari beta gesitlilik analizinde PCoA-bray test
verileri.
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Sekil 6.6. TESE (+) ve TESE (-) gruplari aras1 beta gesitlilik analizinde PCoA-
Unifract test verileri.

Krona analizine gore;

TESE (+) ve TESE (-) gruplarina ait testikiiler dokularda mikrobiyota igerikleri
krona analizi ile yiizdesel olarak degerlendirilmistir. Proteobakteria, TESE (+)
grubunda %30 oraninda bulunurken TESE (-) grubunda %31 oraninda goriilmiistiir ve
oranlar birbirine benzer bulunmustur. Ayni sekilde Firmucutes bakterisinin sirasiyla
%23 ve %29 oranlarinda varligi tespit edilmistir. Bakteroidetes, TESE (+) grubunda
%10 oranindayken TESE (-) grubunda %17 oram ile benzerlik gostermektedir.
Actinobacteria %2 oraninda TESE (+) grubunda mevcutken, %35 oraninda TESE (-)
grubunda bulunmaktadir. Fusobacteria, %0,9 oraninda TESE (+) grubunda
gozlenirken TESE (-) grubunda bu oran %1 olarak bulunmustur. Bu bakterilerin alt
tiirlerine ait bakteri popiilasyonu ve yiizdelik bulunma oranlar1 Sekil 6.7 ve 6.8’de
verilmistir. Elde edilen sayisal degerler relative abundance degerlerini tespiti igin

yiizdelik sisteme normalize edilmistir.
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Sekil 6.7. Krona analizine gore TESE (+) grubundaki bakterilerin oranlari.
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Sekil 6.8. Krona analizine gére TESE (-) grubundaki bakterilerin oranlari.
Taxabar plot yontemi sonuglarina gore;

TESE (+) ve TESE (-) gruplarina ait dokularin mikrobiyota iceriklerinin taxabar plot

ile phylum tiirlemesi sonuglarina gore, TESE (+) grubunda Firmucutes bakterisi TESE (-

) grubu ile benzer bulunmustur. Proteobacteria miktari iki grupta da benzer bulunmustur.
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TESE (-) grubunda TESE (+) grubuna gore Bacteriodetes, Actinobacteria ve Fusobacteria

bakterileri minimal diizeyde yiiksek bulmustur (Sekil 6.9).

Testikiiler dokularin mikrobiyota igeriklerinin taxabar plot ile genus alt

tirlemesine gore Proteobacteria alt grubu olan Neisseria bakteri tiiriiniin varligi,

TESE (+) grubunda TESE (-) gruba gore yiiksek goriilmiistiir. Streptococus,
Prevotella, Haemophillus, Granulicatella, Bifidobacterium, Porphyromonas,
Ralstonia, Rothia, Gemmiger, Veillonella, Aggregatibacter, Peptostreptococcus,
Lautropia,  Fusobacterium,  Enterococcus,  Pseudomonas,  Succinivibrio,

Actinobasillus bakterileri iki grupta benzer gozlenmistir (Sekil 6.10).
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Phylum
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I SR1
Others

Abundance

Sekil 6.9. Gruplar aras1 phylum analizinin taxabar plot verileri.

67



100-

Genus

Streptococcus
I’ Neisseria

Prevotella
B Haemophilus
B Granulicatella
Bifidobacterium
Porphyromonas
[Prevotella]
Ralstonia
Rothia
Gemmiger
Veillonella
Aggregatibacter
Peptostreptococcus
Lautropia
Fusobacterium
Enterococcus
Pseudomonas
B Succinivibrio

Actinobacillus
B Others

75-

50-

Abundance

25-

TESE (-) TESE (+)

e

Sekil 6.10. Gruplar aras1 genus analizinin taxabar plot verileri.
Core mikrobiyom analizine gore;

TESE (+) ve TESE (-) gruplar1 6rneklerinin mikrobiyota igeriklerinde core
mikrobiyom analizine gore iki grup arasinda prevalans degerlendirilmesi yapilmustir.
Iki grupta da Firmucutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes ve

