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OZET

AZOSPERMI, OLIGOSPERMI VE NORMOSPERMI'YE SAHIP BIREYLERIN
KAN KARNITIN PROFILININ iINCELENMESI

Omer ULUCA

Tibbi Biyokimya Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, diinya ¢apinda toplumsal bir saglik
sorunu ve bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Diinya ¢apinda infertiliteye sahip 48,5
milyon ¢ift oldugu tahmin edilmektedir. infertiliteye tek gen mutasyonlar1 ve
kromozomal anormallikler gibi ¢esitli genetik faktorlerin, spermatogenez yetmezligine
ve sperm bozulmasina neden oldugu bilinmesine ragmen infertiliteye neden olan diger

faktorlerin etkisi glinlimiizde proteomik ve metabolomik analizlerle arastirilmaktadir.

Bu caligmada azospermi, oligospermi ve normospermiye sahip bireylerin kanda
karnitin profilleri ve esterlerinin LC/MS-MS yontemiyle incelenerek erkek kaynakli
infetilite hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni markirlarin tespit
edilmesi hedeflenmistir. Calismada 32 adet azospermi, 32 adet oligospermi ve 32 adet
normospermiye sahip olan bireylerin kan karnitin diizeyleri LC-MS/MS yontemiyle

incelendi. Calisma sonucunda 26 adet karnitin profili incelendi.

Yapilan bu ¢alismada gruplar arasi kan karnitin diizeyleri karsilastirildiginda C2
Asetil Karnitin igin (p degeri=0,014), C4DC Metil Malonil Karnitin igin (p
degeri=0,011), C5:1 Tiglil Karnitin i¢in (p degeri=0,012), C6DC Adipil Karnitin i¢in (p
degeri=0,034), C8:1 Oktenoil Karnitin i¢in (p degeri=0,004), C14:2 Tetradecadienyl-L-

karnitin igin de (p degeri=0,043) gruplar arasinda anlamli fark bulundu.

Calisma sonucunda; karnitin C2, C4DC, C5:1, C6DC, C8:1 ve karnitin C14:2
parametrelerinin infertilite taramasinda tan1 markiri olma potansiyeli sonucuna

varilmistir.

Anahtar kelimeler: Azospermi, Oligospermi, Normospermi, Karnitin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BLOOD CARNITINE PROFILE OF INDIVIDUALS
WITH AZOSPERMI, OLIGOSPERMIA AND NORMOSPERMIA

Omer ULUCA

Department of Medical Biochemistry, Master Thesis

Infertility is recognized by the World Health Organization as a social health
problem and a disease worldwide. It is estimated to be 48.5 million pairs with infertility
worldwide. Although it is known that various genetic factors such as single gene
mutations and chromosomal abnormalities cause infertility, spermatogenesis failure and
sperm spoilage, other factors that cause infertility are investigated by proteomics and
metabolomic analyzes.

In this study, it is aimed to determine the new markers which can be used in the
diagnosis and treatment of male-induced infetility diseases by examining the profiles of
carnitine and esters in the blood of individuals with azoospermia, oligospermia and
normospermia by LC / MS-MS method. In this study blood carnitine levels of 32
patients with azoospermia, 32 patients with oligospermia and 32 patients with
normosperms were analyzed by LC-MS / MS method. As a result of the study 26
samples of carnitine profiles were examined.

In this study, when blood carnitine levels were compared between the groups,
for C2 acetyl carnitine (p value = 0.014), C4DC for methyl malonyl carnitine (p value =
0.011), C5: 1 for Tiglil carnitine (p value = 0.012), C6DC for Adipil Carnitine (p value
= 0,034), C8: 1 for Oktenoil Carnitine (p value = 0,004), C14: 2 for Tetradecadienyl-L-
carnitine (p value = 0,043) there was a significant difference between the groups.

As a result of the study; it was concluded that carnitine C2, C4DC, C5: 1,
C6DC, C8: 1 and carnitine C14: 2 parameters have the potential to be a diagnostic

marker in infertility screening.

Key words: Azoospermia, Oligospermia, Normospermia, Carnitine
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1. GIRIS

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, diinya ¢apinda toplumsal bir saglik
sorunu ve bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Infertilite 15-49 yas arasindaki ciftlerin
yaklagik %10-15’ini etkileyen bir saglik problemidir (1).

Inferilite hem erkek hem kadin hem de ikisinden kaynakl1 faktorlerden karsimiza
cikmaktadir. Erkek ve kadin infertilitesinin bir¢ok nedeni vardir. Fakat glinimiizde hala
nedeni bilinmeyen infertilitede biiyiik orana sahiptir.

Idiyopatik erkek infertilitesi, vakalarin biiyilk bir boliimiinii icermektedir.
Idiyopatik erkek infertilite sorununu ¢dzmek icin kullanilan ydntem yardimla iireme
teknigidir (2). Bu yontem tam olarak ¢6ziim odakli olmayip maliyetide yiksektir.
Idiyopatik erkek kisirligi ve etyolojisi igin etkili bir tedavi arayisi galismalar1 halen

devam etmektedir.

Erkek infertilite tedavisi i¢in Onerilen ilaglardan biri L-karnitindir (3). L-
karnitinin, mitokondri i¢indeki uzun zincirli yag asitlerinin taginmasinda ve daha sonra
oksidasyonunda bir kofaktorii temsil eder. L-Karnitin epididimdeki ana islevi enerjik bir
substrat saglamaktir (4).

Yaklasik olarak son ylizyilldan beri karnitinin insan organizmasi {izerinde,
ozellikle de L-karnitin ve asetil-L-karnitin formlarinda uyguladigi yararli etki
bilinmektedir. L-karnitin dogada son derece polar ve suda ¢Oziiniir bir kuaterner
amindir. Oksidatif prosesleri kolaylastirmak ve hiicresel enerji iiretimini arttirmak i¢in
mitokondriyal matris i¢inde uzun zincirli yag asitlerinin tasinmasi i¢in temel bir ko-
faktor olarak hareket eder (5).

Aminoasitlerden sentezlenen L-karnitin, son zamanlarda canli verimliligini
iyilestirmek i¢in kullanilmakta olup besin katki maddesi ve fiziksel gii¢ artirmada
ergojenik olarak 6nem kazanan bir kaynak olmustur. Bundan dolayidir ki fiziksel
performans artirmak ve gida takviyesi i¢in kullanildigindan L-karnitin ile ilgili birgok
bilimsel ¢alisma yapilmaktadir. L-karnitin ile ilgili bircok ¢alisma yapilmasina ragmen
L-karnitin ilavesinin proteomik ve metabolomik analiz etkilerinin ¢esitli nedenleri hala
bilinmemektedir.

Cesitli kontrollii ve kontrolsiiz ¢calismalar, erkek subfertilitesinin tedavisinde L-

karnitin ve onun agil tiirevleri ile tedavinin potansiyel olumlu etkisini desteklemektedir



(6). Karnitin, sperm enerji metabolik aktivasyonunda ve sperm motilitesinde biiyiik rol
oynayan 6nemli bir maddedir (7). Bizde bu ¢alismamizda; azospermi, oligospermi ve
normospermi ye sahip bireylerin kanda karnitin profillerinin LC/MS-MS yontemiyle
incelenerek erkek kaynakli infetilite hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek
yeni markirlarin tespit edilmesi hedeflenmektedir. Bu c¢alismamizda azospermi,
oligospermi ve normospermiye sahip bireylerin kan 6rneklerinin kan karnitin profilinin
karsilastirildi1.32 adet azospermi, 32 adet oligospermi ve 32 adet normospermi olmak

izere toplam 96 hastada kanda karnitin diizeyi karsilastirildi.

Yapilacak olan bu ¢alisma ile kandaki karnitinin erkek infertilitesinin tan1 ve
tedavisindeki rolii tespit edilecektir. Calismadan elde edilecek veriler erkek
infertilitesinin tan1 ve tedavisinde yenilikler saglayabilir. Bu ¢alismamiz son zamanlarda
biiyiik sorun haline gelen ve giderek artan infertilite durumlarindan erkek infertilitesine
sahip bireylerin kan Orneklerinde karnitin profilinin karsilastirilmasini inceleme
amactyla planlanmistir. Calisma sonucunda elde edecegimiz profil degisikliklerinin,
hastaliga 0zgli bulgular ortaya koyacagini umut ediyoruz. Genel bir tarama
gerceklestirdigimizde erkek infertilitesi ile azospermi, oligospermi ve normospermi
bireylerde kandaki karnitin ile ilgili calismalarin karsilagtirmali yapilmadigini saptadik.
Yapmay1 planladigimiz ¢calismamiz bu konuyla ilgili ilk bir ¢alisma 6zelligindedir. Bu
calismada erkek infertilitesinde rolii oldugu diisliniilen karnitin profillerini genis bir
seride calisma yaparak hem bilime katkida bulunmayr hem de erkek infertilitesinin

olumsuz etkilerini ortadan kaldirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilitenin Tanim

Infertilite; iireme cagmdaki bireylerin herhangi bir kontrasepsiyon yontemi
kullanmadan son bir yil boyunca ve diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen
gebelik eyleminin gerceklesmemesi ya da gebeligi siirdiiriilememesi olarak
tanimlanmaktadir (8).

Infertilite primer ve sekonder olmak iizere iki grupta siniflandirilir. Gebeligin hig
olusmamasi durumu primer infertilite, gebeligin olusmasi fakat gebeligin canli dogum
ile sonuglanmamasi durumu ise sekonder infertilite olarak adlandirilir. Infertilite hem
erkek hem de kadinsal faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (9).

Ciftler i¢in bir tercih olan ve yaygin olarak kullanilan hamileligi geciktirme
yontemleri infertilite ile iligkilendirilebilir. Artan iireme yasi, dogurganligin
azalmasinda 6nemli bir faktordiir. Kadinlar i¢in dogurganlik 20'li yaslarin ortalarindan
30’lu yaslara kadar artiyor, 30'lu yaslarin baslarinda hafifce azalip, 30'lu yaslarin
ortalarinda ve sonlarinda 6nemli dl¢iide azaliyor (10).

Erkekler icin inferilite 30'lu yaslarin sonlarinda biiyiik oranda artmakta ve 40
yasindan sonra hizlanmaya devam etmektedir (11).

Ayrica bir ¢ift igin infertilite, anormal bosalma veya varikosel semen
bozukluklar1 gibi erkek faktorleri ve tubal faktorler, ovulator disfonksiyonu, azalan over
rezervi endometriozis ve uterus faktorleri gibi kadin komplikasyonlar1 da dahil olmak
lizere bir dizi biyolojik konuyla iliskilendirilebilir (12). Infertilite tedavilerindeki son
gelismelerle birlikte, bu biyolojik faktorler artmis {ireme yasi kadar sinirli degildir (13).

