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OZET

Leptin, Ob geninin genellikle adipositlerden salgilanan protein {iriinii olup temel
olarak; viicut agrhgmm dengelenmesinde rol oynar. Kadin fertilitesi ve pubertal gelisim
iizerindeki islevleri hakkinda birgok yaym ve bulgu olmasma ragmen erkek {ireme
fonksiyonlarindaki islevi hakkinda elimizde smirli bilgi vardir. Leptin baslica erkek germ
hiicrelerinin farklilasmasi ve proliferasyonu, spermatozoalarm kapasitasyonu i¢in gereken

yakitin saglanmasi (glukojen sentezi) ve spermatozoalarin hareketliliginde rol oynar.

Amacimiz, kontrol ve infertil erkeklerde hem kan serumunda hem de seminal
plazmada leptin seviyelerini 6l¢mek ve infertil erkek grubunda kontrol grubuna goére farkh

seviyede olup olmadigni gérmek idi.

Caligmamiza 13 tane infertil ve 10 tane de kontrol olmak iizere toplam 23 olgu alind1.
Olgulardan vendz kan drnekleri ve semen drnekleri temin edildi. RIA yontemi ile serum ve

seminal plazmadaki leptin seviyeleri 6l¢iildii.

Serum leptin degerleri fertil grupta kontrol grubundakilere gore anlamli derecede
yiksek olarak saptandi Seminal plazma leptin seviyeleri ise her iki grupta da benzer

diizeylerde saptand1.

Sonug olarak infertil gruptaki hastalarda serum leptin seviyelerinin kontrol grubuna
gore daha diigik olmasi, diigiik leptin seviyelerinin spermatogenetik disfonksiyona neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. Normal grup ile infertil grup seminal plazma leptin seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi da leptin eksikliginin nereden

kaynaklandig1 konusunda bize aydmlatici olmamaktadir.



SUMMARY

Lleptin is the protein product of Ob gene, which is mainly expressed from the adipose
tissue and regulates the weight homeostasis of the body. There are few documents related
with the action of leptin on male reproduction. Up to date, leptin has been affiliated with the
differantion and proliferation of the male germ cells, providing the fuel needed for the
capacitation of the spermatozoas and the development of the motility of the germ cells.

Our goal was to measure the quantity of leptin in serum and seminal plasma of the

fertile and infertile men and to asses if there were any significant differences between them.

Totally 23 male volunteers, consisting 13 infertile and 10 fertile with respect to
standard semen analysis, were included in our study. Both venous blood and semen samples
were taken and serum from the venous blood, seminal plasma from the semen samples were

obtained.

Serum leptin values are higher in fertile men with respect to the infertile group, which
is statistically significant. On the other hand seminal plasma values between the fertile and

infertile men are not different which are also statistically approved.

Consequently, low levels of leptin in serum of the control group does not support the
cocept of compansatory increase of leptin in the males who has spermatogenetic dysfunction.
The ambiguity of leptin levels in seminal plasma is also not leading us to the source of leptin

deficiency.



GIRIS

Leptin; 167 aminoasit iceren bir protein olup, (OB) obezite geninin bir iriiniidiir ve
baslica adipositlerden (1) olmak {izere fibroblastlardan (2) ve seminifer tibiillerden (3)
salgilanir. Leptin esas olarak viicuttaki enerji ve yakitin yeterli oldugunu, diger hiicrelere
sinyal gondererek ortaya koyar ve bu yakitin kullanilmasi ve dolayis1 ile enerji harcanmasmi
tesvik eder.

Vicut yag Kitlesi, viicuttaki leptin seviyesini diizenleyen temel faktoér olmasma karsmn,
insiilin, glukokortikoidler ve prolaktin leptin sentezini artwrict yonde, tiroid hormonlary,
bliyiime hormonu, somatostatin, serbest yag asitleri, uzun siire soguga maruz kalma ve
katekolaminler ise azaltic1 yonde etki gosterirler. Ostrojen adipositlerden leptin salmimini
artirrken, androjen azaltr (4). Yetiskinlerde leptin; GnRH salmimini, Noropeptid Y {izerine
inhibitor etki gostererek artirir (5).