Fusobacteria varligina yogun sekilde rastlanmustir (Sekil 6.11 ve Sekil 6.12).
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Sekil 6.11. Core Mikrobiyom analizinde TESE (+) gruba ait bakteri yogunlugu.
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Sekil 6.12. Core Mikrobiyom analizinde TESE (-) gruba ait bakteri yogunlugu.
6.5. Gegirimli Elektron Mikroskop Bulgulari

Kontrol grubuna ait testis dokular1 gegirimli elektron mikroskobunda (TEM)
incelendiginde, seminifer tiibiil icerisinde bulunan sertoli hiicreleri arasinda siki
baglantilar goriildii. Seminifer tiibiilleri c¢evreleyen bazal membran biitiinliigiinii
korumaktaydi. Kontrol testis dokularinda bazal membranin alt hizasinda
spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatidler gozlemlendi. Ayrica kan testis
bariyerinin bazal ve adluminal kompartmanini ayirt edecek sekilde siki baglantilarin
sertoli hiicrelerinin lateral ylizeyleri boyunca kesintisiz devam ettigi gézlemlendi (Resim

6.17 ve Resim 6.18).
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Resim 6.17. Kontrol grubuna ait testis dokusunun gegirimli elektron mikroskobu

goriintlisli. Sik1 baglantilar (—) sertoli hiicreleri arasinda izlendi. Biiytitme X20000.
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Resim 6.18. Kontrol grubuna ait mikrobiyota gézlenmeyen testis dokusunun

gecirimli elektron mikroskobu goriintiisii. Sertoli hiicreleri arasi siki baglantilarin

(—) varlig1 kan-testis bariyerinin korundugunu gdstermektedir. Biiytitme X20000.

TESE (+) grubunun mikrobiyota gozlenmeyen doku oOrneklerinde, sertoli
hiicreleri aralarinda siki baglantilar gozlenmistir ve KTB’de bozulma olmadigi
goriilmiistiir (Resim 6.19). Bazal membran alt yiizeyinde spermatogenik seri
hiicrelerine rastlanmistir. Fakat mikrobiyota gbézlenen dokularda, KTB’ni olusturan
sertoli hiicrelerinin hiicre kaynasma kisimlarinda kopmalarin oldugu, KTB’nin

biitiinliigiiniin korunmadig1 gézlenmistir (Resim 6.20).
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Resim 6.19. TESE (+) grupta mikrobiyota gozlenmeyen testis dokusunun gegirimli

elektron mikroskobu goriintiisii. Sertoli hiicreleri arasi sik1 baglantilar (siyah ok) ile
doku biitlinliigii korunmustur. Sertoli hiicre ¢ekirdegi (N), bazal membran (bm).
Biiyiitme X5000.
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Resim 6.20. TESE (+) grupta mikrobiyota gozlenen testis dokusunun gegirimli

elektron mikroskobu goriintiisii. Sertoli hiicreleri arasi sik1 baglantilar (siyah ok),

hiicreler aras1 baglantilarda yer yer acilmalar (kirmiz1 ok). Biiyiitme X20000.

TESE (-) gruba ait testis dokusunda ise seminifer tiibiillerin duvarlarinda
kollajen liflerinin arttifi ve peritiibiller duvarin kalinlastigi gozlenmistir. Cogu
seminifer tiibiilde yalnizca Sertoli hiicreleri gdzlenmistir ve hiicre sitoplazmasinda
vakuolize hiyalin maddelerin varligina rastlanmigtir. TESE (-) grubunda KTB’ni
olusturan siki baglantilar sertoli hiicrelerinin tiim lateral yiizeyi boyunca gézlenmistir
ve bu dokularda mikrobiyota analizinde bakteri varligi gozlenmemistir (Resim 6.20).
Mikrobiyota varliginin izlendigi TESE (+) ve TESE (-) dokularinin KTB’ni olusturan
sik1 baglant1 yapilarinin bozuldugu, yer yer biitiinliigiin korunmadig1 gézlenmistir ve