Erkek infertilitesi kiiresel bir niifus sagligi sorunudur. Diinya c¢apinda
infertiliteye sahip 48,5 milyon ¢ift oldugu tahmin edilmektedir (14).

Cesitli genetik faktorlerin, tek gen mutasyonlar1 ve kromozomal anormallikler
dahil olmak {izere spermatogenez yetmezligine ve sperm bozulmasina yol agabilecegine

inanilmaktcadir (15).

2.2. Erkek Infertilitesi

Erkekte infertilitesi, bir erkegin iireme agisindan herhangi bir hastalik tanisi

olmayan fertil bir kadinla diizenli korunmasiz cinsel iliskiye ragmen, son bir y1l i¢cinde



gebeligin olusmamasi veya ¢ocuk sahibi olmamasi durumuna denir. Evli c¢iftlerin
yaklasik %10-15'l g¢ocuk sahibi olamamaktadir (16). Cocuk sahibi olamayan ciftlerin
yarisi erkek kaynakli faktorlerden olusmaktadir (17).

Erkegin infertilitesinin degerlendirilmesindeki semen analizi en Onemli tan
yontemidir (18).

Ureme cagindaki erkeklerin %6’sinda iireme problemi ile karsilasmaktayiz. Bu
olgularin %90’1nda da bozulmus bir spermatogenez gozlemlenmistir. Fertil bir erkekte
giinde yaklagik olarak 120 milyon sperm olusmaktadir (19).

Epidemiyolojik olarak yapilan arastirmalar, cografi ¢esitliligin semen kalitesi ve
erkek lireme sistemi iizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Erkek infertilitesinin nedeni,
¢ogu zaman bilinmeyen nedenlere bagl olarak idiopatik olarak gelisip, erkek infertilite
vakalarinin yaklasik %60-75" i gibi yiiksek bir oranini kapsamaktadir (20).

Erkek infertilitesi degerlendirilirken bir iirolog tarafindan hastadan ayrintili
anamnez alinmali fiziksel muayene yapilmali ve 15 giin igerisinde 2 defa spermiyogram
testi yapilmasi gerekmektedir (19).

Erkek infertilitesi nedenleri (21,22) :

e Idiyopatik erkek infertilitesi (% 31)

e Varikosel (% 15,6)

e Hipogonadizm (% 8,9)

e Urogenital enfeksiyonlar (% 8,0)

e Inmemis testis (% 7,8)

e Cinsel ve/ veya ejekiilatuar disfonksiyon (% 5,9)
e Sistemik hastaliklar (% 3,1)

e Immiinolojik faktorler (% 4,5)

e Obstriiksiyonlar (% 1,7)

e Diger nedenler (% 5,5)

2.3. Sperm Gelisimi ve Yapisal Ozellikleri
2.3.1. Spermatogenez

Sperm olusumu ¢ok uzun siirectir. Ayn1 zamanda kompleksli bir siiregten sonra
tiretilir (23). Olgun sperm olusumu 72 giinliik sikluslarla pubertede baslamakta, hayat

boyu siirmektedir. Germ hiicrelerinin gesitli asamalardan gectikten sonra sperm hiicresi



haline gelmesine "spermatogenez" denir (24). Spermatogenez safhasinda 46
kromozoma sahip germ hiicresi mayoz boliinme gegirerek diploid durumdan 23
kromozomlu haploid hale gelir, 23 kromozomlu haploid oosit hiicresi ile etkilesiminden
sonra 46 kromozomlu yeni bir birey olusur. Bu siiregte spermatogenezin ti¢ fazi vardir.
Bunlar; proliferasyon, rediiksiyon-boliinme ve farklilasma fazi olarak ii¢ asamali olarak

degerlendirilir (23, 25).

Spermatogonium

L Bilyime
Primer SF'_‘_E”T' _
Spermataosit Hicresi

Sertoli IMEWI ? Mayar
Hiicresi Balinmz  Balinme

(2n) Sekonder —m Spermatid

Spermatosit

Sekil 2.1. Spermatogenez (26).

2.3.2. Spermin Yapisi

Spermatozoa, insandaki en kiigiik hiicre olup, ayn1 zamanda en ¢ok farklilagsmis
hiicredir. ki ana bileseni vardir. Bunlardan biri bas digeri ise kuyruktur. Bas genetik
materyali tagir, Kuyruk ise spermin oosite dogru hareketini saglar (27). Ovum ile sperm
karsilastirildiginda, ovuma gore ¢ok kiigiik bir hiicre olan sperm 60-65 pm

uzunlugunda, sitoplazmasi kiiglik ve hareket yetenegi yiiksek 6zel bir hiicredir (28).

2.4. Semen Analizi
Ejekiilasyon esnasinda epididimde depolanan semen, spermatozoanin konsantre

stispansiyonundan olusur. Cinsel organlardan gelen sivi salgilarla karisir ve seyrelir.



Viicut disina bolus seklinde atilir. Aksesuar bezler semen hacminin yaklasik % 90’1
olusturur (29). Az miktarda bulbouretral bezler, epididimlerden gelen salgilar ve prostat
ve seminal keselerden gelen salgilardan olusur.

Spermatozoanin canliligi, hareketliligi ve morfolojik ozellikleri ile birlikte
seminal plazma sivisinin igerigi de sperm degerlendirilmesi agisindan onemlidir (1).
WHO'ya gore: semen analizi yapilirken ilk 5 dakika i¢inde; 6rnegin likefiye olmasi igin
37°C'de sicak tablada veya inkiibatorde bekletilmesi gerekir. Yarim saat gegtikten sonra
ilk 1 saat i¢inde likefaksiyonu, semen goriiniimii, semen hacmi, semenin pH'
degerlendirilir. Spermin hareketliligi, morfolojisi ve sperm sayisint belirlemek;
mikroskobik degerlendirme yapmak igin 1slak preparatlarin hazirlanmasi gerekir. Ayni
zamanda sperm canliligi degerlendirilir. Sperm morfolojisi degerlendirmek igin
semenden yayma preparatlarinin hazirlanmasi gerekir. Sperm konsantrasyonunu
degerlendirmek i¢in de semenin seyreltilmesi yapilir ve sperm sayimi yapilir. Gerekli
oldugu durumlarda sperm-MAR [mixed antiglobulin reaction (karma antiglobiilin
reaksiyonu)] testi uygulanir. Semende yuvarlak hiicreler bulunuyorsa peroksidaz pozitif
hiicreler degerlendirilir. Gerekli durumlarda ise semen santrifiij edilir. Numunenin
laboratuvara gonderilmesinin  gerekli oldugu durumlarda ise {i¢ saat iginde
gonderilmelidir. Sperm boyama ve sperm morfolojisi acisindan degerlendirilme

yapilabilmesi i¢in numune yayma preparatlari dort saat sonra fikse edilmelidir (1).

2.4.1. Numune Toplama

Diinya saghk orgiitiiniin kriterlerine gore; semenin ortam sicakligindaki
degisikliklere karsi olumsuz etkilerini azaltmak, hastanin numune verdikten sonra
ornegin degerlendirilmesi arasinda gegen zamani minimize etmek i¢in sperm verme
odasinin laboratuvara yakin olmasi gerekmektedir. Numunenin en iyi sekilde
degerlendirilmesi igin cinsel perhiz siiresinin ikKi ila yedi giin arasi olmas1 gerekir. Ekstra
ornek ihtiyacinda, miimkiinse iki ejakiilat arasi siire farki aynmi olmalidir. Numune
mastiirbasyonla elde edilmelidir. Ejakiilat spermatozoa igin non-toksik cam veya

plastikten tiretilmis steril uygun sperm toplama kabi kullanilmalidir (1).



2.5. Semenin Makroskobik Olarak incelenmesi

Semen analizi, likefiye olduktan sonra gozlemsel olarak degerlendirilmelidir.
Semen Kkalitesini dogru degerlendirmek igin, dehidratasyon ve ortam 1sisindan olumsuz
etkilenmemesi gerekir. Numune verildikten sonra 30 dakika ve bir saat arasinda numune

degerlendirilmelidir (1).

2.5.1. Likefaksiyon

Sperm ejakiilasyondan sonra semen toplama kabinda, gériiniim olarak yar1 kati
jel halindedir. Oda kosullarinda normal sartlarda birka¢ dakika iginde spermde incelme
gerceklesir. Ejakiilatta heterojen partikiil seklinde olusan karigim goriiliir. Likefaksiyon
sliresince ejakiilat homojen ve su goriinlimiine benzer bir hal alir. Likefaksiyonun
sonuna dogru ¢ok az miktarda koagiilasyon alan1 goriiliir. Normal sartlarda numunenin
ilk 15 dakika icinde likefiye olmasi beklenir bazen bu durum 1 saati bulabilir. 1 saatten
fazla sliren likefaksiyon gozlemci tarafindan kayit altina alinmalidir. Androloji
laboratuvarina uzak bir yerden O6rnek getirilmesi durumunda zaman agimindan dolay1
ornek likefiye olmus olur. Kendiliginden likefiye olmus ejakiilatta anormal, jolemsi bir
yapida, sivi hale gelmemis jelatindz pargaciklar olabilir. Spermiyogramda mukus

iplik¢iklerin olmasi analiz sonucunu degistirebilir (1).

2.5.2. Semen Viskozitesi

Ormnek likefiye olduktan sonra, disposible plastik pipet yardimiyla, yukaridan
maklere damlatildiginda telimsi yap1 gozlenir, bdylece ejakiilatin viskozitesi
belirlenebilir. Ornek maklere kii¢iik damlaciklar halinde birakilir. Viskozite normalden
farkli ise telimsi yapinin uzunlugu 2cm’den fazladir.

Alternatif olarak, 6rnek kabinda bulunan numuneye cam pipet sokularak cekilir
bu esnada telimsi yapinin uzunlugu kontrol edilir telimsi yapi1 2 cm'den uzunsa,
viskozite anormaldir. Likefiye olmus semen 6rnegi belli bir zamandan sonra homojen
bir yapiya sahip olur ve bu homojenlikte viskozitesi degismez fakat likefiye olmamis
ornekler i¢in ayni durum s6z konusu degildir. Viskozitenin yiiksek olmasi, drnegin
elastik ozellikleriyle karakterize edilir. Viskoziteyi azaltmak icin likefaksiyonun geg

donemlerinde kullanilan yontemler uygulanir (1).



2.5.3. Ejakiilatin Goriiniimii

Likefaksiyonu gergeklesmis Semen 6rnegi gri-opak renge sahip olup homojendir.
Sperm yogunlugu diistiikge daha az opaklasir; rengi de farklilasir. Eritrositler varsa
(hemospermi) kirmizi-kahverengi olabilir. Hasta da sarilik varsa veya bazi vitamin

ilaglar1 aliyorsa sarimtirak bir renge biirtiniir (1).