Ejakulatdaki spermatozoalarn oositi dolleyebilmeleri i¢in birtakim siireclerden
gecmeleri gerekir. Bunlarin arasinda ‘Kapasitasyon’ biiyiik bir 0nem tagir. Spermatozoalarin
kapasitasyonu sirasinda, metabolik hiz ve enerji harcanmasi artar (6). Aquila ve arkadaslari
tarafindan insan ejakulatinda leptin sekresyonunun saptanmasi (7), erkek gamet hiicrelerinin
kendi metabolizmalarina sistemik leptinden bagimsiz olarak etki edebildiklerini ortaya
koymaktadir. Insan ejakulatindaki leptinin &zellikle spermin kapasitasyonu sirasinda artan
enerji ihtiyacma katkida bulunmasi1 spermatozoalarn fertilitesini koruyucu bir etki
gostermektedir. Ciinkii oositin dollenmesine kadar gegen siirede spermatozoalar i¢in uzun bir
kalori-kisitli (bir ¢esit aglik) donem vardir. Leptin baslica spermatozoalarin kapasitasyonu i¢in
gereken yakitin saglanmasi (glukojen sentezi), erkek germ hiicrelerinin farklilagsmasi ve
proliferasyonu, ve spermatozoalarin hareketliliginde rol oynar (3,7,8,9). Ozetle; erkek germ
hiicrelerinin olgunlasarak oositi délleyebilmesi i¢in gereken basamaklar - diger birgok faktor
yanimnda - leptinin de etkisi altinda gergeklesir.

Calismamizda; leptin molekiiliiniin bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak fertil ve infertil
(temel spermiogram parametreleri-sayi, hareket ve yapr-bozuk olan) erkeklerde hem kan
serumunda hem de seminal plazmada leptin seviyelerini ortaya koyarak arada bir fark olup

olmadigmi gérmeyi amagladik.



GENEL BIiLGILER

INFERTILITE

Infertilite, ¢iftlerin bir yil siire ile korunmaksizin diizenli cinsel iliskide (haftada en az
ki giin) bulunmasina ragmen gebe kalamamasidir. Ureme ¢agmdaki ¢iftlerin %10-15’ini
etkilemektedir. Normalde her adet dongiisiinde sadece %25 gebelik sansi vardr. Kadinlarda
fertilite 20-25 yaslarinda pik yapar, 35 yasindan sonra kaliteli oosit yapimi azalir, 40 yasmdan
sonra minimaldir. Erkeklerde ise 20-30 yaslarinda pik yapar, 40 yasindan sonra hafif azalir ve
ileri yaslara kadar devam eder. Infertil ¢iftlerde, sadece erkek faktdrii yaklask %20 iken,
kadn ile beraber ve a¢iklanamayan grup da i¢cine alindiginda bu oran %50’lere varmaktadir.
Ureme ¢agmndaki erkeklerin %6’sinda infertilite problemi ortaya ¢ikmaktadr. Bu olgularin

yaklagik %90’ inda da bozulmus bir spermatogenez vardir (10).

ERKEK INFERTILITESI

ERKEK UREME FIZYOLOJISI

Erkek ireme fizyolojisi a) spermatogenez, b) ejakiilasyon, c) kapasitasyon ve
fertilizasyon olarak ii¢ baslikta incelenir. Erkek ireme fizyolojisinin ilk basamagi olan
spermatogenezi kontrol eden genler Y kromozomunun uzun kolunun orta kesimindedir.
Spermatogenez i¢in viicuttakinden 2%C daha diisiik bir skrotum sicaklig1, arteriyel kandakinin
yaris1 kadar doku oksijen basinci ve yeterince testosteron konsantrasyonuna ihtiya¢ vardir.
Testosteron Leydig hiicrelerince luteinizan hormon (LH) etkisi altinda {iretilir. Testosteron
reseptorleri Leydig, Sertoli ve peritubuler hiicrelerde saptanmustir ancak germ hiicrelerinde
saptanamamustir. Normal seviyelerde sperm fiiretimi i¢in normal seviyelerde hem FSH hem de
LH olmas1 gerekmektedir. Yaklasik 70 giin siiren spermatogenez siireci testiste, seminifer
tubuluslar1 doseyen Sertoli hiicrelerinde baslar. Bu silire¢ hipotalamik GnRH’nin
kontroliindedir ve on hipofizden gonadotropinleri salgilatir. LH — Leydig - Testosteron ile
FSH — Sertoli - Inhibin B negatif feed-back akslar1 vardir. Sertoli hiicresi i¢indeki
spermatogonya primer ve sekonder spermatosit basamaklariyla boliinerek mayoza girer.
Haploid yuvarlak spermatidler olusur, bunlarda daha baska boliinme olmadan spermatozoa’ya