spermatogenik seri hiicrelerine rastlanmamuistir. (Resim 6.21 ve Resim 6.22).
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Resim 6.21. TESE (-) grupta mikrobiyota gézlenmeyen testis dokusunun gegirimli

elektron mikroskobu gorintiisii. Sik1 baglantilar (—) bazal ile adluminal bolme
arasinda goriilmistiir. Sertoli hiicreleri (S), sertoli hiicre ¢ekirdegi (N). Biiylitme
X5000.
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Resim 6.22. TESE (-) grupta mikrobiyota gozlenen testis dokusunun gegirimli

elektron mikroskobu gériintiisii. Siki baglantilar (—) bazal kompartmana yakin
gorlilmiistiir ve yer yer baglanti biitiinliigiinde bozulmalar gézlenmistir. Sertoli

hiicreleri (S). Biiyiitme X75000.
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7. TARTISMA

Insan viicudunda var olan mikroorganizmalar (bakteri, arkea, viriis, mantar ve
diger tek hiicreli 6karyotlar), mikroorganizmalarin genetik materyali ve g¢evrenin
tamamint mikrobiyom olarak aciklayabiliriz. Mikrobiyom, insan ile ortak yasam
icinde varligini siirdiiren bir “siiper organizma” olarak kabul edilmektedir (83). Bu
toplulugun biiyiik bir kismini bagirsak mikrobiyomu meydana getirmektedir. insan ile
besinler, patojenik organizmalar, toksinler gibi g¢evresel faktorler arasinda gegis
yaparak metabolizmanin diizglin isleyisinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Dogum
sirasinda anneden aktarilan mikrobiyom, dogum sekliyle dogrudan iligkilidir ve
beslenme aliskanliklari, yasam sekli, maruz kalinan patojenlerin ve parazitlerin

etkisiyle icerik agisindan degisiklige ugramaktadir (84).

Hastaliklarin olusum nedenleri iizerine yapilan son ¢aligsmalarda mikrobiyomun,
sagligin siirdiiriilmesi ve hastaliklarin ortaya ¢ikmasi siireclerinde temel rol oynadigi
iddia edilmektedir (85). Yeni nesil dizileme tekniklerinin gelistirilmesi, viicutta
kolonize olan mikrobiyomlarin daha derin analizine olanak saglamistir. Bununla
paralel olarak, mikrobiyomlarin saglik ve hastaliklarla iliskisini analiz eden
calismalarin sayis1 artmistir (86). Calismalardan elde edilen veriler 1s18inda erkek
infertilitesinin potansiyel bir nedeni olarak, seminal mikrobiyota disbiyozu 6ne
stiriilmiistiir (87). Bununla birlikte, bu iligkiyi ele alan yayinlanmig ¢aligmalarin sayisi
hala sinirlidir ve mikrobiyota profillerinin bireylerde degismesi nedeniyle sonuglar
farklilik gostermektedir. Heniliz kesin bir fikir birligine varilmamis olsa da son
yillardaki ¢aligmalarda seminal mikrobiyotanin Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria  ve Actinobacteria filumlarindan  olustugu  bildirilmistir ~ (9).
Calismamizda, azospermi grubunun KTB’de bozulma goriilen testis dokularinda da

benzer bakteri popiilasyonuna rastlanmaistir.

Erkek infertilitesinin olas1 nedenleri lizerine yapilan arastirmalarda insan semen
orneklerinde yiiksek sayida mikroorganizma saptanmistir. Bu mikroorganizmalar
infertilite 6ykiisii olan erkeklerde gesitli kompozisyonlarla karsimiza ¢ikmaktadir (88).
Yapilan bir ¢alismada, infertil erkekler ile fertil erkeklerin semen mikroorganizma
igerikleri kargilagtirilmistir ve belirgin farkliliklar gozlenmese de Anaerococcus cinsi

bakterilere infertil erkeklerin semen &rneklerinde daha sik rastlandigi bildirilmistir
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(89). Ancak bu sonuglarin erkek infertilitesi ile nedensel iliskisini agiklamak igin yeni

caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Urogenital sistem enfeksiyonlarinin fertilite iizerine dogrudan etkileri oldugu
bilinmektedir. Ancak, iirogenital sistem dis1 enfeksiyonlarin fertiliteyi dolayli yoldan
etkileyebileceginin de iizerinde durulmasi gerekmektedir. Viicudun herhangi bir
bolgesinde enfeksiyon olmasi ilgili alanda inflamatuar yaniti tetikler ve dolasima
sitokinlerin  salimimi1  gergeklesir (90). Olusan antikorlarin {ireme sistemi
fonksiyonlarina negatif etkileri oldugu dislniilmektedir. Yaptigimiz calismada
kontrol grubuna ait testis doku ekstratlarinda bakteri varligina rastlanmamistir. TESE
(+) ve TESE (-) gruplarinda ise gram pozitif ve gram negatif bakteriler gdzlenmistir.
Bu veriler, testikiiler dokuya bakteri gegisinin sperm iiretimini negatif yoOnde
etkileyebilecegini ve  spermatogenez  siirecinde soruna Yyola acacagin
diisiindiirmektedir. Benzer sekilde spermatogenez asamasinda sorun oldugu bilinen
infertil erkeklerin kan-testis bariyerinde de biitiinlik bozuldugundan, o bélgeye

bakteriyel go¢ olasi bir senaryodur.

Proteobakteria’nin alt gruplarindan Neisseria gonorrhoeae bakterisine spesifik
yapilan immiinfloresan boyamada kontrol grubu testis dokularinda pozitif 1s1ma
gozlenmemistir. TESE (+) ve TESE (-) gruplarinda ise immiinfloresan yontemlerle
Neisseria gonorrhoeae bakterisinin varligi gosterilmistir. Azospermi hastalarinda
varligi immiinfloresan ve illumina yontemleri ile kanitlanan Neisseria
gonorrhoeae’nin cinsel yolla bulastigi bilinmektedir (91). Bulgular bu bakterinin
sadece testis histolojisini degil ayni zamanda spermatogenezi de bozdugunu
gostermektedir. Diger taraftan, sperm {iretimi olumsuz etkilenmis azospermi
hastalarinda bakteri goriilmesi, bagirsak-testis ekseni diizeyinde de bir gegisin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu konuda yapilan ¢alismalarin bir kisminda, bizim bulgularimiza benzer
sekilde infertil erkeklerin semeninde bakteri tiir cesitliliginde bir artis oldugu
bildirilirken (92), diger bir kisiminda ise infertil ve fertil bireylerin semenlerinde
bakteri tiir ¢esitliligi agisindan fark bulunmadigi bildirilmistir (93, 94). Cesitli
arastirmalar, normospermi semen 6rneklerinde Lactobacillus'un azaldigini bildirirken,

(92, 70) astenozoospermik ve azospermik hastalarda bu cinsin artigin1 gosteren zit
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sonuglar bildirilmistir (95). Calismamizda azospermi gruplarinda bulunan Prevotella
cinsindeki artig literatiirdeki bulgularla benzerdir ve sperm parametrelerinde diisiisle
iliskilendirilmektedir (75). Ayrica calismamizda azospermi testis dokularinda
gbzlenen Proteobacteria ve Actinobacteria cinslerinin de erkek infertilisiyle dogrudan

iliskili oldugu iddia edilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasi sadece obezite ve diyabet gibi metabolik bozukluklarla
siirli kalmayip (96), sinir sistemi, lireme sistemi ile ilgili hastaliklar da dahil olmak
tizere bircok fizyolojik olayda rol oynamaktadir (97). Bagirsak mikrobiyomunun
hematojen yol ile dokularla iletisimde oldugu fikri yeni bir kavram degildir (98).
Omegin bagirsak-beyin ekseni, norodejeneratif hastaliklar ile iliskilendirilmistir ve
kaynaklarda onemle vurgulanmaktadir (97). Bagirsak disbiyozisinin erkek
infertilitesini ve spermatogenezi etkiledigini iddia eden ¢aligmalar mevcuttur (99). Bu
durum, disbiyotik bagirsagin testis dokusunda inflamasyonu nasil tetikledigi sorusunu
giindeme getirmektedir. Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada; disbiyotik bagirsak
florasina bagli olarak bagirsak duvarindaki siki baglantilarin biitiinliigiiniin bozulmasi
nedeniyle, sistemik dolasima bakteriyel translokasyonun gergeklestigi gosterilmistir.
Bu durumun, kronik diisiik dereceli iltihaplanma ile artan bagirsak gecirgenligine
benzer bir mekanizma ortaya koydugu bildirilmistir (100). Calismamizda da
azospermik testis dokularindaki mikrobiyal floranin buna benzer bir mekanizmayla