2.5.4. Semen Hacmi
Semen Orneginin hacmi baslica seminal keseler ve prostattan gelen salgilar ile
daha az miktar bulbouretral bezler ve epididimlerden gelen salgilardan olusur. Bazi
ejakiilatorlerde spermatozoa ve sperm olmayan ortamlarin toplaminin hesaplandigini
kabul ederek, hacmin dogru tespiti semenin tiim yonleri i¢in kritik dneme sahiptir.
Numuneyi dogrudan flizerinde derece bulunan genis agizli bir cam Jlgiim
silindire aliniz. Cam pipet lizerinde bulunan derece ile semen hacmini degerlendiriniz.

(0,1 mI’lik dogruluk pay1). Normal semen hacmi en az 1,5 ml olmasi gerekir (1).

2.5.5. Semen pH’s1

Semen pH dengesini olusturan salgilar; farkli pH degerlerine sahip alkalen
seminal kese salgisiyla, asidik aksesuar bez salgilaridir. pH 6l¢limii, ornek likefiye
olduktan sonra yaklasik 30 dakika i¢inde yapilmalidir.
pH Olciimii ejakiilasyondan sonraki bir saat icinde mutlaka yapilmalidir. Ciinkii
tiretiminden itibaren olusan CO2 kaybi semen pH’sii olumsuz etkiler. Normal semen
ornekleri i¢in parametre aralig1 6-10 olan pH kéagidi kullanimi uygundur.

Fertil erkeklerin seminal pH" i¢in hala ¢ok az referans deger vardir. WHO

tarafindan 2010 kriterlerine gore alt esik degeri 7,2 olarak belirlenmistir (1).

2.6. Spermin Mikroskobik Olarak Degerlendirilmesi

Preparatlar boyanmadan Once Ornegin incelenmesi igin, bir faz kontrast
mikroskobu kullanilmasi tavsiye edilir.

Numunenin  mikroskobik incelenmesinde, mukus iplik¢ikleri, sperm
agliitinasyonu ve agregasyonu, yuvarlak hiicreler, olgunlagmamis germ hiicreleri,

16kositler, sperm kuyruk veya baslar1 x100 biiylitme altinda incelenir. Sperm motilitesi,



Sperm sayiminin yapilmasi ve yayma preparatinin incelenmesi igin mikroskobun x200

veya x400 objektif biiyiitmede bakilmasi gerekir (1).

2.6.1. Spermatozoanin Agregasyonu (Kiimelesmesi)

Agregasyon; hareketli spermatozoanin mukus iplik¢iklerine farkli hiicresel
elemanlara veya jelatindz parcaciklara, hareketsiz olanlarin ise birbirlerine yapismasi
spesifik olmayan kiimelesme yani agregasyon olarak kabul edilir ve bu kiimelesme not
edilmelidir (1).

2.6.2. Spermatozoanin Agliitinasyonu

Spermatozoanin normal hareketi esnasinda sperm hiicreleri arasinda bas-basa,
kuyruk kuyruga veya karisik sekilde yapisip kiimelesmesine agliitinasyon denir. Sperm
kuyrugunda bazen c¢ok siddetli hareketler olmasina ragmen sperm hiicrelerinin
yapisikligindan dolayr sperm hareketlerinin azaldigini goérebiliriz. Sperm agliitinasyonu

goriilen spermatozoalar kaydedilmelidir (1).

2.6.3. Spermatozoa Disinda Hiicresel Elemanlar

Ejakiilat icerisinde klinik acgidan Onemli sperm dis1 hiicresel elemanlar da
bulunur. Bunlar; genitoiiriner sistem kaynakli epitel hiicreleri, 16kositler ve
olgunlasmamis germ hiicreleri olabilir. Lokositler ve olgunlasmamis germ hiicrelerine,
yuvarlak hiicrede denir (30). Bu hiicreler, x1000 objektifte boyanmis yayma
preparatinda incelenir. Bu hiicrelerin sayimi1 normal sperm sayimi yapildig: gibi yapilir
ve konsantrasyonuna gore yaklasik olarak bu hiicrelerin oran1 yayma preparatlarda veya

taze semen Orneklerinde belirlenir.

2.6.4. Sperm Motilitesi

Spermin ileri hareketliligi gebelik olusmasinda 6nemli bir etmendir (31). Semen
orneginde motilitenin hesaplanmasinda numune likefiye olduktan sonra ilk yarim saat
ile en ge¢ 1 saat icinde yapilmalidir. Bdylelikle, pH, dehidratasyon ve 1s1

degisikliklerinin hareketlilik {izerindeki olumsuz etkilerini kisitlamak miimkiindiir.



2.6.5. Sperm Hareketlerinin Siniflandirilmasi

Immotil sperm hiicreleri ile ileri veya yerinde hareketli olan sperm hiicrelerini
birbirinden ayiran basit bir hareketlilik siniflandirma yontemi tavsiye edilir.
Spermatozoalarin hareketliligi ileri hareket, yerinde hareketlilik ve hareketsizlik olarak
siiflandirilir. Tleri hareketlilik; spermlerin dogrusal bir sekilde ileri dogru hizl
hareketini tanimlar. Yerinde hareket; Sperm hareketinin olmasi fakat ileriye dogru
hareketin olmamasi durumudur. Kendi etrafinda dénme, sperm basinin kipirdamasi
veya sadece sperm kuyrugunun hareketli olmasi yerinde hareketlilige ornek
gosterilebilir. Hareketsizlik ise spermin pasif yerlesik durumda olmasidir.
WHO kriterlerine gore toplam sperm hareketliligi icin alt referans degeri% 40, ileri

sperm hareketi i¢in alt referans degeri ise % 32'dir (1).

2.6.6. Sperm Vitalitesi

Vitalite semendeki spermlerin canlilifini gérmek {izere uygulanan bir test olup
tim numunede degerlendirilebilse de ileri hareketli sperm sayisinin %40 oldugu
durumlarda ozellikle vitalite agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Cansiz
hiicrelerin orani hareketsiz sperm sayis1 oranin1 gegmemesi gerektiginden, vitalite ile
hareketlilik degerlendirmesinin dogrulugunu da teyit edebiliriz. Normal kosullarda canli
hiicrelerin orani1 hareketli spermlerin oranindan yiiksektir. Vitalitenin alt referans

(membrani saglam spermler) degeri % 58’dir (1).

2.6.7. Sperm Sayisi

Maklere alinan semen 6rnegi mikroskop altinda makler iizerinde bulunan 100
kareden olusan alan incelenir. Karelerde bulunan spermlerin sayis1 ve hareket 6zelikleri
Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) 2010 da yayinladig: el kitabindaki parametreler goz
oniinde bulundurularak sayim yapilir. Yaptigimiz sayim 1ml'deki sperm sayisidir yani
sperm konsantrasyonudur. 1 ml'deki sperm sayisi spermin total voliimii ile c¢arpilarak
toplam sperm sayis1 elde edilir (32). Semen numunesindeki sperm sayisi ve sperm
yogunlugu, gebelik asamasina kadar gegen siire (33) gebelikle dogrudan
iliskilendirilebilir ayrica gebelikle dogru orantilidir (34, 35). Ejakiilattaki sperm sayisi,

semenin degerlendirilmesi sirasinda 6l¢iilen sperm konsantrasyonu ile sayim yapilir.
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Erkek iireme sisteminde anatomik bir bozukluk yok ve cinsel perhiz siiresi uygun ise

normal spermiyogramda sperm sayist testis hacmiyle orantilidir (36-38).

2.6.8. Sperm Sayisinin Belirlenmesi

WHO 2010 androloji el kitabindaki kriterlere gore sayim asagidaki metotlar
izlenerek yapilir:
* Likefaksiyonu olan semen ornegi iyice karistirilip, seyreltilmemis halde iken cam lam
tizerine konup lamelle kapatildiktan sonra uygun sekilde diliie edilip incelenerek sayma
boliimleri tespit edilir. Bu preparat, genellikle sperm hareketliligini incelemek igin
kullanilan 1slak ornektir.
» Oncelikle semen hacmi karistirilir ve bir fiksatifle diliisyonlar hazirlanir.
» Hemositometre bélmesine 6rnek yerlestirilip spermin nemli bolgede ¢okmesi beklenir.
*» On-on bes dakika i¢inde 6rnekler incelenir.
* Her 6rnekten alinan iki es numunede en az 200 sperm sayimi yapilir.
* Aym Ornekten alinan iki numune sayimmi karsilastirilir, degerler birbirine yakinsa
hesaplama yapilir, yakin degilse yeni seyreltiler ayarlanir.
* Mililitredeki sperm konsantrasyonunu hesaplanir.
« Daha sonra her ejakiilattaki toplam sperm sayist hesaplanmis olur.

Ejakiilattaki toplam sperm sayist i¢in alt referans degeri 15 milyon spermdir (1).

2.6.9. Sperm Morfolojisi

Normal spermiyogram analizinde spermin dig goriiniis agisindan degerlendirilmesi
sperm morfoloji olarak tanimlanir. Normal bir sperm iki boliimden olusur bunlar bas ve
kuyruktur. Spermin bas bolimiinde cekirdek, akrozom yapi ve post akrozomal parga
bulunur. Kuyruk ise boyun, orta, ana ve son parcadan olusur. Spermin motilitesini
saglayan enerji aktivasyonunda rol onayan mitokondrisi ise orta par¢ada bulunur. Kuyruk
kisminda olusan anomaliler sperm hareketliligini olumsuz etkiler (1,39).

Kruger strict kriterleri ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterleri analiz edilen
spermlerin morfolojik agidan nasil degerlendirilebilecegini tanimlamistir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) spermleri morfolojik olarak degerlendirdiginde toplam sperm sayismin
%30’unun iistiinde normal olmasi1 gerektigini bildirmistir. Morfolojiyi Ilk kez 1986’da

tanimlayan kruger ve arkadaslar1 kruger strict testi degerlendirmesinde bir sperm anormal

11



olsa dahi morfoloji agisindan anormal oldugunu bildiriyor daha sonra 1990 yilinda

menkeveld ve arkadaslari bu tanimlamay: tekrardan diizenliyor (40).

Tablo 2.1. WHO'ya Gore Semen Parametrelerinin Alt Referans Degerleri (1)

Parametre Alt referans limiti

Semen Voliimii 1,5 (1,4-1,7)(ml)

Total Sperm Sayisi 39 (33-46)(milyon/ejakiilat)

Sperm Konsantrasyonu 15 (12-16)(milyon/ ml)

Toplam Hareketlilik 40 (38-42)(PR+NP, %)

Ileriye Dogru Hareketlilik 32 (31-34)(PR, %)

Vitalite (Canlilik) 58 (55-63)(canli sperm yiizdesi)

Sperm Morfolojisi 4 (3,0-4,0) (normal olanlarin yiizdesi)
Semen Ph >7.2

2.6.10. Semen Kalitesine iliskin Terminoloji

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2010 androloji el kitabma gore;

Normozoospermi: Alt esik degerlerine esit veya daha yiiksek toplam sperm sayisidir.
Sperm konsantrasyonu, ileriye dogru hareketli (PR) ve morfoloji agisindan sperm
ylizdelerinin normal goriilmesidir.