farkhilagirlar. Akrozomal baghk yogun DNA iceren sperm basmi zarf gibi sarar. Salman



spermatozoalar, epididimiste 2-14 giinliik seyri esnasinda olgunlasirlar. Epididimiste, semen

icine, hareket ve dollenme potansiyeli kazandiran proteinler sekrete edilir.

ERKEK INFERTILITESININ NEDENLER{

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 7273 evli infertil ¢ift iizerinde, infertilite nedenine
gore yapilan bir ¢alismada %41 oraninda kadm, %24 oraninda erkek, %24 kadm ile erkek
beraber ve %11’inde de bir neden gosterilememistir (11). Buradan da anlasilacagi gibi infertil

ciftlerin yariya yakininda (%48’ inde) erkek faktorii de isin icine girmektedir.

ESHRE (Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi) tarafindan infertil erkekler {izerinde
yapilan genis Olgekli bir ¢alismada ise, yapilan tim degerlendirmelere ragmen yaklasik
hastalarm 1/3’tine tam1 konulamamistir. Bundan sonraki ikinci genis grup ise varikosel

grubudur (12). Asagida bu galismaya ait erkek infertilite nedenleri goriilmektedir;

1. Nedeni agiklanamayan grup %31.1

2. Varikosel % 15.6

3. Endokrin hipogonadizm %9.0

4. Subklinik enfeksiyonlar %8.0

5. Inmemis testis %7.8

6. Erektil disfonksiyon, hipospadias %6.0
7. Immiinolojik %4.5

8. Genel ve sistemik hastaliklar %3.1

9. Obstriiktif patolojiler %1.7

10. Jinekomasti %1.1

11. Testis tiimorleri % 0.3

12. Malign hastaliklarda semen dondurulmas1 %6.5
13. Diger ¢esitli nedenler %5.5

Diinya Saglik Orgiitiiniin ‘Infertil Ciftlerin Standardize Edilmis Arastirma ve Tanis1’
ile ilgili elkitabinda erkek faktoriiniin etiyolojik gruplarisu sekilde verilmektedir;



1) Seksiiel / Ejakiilatuar disfonksiyon
2) immiinolojik nedenler

3) Neden belirlenememis grup

4) izole seminal plazma anormallikleri
5) Iatrojenik nedenler

6) Sistemik nedenler

7) Konjenital anomaliler

8) Akkiz testikiiler hasar

9) Varikosel

10)Aksesuar bezlerin enfeksiyonu
11) Endokrin nedenler

12) idiopatik oligozoospermi

13) idiopatik astenozoospermi

14) idiopatik teratozoospermi
15)Obstriiktif kriptozoospermi
16)Obstriiktif azoospermi

17) idiopatik azoospermi

Erkek infertilitesi klinik sekillerine gére 5 ana grupda smiflandrilmaktadir (13).

KLINiK
SEKILLERINE
GORE ERKEK

INFERTILITESI

| |
MEKANIK
INFERTILITE
9%0.3-7

900.9-16

AZOOS PERMI

IMMUNULOJIK
INFERTILITE
%63.4-25

| |
ANORMAL
SEMEN KALITESi

%023-48

| |
SPERM
DiSFONKSIYONU

900-25

Tip I- Mekanik infertilite

Yetersiz koitus s6z konusudur. Bu anatomik bozukluklar, erektil veya ejakiilatuar bozukluklar

nedeniyle olabilir.

Tip 11- Azoospermi

Ejakiilatta spermin olmamas:1 halidir. Infertil erkeklerde %10-15 oraninda gdzlenir. Primer

veya




sekonder testikiiler yetmezlik durumlarinda (nonobstriikktify veya genital trakt
obstriiksiyonlarinda ortaya ¢ikar (0obstriiktif).