gecisinin oldugu disiiniilmektedir.

Calisgmamizda, testikiiler dokularin histopatolojik incelenmesi ve Johnsen
skorlamasimna gore, TESE (-) grubunda spermatogenez siirecinin bozuldugu
gosterilmistir. Kontrol grubunun histopatolojik degerlendirmesinde, tiibiil epiteli
boyunca spermatogenik seri hiicreleri ve tiibiil limenine dogru matiir sperm hiicreleri
gozlenmistir. TESE (+) grubunda da baz tiibiilerin limenine dogru sperm ve diger
spermatogenik seri hiicrelerinin varlig1 gézlenmistir. Bu iki gruba ait serum hormon
diizeyleri incelendiginde, degerlerin referans araliginda oldugu goriilmiistiir. TESE (-
) grubu testis dokusuna bakildiginda, seminifer tiibiil igerisinde spermatogenik seri
hiicre gruplarina rastlanmamistir fakat baz tiibiillerde spermatogonyum goriilmiistiir.
Histopatolojik incelemeler, literatiirdeki ¢alismalari destekler nitelikte olup testis
dokularinda sperm goriilme olasiliginin hormonal degerlerle baglantili oldugunu

diistindiirmektedir.
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Immiinohistokimyasal incelemede, kontrol grubu dokularinda sertoli hiicreleri
arasinda, olmasi gereken bolgelerde ZO-1 ekspresyonu yliksek oranda gozlenmistir.
TESE (+) grubuna ait testis dokularinin bazi alanlarinda ZO-1 ekspresyonunda azalmalar
gortiliirken, TESE (-) grubunda spermatogenik seri hiicreleri goriilmeyen orneklerde
sadece sertoli hiicrelerinin var oldugu alanlarda ekspresyon az miktarda gozlenmis ve
seminifer tiibiil genelinde ZO-1 ekspresyonu tespit edilmemistir. Sonuglar, KTB’nde ZO-
1 ekspresyonu gozlenmeyen, yani bariyer biitiinliigli bozulmus tiibiilleri iceren dokularda,
bakterilerin bariyeri asarak dokuya invaze oldugunu diisiindiirmektedir. KTB’nin
bozulmasina bagl olarak bakterilerin, bagirsaktan hematojen yolla ya da lenf yoluyla
gecmis olmasi muhtemeldir. Bagirsak epitelinin de bozuldugu durumlarda, bagirsaktan
diger organlara mikrobiyal toplulugun gecis ihtimali artmaktadir (101). TESE (-) grupta
spermatogonyum gozlenen seminifer tiibiillerin bazilarinda ise KTB diizeyinde ZO-1

ekspresyonu gozlenmistir ve bu dokularda mikrobiyata varligina rastlanmamustir.

Testis dokular1 ultrastriiktiirel diizeyde incelendiginde, kontrol grubunda sertoli
hiicreleri arasinda siki  baglantilar biitiinliiglinii  korumaktadir. Mikrobiyota
gozlenmeyen TESE (+) grubunda Kkan-testis bariyeri biitiinliigii korunurken,
mikrobiyota goézlenen dokularda ise kan-testis bariyeri biitiinliigliniin bozuldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde KTB, mikrobiyota izlenmeyen TESE (-) grubunda sertoli
hiicrelerinin tiim lateral ylizeyi boyunca biitiinliigli korunmus sekilde gozlenmistir.
Mikrobiyota varliginin izlendigi dokularda ise sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilarda ve KTB’de yer yer biitiinligiin bozuldugu gérilmiistiir. Bu sonuglar,
diger calisma basamaklarini destekler nitelikte olup, KTB’de meydana gelen
bozulmanin spermatogenezi etkiledigini ve testise bakteri gecisine izin verdigini

diistindtirmektedir (102).