Oligozoospermi: Toplam sperm sayisi alt referans limitinden diisiikk olmasi veya
raporlanan sonuca gore, sperm konsantrasyonun diisiik olmasidir.

Azoospermi: Ejakiilatta hi¢ sperm olmamasi durumudur.

Aspermi: Semen hacminin olmamasi durumudur.

Astenozoospermi: Ileri hizli hareketli spermlerin oran1 normal diizeyin altinda oldugu
sperm Ornekleridir.

Astenoteratozoospermi: Ileri hizli hareketli sperm sayismin ve sperm morfolojisinin
normal spermlerin yiizdesine oranla normal degerlerin altinda olmas1 durumudur.
Kriptozoospermi: Taze preparatlarda sperm goriilmez fakat santrifiijlenmis numunede
sperm goriilmesi durumudur.

Hemospermi (Hematospermi): Ejakiilatta eritrosit hiicrelerinin gériilmesidir.
Lokospermi (Lokosito-Spermi, Piyospermi): Ejakiilatta normal degerlerin iizerinde

16kosit hiicrelerinin goriilmesidir.
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Nekrozoospermi: Ejakiilatta az sayida canli sperm ve yiiksek diizeyde cansiz sperm
goriilmesi durumudur.

Oligoastenozoospermi: Toplam sperm sayisi, sperm konsantrasyonu ve ileri hareketli
sperm yiizdesi alt referans limitlerinden diisiik oldugu durumlardir.
Oligoastenoteratozoospermi: Sperm sayisi, konsantrasyonu, ileri hizli hareketli hem
de morfoloji acisindan referans degerlerinin altinda oldugu durumdur.
Oligoteratozoospermi: Toplam sperm sayisi, konsantrasyonu ve morfoloji agisindan
referans degerlerinin altinda oldugu durumdur.

Teratozoospermi: Morfoloji agisindan alt referans limitinden diisiik yiizdede olan

normal spermler

2.7. Erkek Infertilitesi Endokrin Degerlendirme

Infertil bir erkegin endokrin degerlendirmesinde amag spermatogenezi olumsuz
etkileyen endokrinolojik bir hastaliga bagli olup olmadigini saptamaktir. Spermatogenez
dogrudan endokrinoloji kontrolii altinda olmasina ragmen primer hormonal etiyolojisi
infertil erkeklerin %3 linden daha diisiiktiir (41).

Erkek iireme sisteminde GnRH, LH, FSH, testosteron ve 0Ostradiol onemli
hormonlardir. Erkek infertilitesinin endokrin sebepleri pretestikiiler —olarak
degerlendirilir ve hormon diizeyinin yiiksekligi veya diistikliigiine bagl olarak fertiliteyi
etkiler. Erkekte serum FSH, testosteron ve Ostradiol hormonlar istenen temel tetkiklerdir
(42). Testosteron diisiik bulunursa total ve serbest testosteron hormon tetkiklerinin
tekrar1 yani sira LH ve prolaktine de bakilmasi gerekir.

Infertiliteye neden olabilecek hipofiz ile ilgili sorunlar (hiperprolaktinemi,
gonadotropin eksikligi, konjenital adrenal hiperplazi) saptanabilir. Sperm sayisinda
azalma veya morfolojisinde bozukluk varsa hormonal degerlendirme yapilmalidir.
Testosteron hormonal dengenin bir dl¢iitiidiir, FSH ise endokrin dengesinden ¢ok sperm
iiretiminin durumunu gosterir. FSH, testosteron ve 6strodiol hormonlarinin dl¢iimii
periferik kan testiyle oncelikli olarak yapilmasi gerekir (42).

Spermatogenezi bozuk olan erkeklerin ¢ogunda serum FSH degerleri normal
bulunmakla birlikte, FSH diizeyi ¢ok yiiksek ise biiyiik ihtimalle spermatogenez
bozuklugunu gosterir. Her ne kadar serum gonadotropin diizeyleri pulsatil

salimimlarindan dolay1 degisiklik gosterse de, olgunun endokrinolojik yonden klinik
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onemini agiklamada sabah yapilan tek Olglimler yeterlidir. Testosteron, FSH, LH ve

prolaktin arasindaki iligki klinik durumu agisindan bilgi sahibi olmamizi saglar (43).

2.8. Karnitinin Yapisi1 ve Kaynaklari

L-karnitin;3-hidroksi—4-N-trimetil aminobutirik asit olarak adlandirilir ve
metiyonin ve lizin aminoasitin tiirevidir. Viicuda alinan besinleri enerjiye doniismesini
saglar. Beyaz renkli ve polar yapisi olan bu bilesik suda ¢oziiniir, 200°C kadar olan
1siya da dayaniklidir. L-karnitinin viicuttaki fonksiyonlarina bakinca vitamin olarak
algilansa da viicudumuz bu maddeyi drettigi i¢in bu bilesigi vitamin grubunda

degerlendirmek yanlis olur (44).

Sekil 2.2. Karnitinin Molekiiler Yapisi

Karbon zincirine bakildiginda 2. karbonda asimetrik yapiya sahip olan karnitin
molekiiliiniin optikal bir aktivitesi var olup Ve iKi ¢esit enantiyomer formu bulunur. D
formu kimyasal yollarla organizma tarafindan firetilir ve dogada saf halde degildir. L-
karnitinin betaine benzer yapisi oldugu i¢in termal tuz olusturabilme 6zelligine sahiptir.
L-karnitin yapisal olarak Lesitine benzer Bu benzerlikler kimyasal 6zellik olarak
incelendiginde agil-L-karnitinlerin yag membranlar1 boyunca ¢ok hizli gectigini izah
etmektedir (45).
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Sekil 2.3. L-Karnitinin Kimyasal Yapisi

Glukoz oksidasyonunda ve serbest yag asidi metabolizmasinda rol alan bu
bilesik dogal protein yap1 tas1 olarak da kabul edilir (46). L-karnitinin igin birgok tanim
s06z konusudur. L-karnitin yapisi ve viicuttaki islevlerinden dolayr hem vitamin hem
aminoasit hem de bir element olarak tanimlayabiliriz. En 6nemli 6zelligi yag asitlerinin
enerjiye doniistirmede rol oynamasi ve digardan alinimi zorunlu bir element olmasidir
(47). Diger bir tanimi ise bu bilesigin enerji metabolizmasi i¢in kuaterner amonyum
olmasidir ve canli metabolizmasinda CO ve C2 olmak iizere iki formda da bulunmasidir

(48,49).

Dogadaki c¢ogu besin maddelerinde belirli 6l¢iide bulunan bu madde
mikroorganizmalar, bitki ve hayvanlar i¢in 6nemli bir bilesiktir. Hem bitkisel hem de
hayvansal besinlerde bulunan L-karnitin hayvansal besinlerde miktar olarak daha
fazladir. Fakat hem bitkisel hem de hayvansal kaynakli yaglarda L-karnitin bulunmaz.
Insan viicudunun bazi organlari 6rnegin; kalp, iskelet kas1, bobrek, beyin ve karaciger
dokularindaki kiiciik molekiiller L-karnitin iiretebilmektedir. insan viicudunda iskelet
kasinda ve kalp kasinda diger organlara oranla ¢ok yogun olarak L-karnitin bulunur
(50,51).

Esas olarak iki formu bulunan karnitinin dogadaki formu L-formudur, D-formu
ise kimyasal yollardan olusur, bu iki formun birlesiminden ise D-L formu ortaya ¢ikar.
Yapilan c¢aligmalar D formunun L-karnitintranslokaz enzimini pasifize ettigini
gosteriyor boylelikle L-karnitin yag asitlerini Sitoplazmadan mitokondriye tasidig

zaman enerji kaybi 6nlenmis olur (52).
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Tablo 2.2. Bitkisel Ve Hayvansal Kaynakli Bazi Gidalarda Bulunan Dogal L-Karnitin Miktarlar1 (52)

L-karnitin Miktar1 (mg/kg)

Bitkisel Kaynakh Gidalar Hayvansal Kaynakh Gidalar
Maisir 5 Balik Unu 120
Arpa 7 Et Unu 150
Bugday Kepegi 15 Kan Unu 10
Bugday Unu 5 Tiy Unu 120
Yulaf 5 Balik Iskelet Unu 90
Soya Fasulyesi Unu 12 Et Kemik Unu (%40) 100
Uziim Tohumu Unu 5 Plazma Proteini 15
Aygigegi Tohumu Unu 5

Pamuk Tohumu Unu 20

Findik 10

Taze gidalarda L-karnitin Miktari(mg/100g)

Bitkisel Kaynakh Taze gidalarda Hayvansal Kaynakh Yas gidalarda
Mantar 2,6 Kanatl: et 13
Havug 0,4 Baliketi 3-10
Ekmek 0,4 Yumurta 0,8
Piring 0,3 Sigir eti 143
Muz 0,1 Domuz eti 25
Domates 0,1 Kuzu eti 190

2.9. Karnitinin Fonksiyonlari

L-karnitin memeli metabolizmasinda enerji iiretir, organik asitlerin zararli toksik
maddelerden temizlenmesinde ve mitokondri membranindan enerji harcamadan yag
asitlerinin tasinmasinda gorev alan temel yapidir (53). L-karnitin, beta oksidasyon igin
uzun zincirli yag asitlerini sitoplazmadan mitokondrinin i¢ zarma tasir. Mitokondrinin
dis ve i¢ zarlarinda bulunan {i¢ enzime enerji iiretimi i¢in ihtiyag vardir. Acil-KoA'nin

acil-karnitine dontismesini saglayan iskelet ve kalp kasi hiicrelerinin mitokondriyal dis
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zarinda, karnitin-palmitoil transferaz | (KPT I) enzimidir. Agil-karnitin translokaz (KP)
enzimi ise, acil-karnitini i¢ mitokondriyal zara tasir. Mitokondrinin igzarinda bulunan
Karnitin-palmitoil transferaz 11 (KPT II) enzimi agil-KoA olusumunda rol almaktadir.
Propionil- KoA ve Asetil KoA; Ac¢il-KoA'nin beta oksidasyonu siiresince metabolize
olmasiyla olusur (53,54). Karbonhidrat, yag ve aminoasitlerin yikilmasi sonucu
mitokondri i¢inde asetil-KoA iiretimi baglar. Asetil-KoA’nin yogunlugu belli bir
birikime ulastiginda, yikimi engelleyip toksik etkiler meydana getirir (55). L-karnitin
miktarca fazla olan asetil gruplarinin zararli toksik etkilerinin temizlenmesini
saglayarak serbest KoA birikiminin Oniine geger. Boylelikle asetil-KoA/KoA
havuzunun tamponunu olusturur (56). Bu durumda KoA serbest hale gecer, L-karnitin
ile asetil gruplar birbirlerine baglanir ve asetil gruplari bobreklere taginarak burada yok
edilir (57). Mitokondrial matrikste kisa ve orta zincirli yag asitleri KoA’dan L-
karnitin’e aktarilir. Agcil-L-karnitin sayesinde kisa ve orta zincirli yag asitlerinin
mitokondriden transferleri gergeklesir. Boylece, enerji metabolizmasinda rol alan
serbest KoA’yr ve aym zamanda mitokondriden fazla olan asetil ve agil-KoA

gruplarinin transferini gerceklestirir (58,59).