Tip WI- Immiinolojik infertilite

Sperm fonksiyonu antikor baglanmasi ile bozulmustur. Sperm sayisiin normal oldugu izole
hareket bozukluklari, sperm aggliitinasyonu ya da anormal post koital test varliginda ASA
(Anti Sperm Antikor) degerlendirilmesi yapilmahdir.

Tip IV- Anormal semen kalitesi

Ug ana degisken olan say1 hareket ve morfolojide ya tek tek ya da 2°li 3’lii kombinasyonlar
seklinde bozukluk vardir.

Tip V- Sperm disfonksiyonu

Ug ana parametre olan say1 hareket ve morfolojide bir bozukluk yoktur fakat spermler

dollenme olaymi gergeklestirememektedirler. (Agiklanamayan infertilite)

Semen degiskenleri (basta say1 hareket ve yapiolmak iizere) i¢in asagidaki terminoloji
kullanimaktadr.
Normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejakiilat
Oligozoospermi: Referans degerden diisiik sperm konsantrasyonu
Asthenozoospermi: Hareketlilik i¢in referans de gerden daha diisiik deger
Teratozoospe rmi: Morfoloji igin referans de gerden daha diistik deger
Oligoasthenoteratozoospermia: Her ii¢ degiskenin de bozukluguna isaret eder (sadece iKi
on-ekin kombinasyonu da kullanilabilir)
Azoospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa bulunmamasi

Aspermi: Hig ejakiilat elde edilememesi

Erkek infertilitesindeki etiyolojik gruplar testislere gore bagka bir smiflandirmaya tabi
tutacak olursak :
A) PRETESTIKULER NEDENLER

1) Kromozomal

a )Klinefelter Sendromu

2 ) Hormonal
a )Hipogonadotropik hipogonadizm
b YHiperprolaktinemi

3) Koital nedenler
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a ) Erektil disfonksiyon ( Psikoseksiiel )

b ) Endokrin / Noral
I ) Diabetik nropati
i) Parapleji
iii )ilag nedenli

¢ ) Ejakiilatuar yetersizlik
1) Psikoseksiiel
il ) Genito-tiriner cerrahi
iii ) Noral
iv ) Ila¢ nedenli

d ) Koital siklik

B) TESTIKULER NEDENLER
1) Konjenital

a ) Kriptorsidizm
send.2 2) Enfeksiyon — Orsit
3 ) Vaskiiler

b) immotil silia sendromu (Kartagener

a) Torsiyon b) Varikosel
4) Anti spermatojenik ajanlar
a ) Kemoterapotikler b) Ilaglar
¢ ) Radyasyon d) Is1
5) Immiinolojik
6 ) Idiopatik
C ) POSTTESTIKULER NEDENLER
1) Obstriiktif
a) Epididimal
i) Konjenital i) Enfeksiyon
b) Vasal
i) Konjenital i) Akkiz

2 ) Epididimal gegise bagh : ( Astenozoospermia )

3 ) Aksesuar bez enfeksiyonlar1

4 ) iImmiinolojik



Erkeklerde infertiliteyi olumsuz yonde etkileyen faktdrler arasinda ilaglari, endiistriyel
toksinleri (14) ve radyasyonu da sayabiliriz. Radyasyonun etkileri doza bagimli olmakla
beraber 600 cGy’den sonra geri dontisiimsiiz oldugu kabul edilir (15).

FERTILIZASYON SURECI
Fertilizasyon, olgunlagsmasini tamamlamus, kapasite olmus ve akrozom reaksiyonuna

ugramis spermin kumulus ooforustan penetrasyonu ile baglayan bir siirectir.

Kapasitasyon, spermi akrozom reaksiyonuna hazirlar. En belirgin degisiklik, sperm
hareketliliginde proksimal flagellumun asir1 kivrilmasi olarak gdzlenen hiperaktivasyondur. In
vivo kosullarda kapasitasyon, kadin alt genital organlarinda meydana gelir. Kapasitasyon

geridontistimlii, biyokimyasal bir olaydr.