Arastirmamizda illumina teknolojisinden yararlanarak yapilan genetik tabanli
mikrobiyota arastirmasi, histolojik caligmalar1 destekler nitelikteydi. Nitekim 16S
rRNA diizeyinde yapilan ¢alismamizda kontrol grubuna ait testikiiler dokularda
mikrobiyota varligina rastlanmamistir. TESE (+) ve TESE (-) gruplarda ise KTB
diizeyinde bozulma olan Orneklerde mikrobiyota goézlenmistir. Alpha c¢esitlilik
analizine gére gruplar arasi bakteri ¢esitliligi ve yogunlugu; TESE (-) grupta, TESE
(+) gruba gore daha fazla gorilmistiir ancak istatiksel olarak anlamli fark

bulunmamuistir. Her dokunun kendine has bakteri popiilasyonu vardir ve bu kisinin
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beslenme aligkanliklarina ve yasam tarzina bagli degiskenlik gostermektedir. Ayrica
beta cesitlilik analizine gore gruplar arasi bakteri cesitliligi ve yogunlugu agisindan
TESE (+) ve TESE (-) gruplar1 benzer bulunmustur. TESE (+) ve TESE (-) gruplarina
ait dokularin mikrobiyota igeriklerine yapilan krona analizinde Proteobakteria,
Firmucutes, Bakteroidetes, Actinobacteria ve Fusobacteria bakterileri tespit edildi.
Alfano ve arkadaslarinin yaptigi calismada farkli gruplarin testis dokularinda bulunan
bakteri tiirleri, yaptigimiz ¢alisma ile benzerlik gostermektedir (10). TESE (+) grupta
TESE (-) gruba gore daha diisiik oranda Proteobacteria’nin alt grubu olan Neisseria
tiric varhigina rastlanmistir. Calismamizda bu iki grupta KTB’de bozulma olan
dokularda, immiinfloresan boyama ile Neisseria bakterisinin varligi gosterilmistir.
Ayrica Streptococus, Prevotella, Haemophillus, Granulicatella, Bifidobacterium,
Porphyromonas, Ralstonia, Rothia, Gemmiger, Veillonella, Aggregatibacter,
Peptostreptococcus, Lautropia, Fusobacterium, Enterococcus, Pseudomonas,
Succinivibrio ve Actinobasillus bakterilerinin KTB’de bozulma olan azospermi
hastalarinin testis dokularinda tespiti, sperm iiretimi ile mikrobiyota arasinda bir iligki

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calisma sonucumuza benzer sekilde, infertil erkek semenlerinde ve ayrica sperm
DNA hasar yiiksek olan semen 6rneklerinde Firmicutes ve Enterococcus bakterilerinin
arttig1 bildirilmistir ve sonuglar sperm DNA hasan ile iligkilendirilmistir (103). Elde
edilen veriler 1s181nda galismamizda gozlenen en 6nemli fark, TESE (-) grubunda bakteri
miktar1 ve yogunlugunun fazla olmasidir. Buna istinaden bakteri yogunlugundaki artisin,
TESE’de sperm bulma oram1 iizerinde negatif bir etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Hematojen ve lenfatik yolla gastrointestinal sistemden testise ulagan
bakteriyel flora yogunlugun da spermatogenezi etkiliyor olabilecegi goz ardi
edilmemelidir (104). Dolayisiyla buldugumuz sonug¢ tek basina bu tablo {izerine etki

etmektedir denilemez.