L-karnitin’in bilinen 6nemli etkilerinden biri de antioksidatif etkiye sahip
olmasidir. Viicuttaki antioksidan savunma sisteminde bulunan enzimler yiikseltgenme
sonucu bozulmalarina ve ileri yas faktorine bagli olarak ortaya ¢ikan bazi

rahatsizliklara kars1 L-karnitinin koruyucu bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (60).

L-karnitin canli organizmaya ciddi derecede zarar verebilecek, endojen veya
eksojen organik asitlere karsi savunma sistemi roliinii iistlenir. Ornegin, beyinde
yiikselen glutamin ve amonyagin miktarini1 azaltir ve beyni amonyagmn zararl
etkilerinden korur. L-karnitin valin, 16sin, izolosin gibi aminoasitlerin de oksidasyonunu
saglar (61).

Diizenli spor ve egzersiz yapildiginda L-karnitin destegi de alinarak yiiksek
enerjiye sahip olunacag bildirilmistir (62). Kilo kontrolii i¢cinde L-karnitin ¢ok dnemli
bir antioksidan yapidir (63). Profesyonel olmayan sporcularda haftanin belli giinlerinde
belli dozlarda alinan L-karnitin dayaniklilik acisindan olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir. Zayiflamak i¢in yapilan diisiik kalorili diyet L-karnitin destegiyle beraber
kilolardan kurtulmak i¢in ¢ok etkili oldugu bildirilmistir (64).
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2.10. Karnitinin Sperm Enerji Metabolizmasindaki Rolii

Acil karnitin, sperm motilitesi, sperm sayisi ve konsantrasyon agisindan spermin
enerji metabolizmasinda 6nemli gorevleri olan bir maddedir (7). Acil-L-karnitin ve
karnitin diizeyi diisiik ¢ikan bireylerde sperm motilitesininde bozukluklarin oldugu
tespit edilmistir (65,66). Karnitinin biiylik bir ¢ogunlugu epididimisde bulunur.
Karnitinin agil karnitine doniismesi sperm metabolizmasi agisindan ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Normal spermatozoada agil karnitinin orani karnitinden ¢ok daha fazla oldugu
kanitlanmustir. Infertil erkeklerin tedavi icin disardan aldiklari L-karnitin takviyesi

sonrast sperm motilitesi, sperm yogunlugu ve sperm sayisinda artis oldugu goriilmiistiir
(67,68).

2.11. Karnitin Parametreleri

Serbest Karnitin: Kisa adi1 CO olup L-karnitin olarak adlandirilir ve Kimyasal olarak f3-
hidroksi-y-trimetilaminobutirat ile formiilize edilir (69).Yapisinda karbon zincirlerine
bagli nitrojen ve metil gruplart vardir. Bu yap1 L-lisinden nitrojeni alir, metioninden ise
metil gruplarmni almaktadir. L-karnitin insan viicudunda serbest ve esterlesmis halinde
bulunurlar. Toplam karnitin miktarinin % 80’ni serbest karnitin (L-karnitin) olusturur
(70).

Asetil Karnitin: Kisa adi C2 olup CgH;17NO4olarak formiilize edilir. Asetil karnitin, L-
karnitin ve asetatin bir esteridir ve Asetil karnitin transferaz enzimi ile insan beyninde,
karacigerde ve bobrekte sentezlenir. Asetil karnitin aktif olarak kan-beyin bariyeri
boyunca tagmir ve beyin omurilik sivisi ve beyninde birikir (71). Asetil karnitin,
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin diizenlenmesine katilir. Asetil karnitin,
yag asidi oksidasyonu sirasinda asetil-CoA'nin mitokondriye aliminmi kolaylastirir,
asetilkolin iiretimi ve protein ve membran fosfolipitlerinin sentezini uyarir, hiicresel

enerji liretimi i¢in bir substrat rezervuari saglar, bdylece asir1 noron hiicre 6liimii 6nlenir

(72-74).

Propiyonil Karnitin: Kisa adi C3 olup CjoHigNO4 olarak formiilize edilir.
Metilmalonil-CoA mutaz eksikligi olan hastalarin idrarlari incelendiginde metilmalonik
asitle beraber idrarda bol miktarda bulunan karnitin tiriidir. Metilmalonik asit B12

vitamini ile tepkimeye girerck siiksinil KoA olusturur. Krebs dongiisiinde ara bilesik
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olan Siiksinil KoA mitokondri igindedir. Metilmalonil-KoA mutaz enzimi,
metilmalonil-CoA'nin siiksinil-KoA'ya doniisiimiinde rol alan enzim tiiriidir. Kalitsal
metabolizma hastaligi olan propiyonik asidemininde propiyonil karnitinle baglantili
oldugu bilinmektedir (75).

Biitiril Karnitin: Kisa adi C4 olup C;1H2:NO, olarak formiilize edilir. C4 biitiril
karnitin gesitli isimlendirmelere sahip olup agil karnitinler smifinda yer alir. Ornegin
(3R)-3-(butiriloksi)-4- (trimetilammonio) biitanoat veya L-karnitinbutiril ester de denir.
Acilkarnitinler, bir ester bagi ile karnitine baglidir. Butirilkarnitin yapisinda karboksilik
asit ve bir yag asidi bulunan organik bilesik suda ¢éziinmez ve asidik yapiya sahiptir.
Biitirilkarnitin degeri akut asidozlu, kas gii¢siizliigli olan bebeklerde yiikselir. Ayrica
orta yasl hastalarda sik goriilen kronik miyopatide de biitirilkarnitin C4 degeri artar
(76). Biitirilkarnitin degeri, kisa zincirli acil-CoAdehidrogenaz (SCAD) eksikligi ve
izobiitiril CoA dehidrogenaz eksikligi olan hastalarda da yiiksek oranda goriiliir (77).

Metil Malonil Karnitin: Kisa ad1 C4DC olupC;1H19NOg olarak formiilize edilir. Asidik
yaptya sahip olan bu bilesik suda ¢oziinmeyen bir metabolittir. Agil grubunda
metilmalonil bulunan ve metilmalonik asitten tiiretilen bu bilesik O-agil-L-karnitin
olarak da kabul edilir (76).

isovaleril Karnitin: Kisa adi C5 olup CjyoHz3sNO4 olarak formiilize edilir.

Izovalerilkarnitin, diger karnitin esterlerinlerden farkli aktiviteler gergeklestiren bir
bilesiktir. izovaleril karnitin, merkezi sinir sistemine toksik olan izovalerik asit

birikiminden kaynaklanan izovalerikasitemideki fenotipik anormalliktir. Izovalerik
asidemi, mitokondriyal enzim izovaleril-CoAdehidrogenaz eksikligi nedeniyle olusan
16sin  metabolizmasinin otozomal resesif dogustan bir yamigi, izovaleril-CoA
tiirevlerinin birikmesine neden olur. Izovalerilkarnitin, fagositlerde erken ve belirgin bir
artis ve ayrica hiicre dliimiinde biiyiik bir artis iiretir. Insanlar igin bilinen ilk asidemi
cesitidir, ciddi mortalite ve morbiditiye sahiptir. Ciddi sekilde etkilenen bireylerde
erken tani ve tedavi 6nemli olup protein kisitl diyet, karnitin ve glisin takviyesi normal
gelisimde aktif rol oynar (76). Ayrica niikleer alimimi inhibe ederek osteoblastlarda

artmis enerji Uretimi veya tiroid hormonunun periferik antagonizmini iceren olas1 ek
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mekanizmain vivo kemik mineralizasyonu iizerine faydal etkileri gz ardi edilemez
(78).

Tiglil Karnitin: Kisa adi C5:1 olupCi2H21NO4 olarak formiilize edilir. Kimyasal yapisi
trans-2-metil-2-butenoil'den olusur. Bir O-agilkarnitin bilesigi olan ve tiglik asitten elde
edilen tiglilkarnitinin viicutta metabolit rolii aktiftir. Ayn1 zamanda agil tiirevi olan tiglil

karnitin 2-etil agilloilkarnitinin tatomeridir.

3-Hidroksi Isovaleril Karnitin: Kisa adi C50H olup C1,H23NO,OH olarak formiilize
edilir. Hidroksiizovalerilkarnitin, ¢ok sayida nadir goriilen ve dogustan metabolizma
hatalart olan karboksilaz eksikligi, 3-Metil Krotonil-Koenzim A karboksilaz, 3-
Hidroksi-3-Metil Glutaril-Koenzim A liyaz ve 3-Metil Gluta Konik Koenzim A hidrataz
eksikligi taranmasi i¢in bir biyobelirtegtir. Azalmis 3-Metil krotonil-Koenzim A
karboksilaz aktivitesi, CSOH iiretilip tasinirken karnitin asetiltransferaz ile detoksifiye
edilen 3-hidroksi izovaleril-Koenzim A'min karnitin-agil karnitin translokastasi yoluyla

mitokondriyal membranlarda birikmesine neden olur (79).

Glutaril Karnitin: Kisa adi C5DC olup Ci2H2:NOg olarak formiilize edilir. Agil
karnitinlerin bir {iyesi olan bu bilesikler, bir ester bagi ile karnitine baghdir. Bir organik
bilesik olan Glutarilkarnitin yapisinda karboksilik asit ile bir yag asidi bulundurur. Bu

bilesigin suda ¢ozliinmeyen asidik bir yapisi vardir (76).

Hekzanoil Karnitin: Kisa ad1 C6 olup C13H2sNO, olarak formiilize edilir. Agilkarnitin
siifinda yer alir. Sira dis1 agilkarnitinlerin {iretimi ve atilimi ile karakterize edilen,
organizmada enerji iiretiminde ve aract metabolizmasinda rahatsizliklara yol agan ¢ok

sayida bozukluk tarif edilmistir.

Adipil Karnitin: Kisa adi C6DC olup C13H23NOg olarak formiilize edilir. Metil Glutaril
Karnitin olarak da adlandirilir. Asil karnitinler sinifinin bir tiyesidir. Karboksilik asit ve

bir yag asidinin ester bagi ile baglanmasi sonucu olusan yapidir (80).