Akrozom Reaksiyonu ise, sperm bagini bir kep gibi kaplayan akrozom adindaki
organelin membraninin eriyerek kaybolmasini iceren bir degisimdir. Akrozom reaksiyonu
spermin oositle temas ettigi yerde meydana gelir. In vivo olarak ise fallop tiiplerinde
gerceklesir. akrozom reaksiyonu geri donilisiimsiiz ve morfolojik olarak gdzlenebilen bir
olgudur. Gergek akrozom reaksiyonu, yalnizca canli spermlerde goriildiigiinden, akrozomun
dejenerasyonu dolayisiyla meydana gelen membran degisikliklerinden kaynaklanan ‘yalanci
akrozom reaksiyonu’ndan aywt edilmelidir. Akrozomun en &nemli 6zelligi ‘ekvatoryal
segment’ denilen boliimde barmdirdigi akrozomal enzimlerdir. Bu enzimlerden en 6nemlisi
hyaliironidaz olup spermin kumulus ooforusu ge¢mesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Kumulusu gegen spermatozoa, zona pellicudaya sikica baglanir. Zona pellucidaya baglanmis
sperm, bu srada akrozomal kepini kaybetmeye dolayisiyla akrozom reaksiyonuna baslar.
Boylece ekvatoryal segment denen akrozomal bodlgenin alt kismindaki béliimde yogunlasmis
diger akrozomal enzimler ve kapasitasyon ile hiperaktive olmus sperm hareketliligi sayesinde

sperm zona pelluciday1 geger.

Zona pellicuday1 gecen sperm, perivitellin boslugu ge¢ip ooplazmaya tutunur. Bu ilk
tutunma, ekvatoryal segmentin hemen {iizerindeki bolimde meydana gelir. Bu tutunma
sonrasinda sperm ile oolemma arasmdaki flizyon gerceklesir ve spermin plazma membrani
eriyerek sperm oositoplazma membraninin bir pargasi haline gelir. Sperm-oosit flizyonunu

takiben, oosit metabolik olarak aktive olur ve kortikal graniillerin ekzositozunu takiben mayoz
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boliinme tamamlanr. Kortikal graniil aktivasyonu sayesinde zona proteinlerinin gecirgenligi

degisir ve ek sperm girisi engellenir, buna oosit ‘Zona Reaksiyonu’ ad1 verilir.

Fertilizasyon Oncesinde oosit niikleusu mayozun ikinci metafaz sathasinda
tutulmustur. Rediiksiyon boliinmesinden sonra oosit haploid niikleus igcerir ve maternal
proniikleusu olusturur. Bu esnada sperm nikkleusu dekondanse olur ve paternal proniikleusu
olusturur. Maternal ve paternal proniikleuslar yakin temas haline gelir ve nikleer zarflari
disentegre olur. Kromozomlar1 birlesir. Bu kromozomal birlesme fertilizasyonun sonu ve

embriyonik gelismenin baglangiciolarak kabul edilir.

TANISAL TESTLER

Insan sperminin fertilizasyon kabiliyeti ile ilgili yalnizca son on yil icerisinde bile
onlarca test tanimlanmustir. Bunlardan ¢ogu deneysel olarak kullanilmis ve rutindeki yerini
alamanustir.
1. Klasik Semen Analizi
Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirilmasindaki ilk adim klasik semen analizidir

Klasik Semen Analizi

Gorliniim: Homojen, gri-opak
Viskozite: <2cm

Likefaksiyon Siiresi: <60dk.

Volim: >2ml

pH: 7.2-8.0

Sperm Sayist: >20milyon/ml

Total Sperm Sayist: >40milyon/ejakulat

Total Motilite: >%50

(a)Hizl1 ileri hareket: >%25

Morfoloji: >9%630 WHO kriteri (>%14 Kruger strict kriteri)
Beyaz kiire: <Imilyon/ml

Immiinobead test: <%20 partikiille kaph sperm
MAR Testi: <%10 partikiille kapl sperm
Bioasseyler

Hemizona indeks: >%35

HOS Test : >%60 sisme

Sperm Penetrasyon Assay : >%10 penetrasyon
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Diger Testler

o-Glukozidaz (ndtral) : >20muU.
Cinko (total) : >2.4mmol
Sitrik asit (total) : >52mmol
Asit fosfataz (total) : >200U.
Fruktoz (total) : >13mmol

Klasik semen analizi i¢in incelenecek ejakiilat 3 ila 8 giinliik cinsel perhiz sonrasinda
mastlirbasyon ile steril bir kaba alinmali ve en ge¢ 30 dakika icerisinde tetkik yapilacak yere
getirilmis olmahdir. Ejakiilatin makroskobik muayenesinde goriiniimii, miktari, likefaksiyon
zamany viskozitesi ve pH’1 degerlendirilir. Semen analizinin en 6nemli kismni ise
mikroskobik inceleme olusturmaktadir. Mikroskobik incelemede sperm sayisi, hareketliligi,
yuvarlak hiicre sayisi, agliitinasyonun varsa derecelendirilmesi, morfoloji ve yuvarlak

hiicrelerin smiflandirilmasi incelenir.