Son on yil boyunca semende bakteri varligi enfeksiyon durumuyla ve
dolayisiyla spermatozoa sayisinda azalmayla, semende Ssaptanan lokositlerde artisla
iliskilendirilmistir. Bir¢ok patojenik bakterinin sperm fizyolojisi iizerindeki olumsuz
etkisi onceki calismalarda gosterilmistir (105). Patojen bakterilere maruz kalmanin
spermde hareketliligin azalmasina veya apoptozun artmasina yol agabilecegi iddia

edilmektedir. Genel olarak bakterilerin, lipopolisakkaritler, hemolizinler ve sperm
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fizyolojisini etkileyebilen spermatotoksik faktorler salabilecegi bildirilmistir.
Motilitede azalma, teratozoospermi, apoptoz, DNA fragmantasyonu, sperm
agliitinasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu bakteriyel enfeksiyonun
sonuglart olarak bildirilmistir (106). Seminal sividaki bakteriler, genellikle
16kositospermi ve sitokin sekresyonunu indiikleyen ve inflamasyona yol agan lokal bir

immiin reaksiyonu tetikleyicisi gibi gorinmektedir (107).

Bagirsak-testis arasindaki mikrobiyal gecis mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. Metagenomik analizler sonucunda elde edilen verilerde, SAM
dongiisiinde meydana gelen degisiklikler buna agiklik getirilmesi agisindan 6nemli
ipuclart sunmaktadir. SAM dongiisit DNA metilasyonu, oksidatif stres ve poliamin
sentezi yoluyla infertilitenin patogenezinde ¢ok yénlii rol oynamaktadir. Ote yandan,
mikrobiyota seminal sivinin Ozelliklerini  degistirerek spermatozoa fizyolojisini
dolayl olarak etkileyebilir. Bu nedenle, aksesuar bezlerdeki potansiyel bir dishiyoz,
seminal stvinin  bilesimini  degistirerek spermatozoanin iglevini  negatif yonde

etkileyebilmektedir (75).

Semende ve daha genel olarak erkek genital sisteminde bakteriyel kolonizasyon
calismalar1 arasinda gozlemlenen farkli sonuglar bir¢ok faktdrle agiklanabilir. Tlk
olarak, mikrobiyota stabil olmayabilir ve bu da zamanla farkli kolonizasyon
paternlerinin goriilmesine sebep olmaktadir (108). Calismalar arast cografi
degiskenlik, beslenme aliskanligi, yasam stili gibi degisken dinamikler sonuglar
tizerine etkili diger faktorler olarak sayilabilir (109). Tiim bunlar, mikrobiyotanin
bilesimini potansiyel olarak etkileyerek farkli sonuglara yol agabilir. Bu nedenle erkek
infertilitesi acisindan mikrobiyotanin dinamiklerini daha 1yi anlamak i¢in ¢ok

yonlii ¢aligmalara ihtiyac vardir.
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8. SONUC

Testis dokusunun steril olmadiginin yakin zamanda ortaya ¢ikmasi dolayisiyla,
testiste mikrobiyota varligina dair sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Erkek
infertilitesi iizerine mikrobiyotanin etkisinin insan testikiiler dokusunda histolojik
olarak incelendigi bir ¢aligma heniiz literatiirde yer almamaktadir. Ayn1 zamanda
sperm iiretimi olan erkeklere ait dokularda mikrobiyotaya rastlanmamasi ve bunun
daha Once gosterilmemis olmasi ¢alismamiza nitelik kazandirmaktadir. Kan-testis
bariyerinde bozulmaya neden oldugunu diisiindiiglimiiz testis mikrobiyotasinin
yaninda Neisseria gonorrhoeae’nin immiinfloresan olarak gosterilmesi de bu konuda
yapilan ilk arastirma olma o6zelligindedir. Bu bulgular dogrultusunda, mikrobiyota
varhigma kontrol testis dokularinda degil de azospermik dokularda rastlanmasi,
mikrobiyotanin  spermatogenez siirecini etkileyebilecegini  diisiindiirmektedir.
Calismamiz sonuglart dogrultusunda testis dokusuna bakteri gegisinin hangi yol ve
mekanizma ile oldugu tam olarak belirlenememistir. Bagirsak epitelinindeki bozulma,
sistemik dolagima bakteri ge¢isinin dogrudan spermatogenez {izerine etkisinin

arastirilacagi daha ileri diizeyde ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
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