Oktanoil Karnitin: Kisa adi C8 olup CisHgNO, olarak formiilize edilir. L-
Oktanoilkarnitin, oktanoilkarnitinin fizyolojik olarak aktif formudur. Oktanoilkarnitin,
orta zincirli asil-CoAdehidrojenaz (MCAD) yetersizliginde agiklanir. Oktanoilkarnitin,

saglikli yeni dogan kan numunelerinde genellikle ¢ok diisiik konsantrasyonlar da
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bulunur. MCAD orta dereceli aglik, orta zincirli dikarboksilikasidiiri, bozulmus
ketogenez, diisiik plazma ve doku karnitin diizeyleriyle tekrarlayan hipoglisemik koma
ataklarina karsi toleranssizlik ile nitelendirilir. L-Oktanoilkarnitinin ayrica dogustan
metabolizma hatalar1 olan ¢dlyak hastalifi ve glutarikasitiiri I ile de ilgili oldugu

saptanmustir (80).

Oktenoil Karnitin: Kisa adi C8:1 olup CisH7NO,4 olarak formiilize edilir. Asil-
CoAdehidrojenaz eksikliginde goriliir. C8'in iligkili oldugu hastaliklarin ¢ogunda C8:1

de ayni rolii oynar.

Dekanoil Karnitin: Kisa adi C10 olup Cj7H33sNO4 olarak formiilize edilir.
Asilkarnitinler grubunda yer alir. Dekanoilkarnitinin bir yag esteri lipit molekiiliidiir.
Dekanoilkarnitin hem kanda hem diski 6rneklerinde hem de idrarda bulunur. Hiicre
zarinin iginde bulunan dekanoilkarnitin bazen hiicre disi alanda da bulunabilir.
Dekanoilkarnitinlerde diger asilkarnitinler gibi, yag asidi oksidasyon bozukluklar1 ve
orta zincirli asil-CoAdehidrojenaz eksikligine bagli ortaya ¢ikan genetik bozukluklarin

tanisinda kullanilabilecek ¢ok dnemli bir biyoelirtegtir(81).

Dekenoil Karnitin: Kisa adi C10:1 olup Ci7H31NO4 olarak formiilize edilir. 9-
dekenoilkarnitin, asil karnitinlerin bir tiyesi olarak smiflandirilir. 9-dekenoilkarnitin, bir
yaglh ester lipit molekiiliidiir. Hiicre icinde ve disinda bulunabilen dekenoilkarnitin

genelde hiicre membranina yakin yerde bulunur. Hem idrarda hem de kanda goriilebilir
(81).

Sebasil Karnitin: Kisa adi C10DC olupCi7H31NOg olarak formiilize edilir. O-
asilkarnitin grubunda yer alir ve asil siibstitiient olarak sebacoile ayni yapiya sahiptir.
Metabolit olarak bir rolii vardir. Yapisinda Kkarboksilik ester ve amonyum betain

bulunan karnitin tiirevidir (81).

Dodecanoil Karnitin: Kisa adi C12 olup Ci9H3;NO,4 olarak formiilize edilir. Asil
karnitin olan dodecanoil karnitin; MCAD ve yag asidi oksidasyon bozukluklari olan
karnitin palmitoil transferaz I eksikligi ve karnitin palmitoil transferaz II eksikliginde

gortiliir. Dodekanoil karnitinin ¢olyak hastaligiyla da iliskisi biliniyor (82).
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Miyristoil Karnitin: Kisa adi C14 olup Cy1H41NO4 olarak formiilize edilir. Bir O-
asilkarnitin olan ve O-tetradekanoilkarnitin, asil siibstitiient olarak tetradekanoile

(miristoil) sahip karnitin gesitidir. Viicutta metabolit olarak da rol oynar (82).

Palmitoil Karnitin: Kisa adi C16 olup Cx3HsisNO,; olarak formiilize edilir.
Palmitoilkarnitin, yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda uzun zincirli yag asitlerinin
sitoplazmadan mitokondriye transferini saglayan uzun zincirli bir asil yag asidi tiirevi
esteridir. L-palmitoilkarnitin, bir¢ok enzim tasiyict maddenin ve proteinlerin aktivitesini

degistirebilir 6zellige sahiptir (83).

Steraoil Karnitin: Kisa adi C18 olup CsH49NO4 olarak formiilize edilir. Bir yag esteri
lipid molekiiliidiir. Kontrol gruplarina karnitinpalmitoiltransferaz (CPT) II eksikligi olan
hastalarda fazla miktarda bulunur. Stearoil karnitinin, ¢olyak hastaligi ile de iliskili
oldugu bildirilmistir. CPT enzim sistemi, a¢il-CoAsentetaz ve agilkarnitin translokaz ile
beraber calisarak, uzun zincirli yag asitlerini sitozolden mitokondriyal matrikslere
tasinmasinda rol oynar. Beta-oksidasyona maruz kalir. Stearoil Kkarnitin suda

¢ozlinmeyen asidik bir yapiya sahiptir (83).

Oleil Karnitin: Kisa ad1 C18:1 olup CzsH47NO4 olarak formiilize edilir. O-agilkarnitin
cesiti olan O-oleoil karnitin, agil siibstitiienti olan oleoile sahiptir. Organizmada

metabolit role sahiptir (83).

Linoleil Karnitin: Kisa adi C18:2 olup CysHssNO, olarak formiilize edilir. O-
acilkarnitin ¢esidi olan O-linoleoilkarnitin, agil siibstitiient olarak linoleoile sahiptir.

Insan viicudunda metabolit rol oynar (83).

Hidroksi Oleil Karnitin: Kisa adi C18:10H olup Cy5H47NOs olarak formiilize edilir.
O-asilkarnitin ¢esidi olan 3-hidroksi kota dekenoil karnitin, agil siibstitiient olarak -3-
hidroksi-okekenoil igerir. Karnitin tiirevi olan bilesik insanda metabolit role de sahiptir
(83).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. LC-MS/MS ile Karnitin ve Aminoasit Analizi

Karnitin diizeyleri analizleri i¢in la Marca et al. (84) ve saglik (85) protokoliine
gore hazirlanarak LC-MS/MS ile analiz edildi. Hastadan alinan 100 pl kan 6rnegi gutrie
kagidina damlatildi. Kiiclik spotlar halinde kesilen gutrie kagitlart 96’lik pleytlere
alindi. Elde edilen 6rnekler lizerine 7 pl plazma 6rnegi emdirilip kurutuldu. Kurutulan
plazma oOrnekleri iizerine 300 pl ekstraksiyon buffer (3 mmol /L hidrazin hidrat:
metanol (2:1) ve internal standart eklenerek 1 saat 37 C inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi elde edilen ¢ozelti azot altinda ugurulduktan ve mobil faz ile ¢oziindiikten sonra
LC-MS/MS (Shimadzu-8040) cihazina enjekte Olglim sirasinda her analit igin elde
edilen pikler internal standart pikleri ile kiyaslanarak tanimlandi. Standart

konsantrasyonlar aminoasitler i¢in 500-2500 umol / L hesaplanda.

3.2. Analiz Kosullar:

Her bir numuneden 40 pl 6rnek 0.007 ml/2.2 dakika akis hizinda mobil faz ile
(A: Su 0.05% of formik asid, B: asetonitril, A/B: 30%/70% oraninda igerisinde
belirtilen kosullarda column oven 30 C, desolvatation line 300 C, heat 500 C, nebu-
lizing gas 3 L/min, drying gas 20 L/min). Cihaza enjekte edildi. Elde edilen datalar
internal standartlara gore hesaplandi. Elde edilen datalar Shimadzu Neonatal Software
kullanilarak hesaplandi. Calisma sonucunda 26 karnitin ve etsri ile 20 asit miktar1 tek

enjeksiyon da analiz edildi.

Calismamizda Harran Universitesi Tip Fakiiltesi infertilite poliklinigine
basvuran erkek hastalardan 32 normosperm, 32 oligosperm ve 32 azosperm olmak iizere
toplam 96 hastanin kanindaki karnitin profillerinin karsilastiriimas1 hedeflenmektedir.

Infertilite poliklinigine bagvuran hastalardan alinan kan rnekleri kullanilds.
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3.3. istatistiksel Analiz

Tim analizler Statistical packages for social sciences (SPSS) for Windows
version 16.0 (SPSS Chicago, Ill., USA) ile yapildi. Sayisal veriler ortalama ve standart
deviasyon olarak sunuldu. Sayilar verilerin dagiliminin normal olup olmadigini
degerlendirmek i¢in kolmogorov-smirnov testi kullanildi. Dagilimi normal oldugu
verilerde gruplar aras1 kiyaslama icin one-way ANOVA testi yapildi. Post Hoc test
olarak bonferroni testi uygulandi. Sayisal verilerin dagiliminin normal olmadigi
durumlarda gruplar arasi kiyaslama i¢in Kruskal-Wallis H testi yapildi. P degeri anlamli
¢ikan durumlarda sub grup test igin ikiserli gruplar halinde Mann-Whitney U testi
yapildi. P degeri 0,05°den kiiciik olan sonugclar istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiz ii¢ grup iizerinden olusturuldu. Grup 1’de normospermik hastalar,

grup 2°de oligospermik hastalar, grup 3 ise azospermik hastalardan olusturuldu.

Gruplarda yer alan hastalarin kan karnitin diizeyleri asagidaki tablolarda sunuldu.