2. immiinolojik Testler

Spermatogenez esnasinda sperm yiizeyinde antijenler olusmaktadir. Gerek erkek,
gerekse disi iireme organlarmin yapisal biitlinliigii ve epiteliyal dogsemesi, sperm antijenlerinin
sistemik kan ya da lenf akimina karigmasini 6nleyici bir bariyer olusturur. Erkekte vazektomi,
testikiiler veya epididimal yaralanma ya da enfeksiyonlar antisperm antikorlar1 (ASA)
olusmasina neden olabilmektedir.
Anti Sperm Antikorlart (ASA ) Degerlendirilmesi
Literatirde ASA degerlendirmesi i¢in pek ¢ok teknik tanimlanmissa da giiniimiizde en ¢ok
kullanilan iki yontem mikst antiglobulin reaksiyon testi (MAR test) ve immiinobead testidir
(IBT). Diinya Saglik Orgiitiiniin verdigi alt deger, sperme yapisik partikiil yiizdesini %10
olmasit ve bu deger Tlizerinde olan Orneklerde muhtemel bir immiinolojik faktor
diistintilmesidir. MAR testinin IBT testine Ustiinliigli pratik bir test olmas1 ve IBT de 0.5 ila
2ml’ye varan semen Ornegi gerekirken, MAR i¢in gereken voliimiin 10 mikrolitre olmasidir.
ASA degerlendirilmesi Ozellikle semen analizinde agliitinasyonun saptandigi ve

aciklanamayan infertilite olgularinda ayrici tan1 ydoniinden ¢ok degerlidir.
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Sperm Servikal Mukus Etkilesimi

Degerlendirme in vivo (Postcoital test, PCT) ya da in vitro ( Slide testi, Kurzok Miller testi,
Kremer testi ) olarak yapilir. Postkoital test 100 yil kadar 6nce Sims tarafindan tanimlanmas
olmakla birlikte, testin pratikligi ve duyarhligi lizerine tartigmalar giiniimiizde de stirmektedir.
Gerek pratikligi gerekse standardizasyonu dolayisiyla giiniimiizde pek ¢ok merkez Kremer
testi kullanmaktadwr. Olas1 yanls negatif sonuclara engel olmak agisindan bovin servikal
mukusu, insan don6r mukusu ve dondr semeni kullanilarak da in vitro testler
yapilabilmektedir. Servikal mukus fizyolojik olarak, progresif hareketli ve morfolojik olarak

normal olan spermi siizer. Bu nedenle dncelikle bu iki parametrenin degerlendirilmesi gerekir.

3. Bioasseyler

Kreatinin Kinaz Degerlendirilmesi

Sperm enerji sentezi ve transportu acgisindan anahtar enzim olan kreatin kinaz, sperm
kalitesini belirleyen hiicresel marker olarak tanimlanmistir. Sertoli hiicrelerindeki
spermatogenezisin Onemli bir anahtar enzimi sperm sitop lazmik ekstriizyonundaki defekt ile
yikselir. Bu yiikselme kreatin kinaz konsantrasyonlar1 arasindaki dogru orant1 tanisal test
amactyla kullanilmaktadir. Oligospermik olup da IVF ile fertilizasyon yetenegi kanitlanmis
semen Orneklerindeki kreatin kinaz aktivitesinin fertilizasyon potansiyelini belirleyici 6zelligi

ortaya konmustur.