Tablo 4.1. Normospermik Hastalardaki Karnitin Diizeyleri

Test Vaka Ort Std Sapma Min Max
Sayisi
co 32 30,1803 8,51040 16,46 54,03
c2 32 76238 4,06477 2,61 19,40
c3 32 1,4441 77367 65 3,32
c4 32 1712 06384 08 34
c4DC 32 3213 11550 12 59
c5 32 2272 06712 12 36
Cc51 32 2088 05581 12 34
C50H 32 4625 17916 22 1,01
csDC 32 0850 03427 04 19
c6 32 0503 04012 02 24
C6DC 32 0850 04348 04 29
cs 32 0728 09749 00 55
cs1 32 2931 25201 07 1,28
cspC 32 0659 01864 04 12
c10 32 0725 06711 02 38
c101 32 3991 30765 18 1,79
c10DC 32 0416 01588 02 10
gii 32 1766 10876 05 57
32 1453 06653 06 33
c141 32 0859 05357 03 23
c142 32 1822 12443 06 61
Cc16 32 1,2072 49704 61 3,00
c161 32 1747 06895 06 32
c18 32 7803 29586 31 1,86
c181 32 2,6241 95478 1,19 5,44
c182 32 0481 36893 42 2,12
C1810H 32 0194 00716 01 04
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Tablo 4.2. Oligospermik Hastalardaki Karnitin Diizeyleri

Test Vaka Ort Std Sapma Min Max
Sayisi
Co 32 30,7222 10,88041 16,74 71,43
Cc2 32 7,2663 4,10952 1,82 18,23
C3 32 1,3625 , 74973 ,29 2,80
Cc4 32 ,1588 ,07387 ,06 34
C4DC 32 ,2869 , 11102 ,10 51
C5 32 ,2103 ,07516 ,09 ,40
C51 32 ,2038 ,07640 12 54
C50H 32 ,3838 , 13215 11 77
C5DC 32 ,0959 ,03004 ,04 ,16
C6 32 ,0459 ,02030 ,02 ,10
ceDC 32 ,0784 ,02567 ,00 13
C8 32 ,0625 ,04370 ,00 ,18
c81 32 ,2450 , 18009 ,08 1,06
c8DC 32 ,0684 ,02273 ,00 A1
C10 32 ,0734 ,03891 ,02 ,18
C101 32 ,3656 ,12310 ,18 ,64
ci10DC 32 ,0422 ,01453 ,02 ,08
C12 32 ,1553 ,07607 ,00 ,38
C14 32 ,1291 ,05619 ,00 24
C141 32 ,0706 ,03232 ,00 ,16
C142 32 ,1500 ,06782 ,00 34
C16 32 1,2078 49471 44 2,58
Ci161 32 ,1556 ,09211 ,00 ,40
C18 32 ,8347 ,42394 ,34 2,17
Ci181 32 2,6188 ,84722 ,95 4,24
C182 32 ,9494 ,44580 41 2,48
C1810H 32 ,0213 ,01040 ,01 ,05
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Tablo 4.3. Azospermik Hastalardaki Karnitin Diizeyleri

Test Vaka Ort Std Sapma Min Max
Sayisi
Co 32 27,6116 6,77649 15,45 40,57
C2 32 10,0500 4,00581 2,52 16,58
C3 32 1,6709 ,95994 33 3,99
c4 32 ,1953 ,10109 07 51
c4DC 32 2444 ,06555 13 38
C5 32 2288 ,08071 A1 51
C51 32 2706 ,14069 13 76
C50H 32 ,3853 115929 18 91
C5DC 32 1616 ,22860 ,05 95
C6DC 32 2156 40132 ,05 1,60
C8 32 ,0853 ,09367 ,01 49
cs81 32 5697 ,63459 ,08 3,20
Cc8DC 32 0778 ,04584 03 22
C10 32 ,0897 ,08221 ,03 45
c101 32 4931 ,35637 17 1,94
C10DC 32 ,0453 ,01414 02 07
c12 32 ,1994 ,13807 07 79
C14 32 1647 ,07331 07 A7
c141 32 ,0919 ,06587 ,03 38
C142 32 2291 ,16249 07 70
C16 32 1,3528 ,43398 65 2,20
c161 32 2075 ,10806 ,00 40
c18 32 7447 26824 37 1,78
ci181 32 2,6384 76829 1,40 4,70
C182 32 1,0794 ,34029 40 2,04
C1810H 32 ,0213 ,00871 ,01 ,06
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Tablo 4.4. Normospermi, Oligospermi ve Azospermi Gruplarinda Ortalama, Standart Sapma ve p

Degerleri
Test (umol/L) | Normospermi | Oligospermi | Azospermi P degeri
Co 30,18+8,51 | 30,72+10,88 | 27,61+6,77 0,331
C2 7,62+4,064 7,26+4,10 10,05+4,00 0,014%
C3 1,4420,77 1,36+0,74 1,67+0,95 0,313
C4 0,17+0,06 0,15+0,07 0,19+0,10 0,192
Cc4aDC 0,32+0,11 0,28+0,11 0,24+0,06 0,011b
C5 0,22+0,06 0,21+0,07 0,22+0,08 0,550
C5:1 0,20+0,05 0,20+0,07 0,27+0,14 0,012°
C50H 0,46+0,17 0,38+0,13 0,38+0,15 0,080
Cs5DC 0,08+0,03 0,09+0,03 0,16+0,22 0,053
C6 0,05+0,04 0,04+0,02 0,05+0,03 0,243
C6DC 0,08+0,04 0,07+0,02 0,21+0,40 0,034°
cs8 0,07+0,09 0,06:£0,04 0,08+0,09 0,540
C8:1 0,29+0,25 0,24+0,18 0,56+0,63 0,004°
c8DC 0,06+0,01 0,06=0,02 0,07+0,04 0,286
C10 0,07+0,06 0,07+0,03 0,08+0,08 0,498
C10:1 0,39+0,30 0,36+0,12 0,49+0,35 0,176
Cc10DC 0,0420,01 0,04+0,01 0,040,01 0,560
C12 0,17+0,10 0,15+0,07 0,19+0,13 0,285
Cl14 0,14+0,06 0,12+0,05 0,16+0,07 0,100
C14:1 0,08+0,05 0,07+0,03 0,09+0,06 0,252
Cl4:2 0,18+0,12 0,15+0,06 0,22+0,16 0,043
C16 1,22+0,49 1,20+0,49 1,35+0,43 0,420
Cl6:1 0,17+0,06 0,15+0,09 0,20+0,10 0,076
C18 0,78+0,29 0,83+0,42 0,74+0,26 0,561
C18:1 2,62+0,95 2,61+0,84 2,63+0,76 0,996
C18:2 0,94+0,36 0,94+0,44 1,07+0,34 0,302
C18:10H 0,01£0,007 0,02+0,01 0,02+0,008 0,621

Gruplar aras1 kan karnitin diizeyleri arasindaki karsilastirma sonuglar1 tablolarda

sunuldu. Tablolardan da goriilecegi lizere karnitin C2, karnitin C4DC, karnitin C5:1,

karnitin C6DC, karnitin C8:1 ve karnitin C14:2 degerleri gruplar arasinda anlamli

olarak farkli bulundu.
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8C2 igin oligospermik hastalar (7.26+4.10) ile azospermik hastalar (10.05+4.00)
kiyaslandiginda p=0,022

PC4DC i¢in normospermik bireyler (0.32+0.11) ile azospermik hastalar (0.24+0.06)
kiyaslandiginda p=0,008

¢ C5:1 igin normospermik bireyler (0.20+0.05) ile azospermik hastalar (0.27+0.14)
kiyaslandiginda p=0,039

© C5:1 igin oligospermik hastalar (0.20+0.07) ile azospermik hastalar (0.27+0.14)
kiyaslandiginda p=0,023

4 C6DC igin oligospermik hastalar (0.07+0.02) ile azospermik hastalar (0.21+0.40)
kiyaslandiginda p=0,049

® C8:1 icin normospermik bireyler (0.29+0.25) ile azospermik hastalar (0.56+0.63)
kiyaslandiginda p=0,022

® C8:1 igin oligospermik hastalar (0.24+0.18) ile azospermik hastalar (0.56+0.63)
kiyaslandiginda p=0,006

" C14:2 i¢in Oligospermik hastalar (0.15+0.06) ile Azospermik hastalar (0.22:0.16)
kiyaslandiginda p=0,034

Calismamiz Harran Universitesi tip fakiiltesi hastanesi infertilite poliklinigine
bagvuran 32 normospermi, 32 oligospermi ve 32 azospermi olmak tizere toplam 96
erkek hastanin kanlar1 alimip karnitin profilleri incelenerek gruplar arasinda karnitin
profillerinin farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Calismamizda ¢ikan anlamli

sonuglar sekillerde gosterilmistir (sekil:2-7).

29



12

10

NORMOSPERMI OLIGOSPERMI AZOSPERMI
KARNITIN C2

SEKIL 4.1. Gruplara Gére Kan Karnitin C2 Diizeylerinin Gosterimi

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

NORMOSPERMI OLIGOSPERMI AZOSPERMI
KARNITIN c4DC

SEKIL 4.2. Gruplara Gére Kan Karnitin C4DC Diizeylerinin Gosterimi

30



0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

NORMOSPERMI OLIGOSPERMI AZOSPERMI

KARNITIN C5:1

SEKIL 4.3. Gruplara Gére Kan Karnitin C5:1 Diizeylerinin Gosterimi

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

NORMOSPERMI OLIGOSPERMI AZOSPERMI

KARNITIN C6DC

SEKIL 4.4. Gruplara Gére Kan Karnitin C6 DC Diizeylerin Gosterimi

31



0,6 -

0,5 -

0,4 -

NORMOSPERMI OLIGOSPERMI

KARNITIN €8 1

AZOSPERMI

SEKIL 4.5. Gruplara Gére Kan Karnitin C8:1 Diizeylerinin Gosterimi

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

NORMOSPERMI

OLIGOSPERMI
KARNITIN C14:2

AZOSPERMI

SEKIL 4.6. Gruplara Gére Kan Karnitin C14:2 Diizeylerinin Gosterimi

32



5. TARTISMA

Bu c¢alismada karnitin ve karnitin profillerini belirlemede etkin ve 6nemli bir
yontem olan LC-MS/MS ile kuru kandan karnitin profil analizi yaptik. Karnitin
kesfedildikten sonra miktar tayini i¢in bir dizi metot gelistirilmistir. Bu metotlar daha

¢ok kan plazmasi ve idrarda karnitin tayininde kullanilmaktadir (86-90).

Calismamizda karnitin profilinin C2 (Asetil Karnitin), karnitin C4DC (Metil
Malonil Karnitin), karnitin C5:1 (Tiglil Karnitin), karnitin C6DC (Adipil Karnitin),
karnitin C8:1 (Oktenoil Karnitin), karnitin C14:2 (Tetradecadienyl-L-carnitine)’nin
gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gordiik. Onceki calismalar ise sperm
konsantrasyonu, motilite ve morfoloji lizerinde yararli bir etkiye sahip oldugunu
bildirmistir.

Wang ve arkadaglari, L-Karnitinin astenozoospermili erkeklerin ejakiilator
sperm hareketliligini artirabilecegini gostermistir (91). Baska bir c¢alismada, Shi ve
arkadaslari, ayrica testis sperm hareketliliginin in vitro L-karnitine maruz kaldiktan

sonra gelistigini gostermistir (92).

Bagka diger calismada, Pentoxifyllinin testikiiler sperm hareketliligini arttirdig
bildirilmistir ( 93). Aliabadi ve ark. test edilen farelerin testis sperm hareketliliginin, in
vitro ortamda L-karnitin ve Pentoxifylline kiiltiir olmasindan sonra artabilecegini

bildirmistir (94).

Ahmet SD. ve ark. oligoastenoteratozaspermi erkeklerin spermlerinde karnitin
diizeylerinin diisiik oldugunu bildirmistir (95) ve Shi JZ. ve ark. ise L-karnitine maruz

kaldiginda sperm motilitesinde iyilesme olabilecegini sdoylemistir (92).

Abd-Allah AR ve ark. L-karnitin tedavisi ile inflamasyon ve oksidatif strese
bagli olarak azalan sperm motilitesi ve vitalitesinin olumsuz etkilerini azalttigini
bildirmistir (67).