Akrozomal Enzim Aktivitesi Tayini

Akrozin ve hyaliironidaz sperm akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon iizerindeki tartigilmaz
yeri, bu proteinlerin aktivitesinin degerlendirilmesi ve tanisal testlerde kullanilmasma neden
olmustur. Spermatozoanm proteolitik potansiyelinin dlgiilmesi, jelatin ile kapli lamlarin
iizerine yayilip inkiibe edilen semen Ornekleri ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemle gerek
akrozin gerekse hyaliironidazin aktivitesi saptanir. Sperm basi ¢evresindeki halo olusumu,
aktivite gostergesi olarak degerlendirilip, sonuglar halo olusturan sperm yiizdesi ve olusan
halolarmn ¢apmm Slgiimii ve bu degerin ortalamasi hesaplanarak degerlendirilir. Bu testlerin
IVF sonuglarini belirleyici degeri bilinmemektedir. Bu teknigin dezavantaji, hasta gruplari
arasinda akrozin sonuglarinin ¢akistigi genis bir aralik bulunmasidir. Bu sebeple,
globozoospermi gibi spesifik durumlarda tanimlayici test olarak kullanilmaktadr. Akrozomal
aktivite degerlendirilmesine bir baska yaklagim ise akrozom reaksiyonu yiizdesini 6lgmektir.

Her ne kadar, bunun degerlendirilmesindeki en iyi metot elektron mikroskobisi ise de, rutinde
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bunu uygulamak miimkiin degildir. Poliklonal antikorlarin yardimi ile akrozin diginda da

bir¢ok proteinin aktivitesi de degerlendirilebilmektedir.

4. Fonksiyon Testleri

Hipoosmatik Sisme Testi

Sperm membran biitiinliigilinlin fizyolojik 6l¢timii i¢in kullanilan bir test olup Jeyendran ve
ark. (16) tarafindan tanimlanmustr. Kolay uygulanabilir olmasna karsin, testin tanisal degeri
konusunda ciddi soru isaretleri bulunmaktadir.

Sperm Penetrasyon Testi ( SPT)

Yanagimachi ve arkadaslar1 (17) tarafindan zonalarindan arindrilmig hamster yumurtalarinda
insan spermlerinin penetrasyon kabiliyeti olarak tanimlamistir. Sperm kapasitasyonu,
akrozom reaksiyonu, oolemma ile flizyonu ve ooplazmadaki dekondensasyonu
Olgebilmektedir. Kargilastirmali ¢calismalarda strict metodu ile morfoloji degerlendirilmesi
uygulandiginda, SPT ile normal morfolojinin yiiksek derecede korelasyon gosterdigi,
dolaysiyla testlerin birbirleri yerine kullanilabilecekleri goriilmiistiir .

Hemizona Test (HZT)

Tire ozgiin Ozellikler nedeniyle insan spermi yalnizca insan oositlerinin zonalariyla
baglanabilmektedir. Bu nedenle zona baglanmasi yalnizca insan oositlerinin kullanimi ile test
edilebilir. Ikiye boliinmiis insan oositlerinden elde edilen zonalarla, gerek hastalarm kendi
spermleri gerekse dondr spermleri kullanilarak aradaki fark degerlendirilebilmektedir. Tanisal
degeri yiiksek olmakla birlikte metodolojik yonden hem ¢ok fazla materyal gerektirir hem de
cok zahmetlidir.
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LEPTIN

1994 yilinda Zhang ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen leptin, adin1 Yunanca leptos
(ince) kelimesinden alan, sitokinlere benzeyen ve 167 aminoasit igeren protein yapisinda bir
hormondur (18). Molekiil agirligr 16 kDA’dur ve viicutta birgok islevde yeraldigi tespit
edilmistir (19). Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) Ob geninde
kodlanmustir. 11k defa ob/ob mutant farelerde (fonksiyonel olarak leptini olmayan) mutajenik
gen Uriinii olarak belirlenmistir (20). Viicutta baslica adipoz dokuda sentezlenen leptin’in, bir
miktar plasenta, gastrik epitel, fibroblast, iskelet kasi, hipofiz, meme bezi ve seminifer
tibiller (3) tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir. Kanda iki formda bulunur; serbest ve
proteine bagh. Leptin’in aktivitesinden serbest formun sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda obez bireylerde serumdaki leptin’in biiyik kisminin serbest formda
oldugu tespit edilmistir (21). Bu nedenle obez kisilerde serbest leptin formunun artigmin tespit
edilmesi, obezite gelisiminde asil sorunun leptin eksikligi degil, leptin rezistansi oldugu
hipotezini destekleyen kanitlardan biri olarak goriilmektedir. Leptin’in dolagimdaki yar1 6 mrii
yaklagik 30 dakikadir ve pulsatil olarak yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir. Diurnal ritmi
vardir ve sabah erken saatlerde pik yaparken, 6gleden sonra en diisiik diizeylere iner. Serum
diizeyleri kadnlarda erkeklere oranla daha yiiksektir. Bu durum kadinlarda yag dokusu
fazlalig1 ve ciltalt1/ visseral yag oraninin daha fazla olmasi ile agiklanmaktadir (22).