Jeulin ve arkadaslar1, L-karnitinin yag asitleri metabolizmasini etkileyerek sperm
hareketliligini arttirdigini bildirmistir (96). Brooks DE. ve ark. yag asidi metabolizmasi,
sperm orta par¢asinin mitokondrisinde ortaya c¢iktigini ve L-Karnitinin asetil-

CoA miktarint diizenledigini bildirmistir (97). Casillas ER. ve ark. c¢aligmalarinda
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Asetil-CoA, trikarboksilik asit dongiisii ve enerji tiretimi i¢in gerekli oldugunu ve bu
nedenle, spermin L-karnitin tarafindan artan hareketliligi, L-karnitinin oksidatif
fosforilasyon ve enerji iiretimi lizerindeki etkilerinden kaynaklaniyor olabilecegini

sOylemistir (98).

Erkek tireme hiicrelerinin ¢ekirdek ve mitokondri yollarinda fonksiyon kaybina
neden olan oksidatif stres, spermatozoada hasarlara neden olmaktadir. Sperm
patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan ROS'un, erkek infertilitesine neden olan
faktorlerin basinda geldigi ve infertil erkeklerin seminal sivilari, fertil erkeklere gore
daha fazla ROS igerdigi biliniyor. SOD ve CAT enzimler seminal plazmada igerisinde
biiytik oranda bulunur ayrica bu enzimlerle birlikte, antioksidan olan tokoferol, askorbik

asit ve karnitinde yer almaktadir (99).

Lenzi A. ve arkoksidatif stres kaynakli erkek infertilitesinin tedavisinde L-
karnitinin, antioksidan ve radikal siipiiricii etkisinin olumlu ydnde oldugundan
bahsetmistir (100).

Oksidatif stresin erkek kisirhigint 6nemli 6l¢iide etkiledigine inanilmaktadir.
LC'nin sperm anahtar parametreleri tizerindeki etkisine odaklanan tiim ¢alismalar, LC
ile sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi gibi semen parametreleri arasinda pozitif bir
iliski oldugunu bildirmistir ( 101,102, 103). Balercia ve ark. ¢alismasinda, LC tedavisi
ile semen parametreleri arasinda diger c¢alismalara gore daha kii¢iik Orneklem
biiytikligi agisindan anlamli bir iliski gostermedigini bildirmistir (104). Lafuente ve
ark. tarafindan yapilan bir meta-analiz, Q10 koenzimi ile yapilan tedavinin sperm
motilitesinde ve konsantrasyonunda belirgin bir iyilesme oldugunu, canli dogum ve

gebelik oranlarinda ise 6nemli bir iyilesme olmadigini bildirmistir (105).

Calismamiz Harran Universitesi tip fakiiltesi hastanesi infertilite poliklinigine
bagvuran 32 normospermi, 32 oligospermi ve 32 azospermi olmak {izere toplam 96
erkek hastanin kanlari almip karnitin profilleri incelenerek gruplar arasinda karnitin

profillerinin farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.

Biz yaptigimiz ¢alisgma da Gruplar arasi kan karnitin diizeyleri arasindaki
karsilagtirma sonuglarinda karnitin C2 (Asetil Karnitin), karnitin C4DC (Metil Malonil
Karnitin), karnitin C5:1 (Tiglil Karnitin), karnitin C6DC (Adipil Karnitin), karnitin
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C8:1 (Oktenoil Karnitin), karnitin C14:2 (Tetradecadienyl-L-carnitine) degerlerini

gruplar arasinda anlamli olarak fark bulduk.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin C2
Asetil Kkarnitin seviyelerinin karsilastirilmasi  sonucu anlamli  fark bulunmustur
(p=0,014). Ikili gruplar arasindaki durumlar kiyaslandiginda oligospermik hastalar
(7.2644.10) ile azospermik hastalar (10.05+4.00) arasinda anlamli bir sekilde fark olup
azospermik hastalarda oligospermi hastalarma gore yiiksek ¢ikmistir (p=0,022). C2
asetil karnitin yiiksekliginde; orta zincirli Asil-CoA dehidrojenaz eksikligi, ¢cok uzun
zincirli Asil-CoA dehidrojenaz eksikligi, metilmalonik asidemi (metilmalonil-CoA
mutaz eksikligi) ve propiyonik asidemi (Propiyonil-CoA karboksilaz eksikligi)
goriildiigii  bildirilmistir (106). Etiyolojisi belli olmayan azospermi vakalarinin
etiyopatogenezinde asemptomatik giden parsiyel enzimatik defektlerin de olabilecegi
degerlendirilebilir. Bu tiir vakalarda metabolizma uzmaninindan alinacak konsiiltasyon

etiyolojiyi belirlemede yardimci olabilir.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin
C4DC metil malonil karnitin seviyelerinin karsilastirilmasi sonucu anlamli fark
bulunmustur  (p=0,011). Ikili gruplar arasindaki durumlar kiyaslandiginda
normospermik bireyler (0.32+0.11) ile azospermik hastalar (0.24+0.06) arasinda anlaml
bir sekilde fark olup azospermik hastalarda normospermik bireylere gore diisiik
cikmistir (p=0,008). C4DC metil malonil karnitin yiiksekliginde; idrar organik asitleri
(MMA), laktik asidoz goriildiigii bildirilmistir (106). Idiyopatik azospermi vakalarinda

bu defektlerin roliiniin olabilecegi diisiiniilerek ek tetkik istenebilir.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin C5:1
tiglil karnitin seviyelerinin karsilastirilmasi sonucu anlamli fark bulunmustur (p=0,012).
Ikili gruplar arasindaki durumlar kiyaslandiginda normospermik bireyler (0.20+0.05) ile
azospermik hastalar (0.27+0.14) arasinda anlamli bir sekilde fark olup azospermik
hastalarda normospermik bireylere gore yiiksek ¢ikmistir (p=0,039). Ayrica
oligospermik hastalar (0.20+0.07) ile azospermik hastalar (0.27+0.14) arasinda da
anlamli bir sekilde fark olup azospermik hastalarda oligospermi hastalarina gore yiiksek
cikmistir  (p=0,023). C5:1 tiglil karnitin yiiksekliginde beta-ketotiyolaz eksikligi
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goriildiigii bildirilmistir (106). Karnitin taramasi yapilmis azospermi vakalarinda C5:1
yiiksekligi tespit edilmesi durumunda, sistemik semptomlarin goriilmedigi parsiyel beta-

ketotiyolaz eksikligi varlig1 arastirilabilir.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin
C6DC adipil karnitin seviyelerinin karsilastirilmas: sonucu anlamli fark bulunmustur
(p=0,034). ikili gruplar arasndaki durumlar kiyaslandiginda oligospermik hastalar
(0.07+0.02) ile azospermik hastalar (0.21+0.40) arasinda anlamli bir sekilde fark olup
azospermik hastalarda oligospermi hastalarina goére yiiksek ¢ikmistir (p=0,049). C6DC
adipil karnitin yiiksekliginde; 3-Hidroksi-3-Metilglutaril-CoA liyaz eksikligi goriildigii
bildirilmistir (106). Etiyopatogenezi belli olmayan azospermik vakalarda agilkarnitin
profili taramasi ile C6DC adipil karnitin yiiksekligi tespit edildiginde, asemptomatik
kismi 3-Hidroksi-3-Metilglutaril-CoA liyaz eksikligi arastirilabilir.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin C8:1
oktenoil karnitin seviyelerinin karsilastirilmast sonucu anlamli fark bulunmustur
(p=0,004). ikili gruplar arasindaki durumlar kiyaslandiginda normospermik bireyler
(0.2940.25) ile azospermik hastalar (0.56+0.63) arasinda anlamli bir sekilde fark olup
azospermik hastalarda normospermik bireylere gore yiiksek ¢ikmistir (p=0,022). Ayrica
oligospermik hastalar (0.24+0.18) ile azospermik hastalar (0.56+0.63) arasinda da
anlamli bir sekilde fark olup azospermik hastalarda oligospermi hastalarina gore yiiksek
cikmistir (p=0,006). C8:1 oktenoil karnitin yiiksekliginde; Orta zincir Asil-CoA
dehidrojenaz eksikligi (MCAD) goriildiigii bildirilmistir (106). Agcilkarnitin profil
taramasinda bu enzim defektinin varlifi yoniinde etiyolojik arastirma taniya katki

saglayabilir.

Azospermi, oligospermi ve normospermi gruplart kiyaslandiginda karnitin
C14:2 Tetradecadienyl-L-carnitine seviyelerinin karsilagtiritlmasi sonucu anlamli fark
bulunmustur (p=0,043). ikili gruplar arasindaki durumlar kiyaslandiginda oligospermik
hastalar (0.15+0.06) ile azospermik hastalar (0.22+0.16) arasinda anlamli bir sekilde
fark olup azospermik hastalarda oligospermi hastalarina gore yiiksek c¢ikmistir
(p=0,034). C14:2 Tetradecadienyl-L-carnitine yiiksekliginde; ¢ok uzun zincirli Asil-
CoA dehidrojenaz eksikligi (VLCAD) gorildigi bildirilmistir (106). Azospermik
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vakalarda bu enzim defektinin asepmtomatik genotipi yoniinde arastirma tani agisindan

katk1 saglayabilir.

Calismamizda; azospermik bireylerde bazi agilkarnitinlerin normospermik ve
oligospermik bireylere gore yiiksek Olgiilmesi mitokondriye alimdan sonra
serbestlestirilmesinde gorevli enzimlerin defektlerinin de arastirilmasi gerektigi fikrini

giiclendirmistir.

Calismamizda vaka sayisinin azligt ve vakalarin analiz protokoliindeki
degisiklikler bir biitlin olarak ele alindiginda ejekiilattaki karnitin profilinin de
incelenmesi daha objektif veriler saglayacaktir. Bu kapsamda ejekiilat analizinin
yapilmamasi bu c¢alismanin kisithiligidir.  Spermiyogramdaki parametreler ile
ejekiilattaki karnitin profilinin incelenmesi elde edilen verilerin desteklenmesi acisindan
daha degerli veriler saglayacaktir. LC-MS/MS cihazlarinin daha yaygin hale gelmesi ve
rutinde bir¢ok hastaligin tanisinda kullanilmaya baslanmasi dolayisiyla metabolomik
calismalar daha fazla hiz kazanmis, sistemik hastaliklarin tani, tedavi ve takibinde de

kullanilmaya baslanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Azospermi ve oligospermi hastalarinin normospermik bireylerle kan karnitin
profilini  degerlendirdigimiz LC-MS/MS tabanli bu ¢alismamizda, Kkarnitin
metabolomiginin dnemli oldugunu tespit ettik. Sperm analizinin her zaman miimkiin
olmadigi durumlarda kan karnitin profilinin ¢alisilmasi, bireyin fertilitesinin
degerlendirilmesi agisindan klinisyenlere yardimci laboratuvar testi olarak yeni bir bakis

acis1 saglayabilir.
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