LEPTIN SEKRESYONUNUN REGULASYONU

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi (VKI) olsa
da, bir ¢ok faktdr leptinin regiilasyonunda rol almaktadir. Insiilin, glukokortikoidler ve
prolaktin leptin sentezini artrirken, tiroid hormonlari, biiytime hormonu, somatostatin, serbest

yag asitleri, uzun siire Soguga maruz kalma ve katekolaminler leptin salmimini azaltirlar.

FONKSIYONLARI

Leptinin viicuttaki baghca rolii, beyin (0zellikle hipotalamus) {izerine negatif
“feedback” etki ile gida almin1 ve enerji metabolizmasini diizenlemek ve obezite gelismesini
engellemektir (19). Ayrica, metabolizmanin diizenlenmesi, cinsel gelisim, {reme,
hematopoez, immiinite, gastrointestinal islevlerin diizenlenmesi, sempatik sinir sistemi

aktivasyonu, anjiyogenez ve osteogenezis’de de 6nemli rolleri vardir.
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LEPTIN RESEPTORLERI (OB-R)

Leptin reseptorleri, sitokin ailesine olan asir1 benzerligi nedeniyle klas 1 sitokin
reseptor ailesinden sayilmaktadir. Leptin IL-6 ve IL-11 ile yiiksek oranda benzerlik
gosterirken, leptin reseptorleri de IL-6 ile homoloji gostermektedir. Buna gbre leptin
reseptorleri; OB-Rb (uzun reseptorler) ve OB-Ra (kisa reseptorler) olmak iizere iki gruba
ayrilmigtir. OB-Rb reseptorleri sinyal transdiiksiyonu kapasitesine sahiptirler ve en cok
hipotalamusta (nikkleus arkuatus) bulunmalarmna ragmen viicudun diger dokularinda da
(akciger, bobrek, karaciger, iskelet kasi, kalp, testis, hematopoetik hiicreler, yag dokusu) daha
az miktarlarda saptanmiglardir. Kisa form reseptorleri (OB-Ra) ise intraselliiler sinyal
iletiminde pek rol oynamazlar. OB-Ra reseptorleri, bobrek, akciger, pleksus koroideus ve
beyin kapillerlerinde yogun olarak saptanmustwr. Beyin kapillerleri ve pleksus koroideus’da
OB-Ra reseptorlerinin bol olarak bulunmasi, kisa form reseptorlerin leptinin merkezi sinir

sistemine tasmmasinda 6nemli gorevleri oldugunu diisiindirmektedir.

ETKI MEKANIZM ASI

Leptin viicut yag kitlesi ile orantili olarak dolasimda bulunur ve santral sinir sistemine
de plazma seviyeleri ile orantili olarak geger. Leptin’in ana etki mekanizmas1 bir¢ok hipofizer
hormonun diizenlenmesinde gorev alan ve asil etkisi istahi artirmak olan Noropeptid-Y ’nin
arkuat niikleus’dan salinimi ve ekspresyonunu inhibe etmektir (23). Bununla birlikte yapilan
calgymalar leptinin diger birtakim mediyatdrler ile de etkilesim i¢inde oldugunu ve kompleks
bir iletisim agi oldugunu gostermistir. Bu mediyatorler baglica anabolik ve katabolik olarak
ikiye ayrilabilirler. Anabolik olanlar (Noropeptid-Y gibi) giinlik gida aliminmi artirdigr gibi
enerji harcanmasini da azaltarak pozitif enerji dengesine neden olurlar. Katabolik olanlar ise
gida alimmi azaltrlar ve enerji harcanmasini arttirirlar. Katabolik mediyatorlerden ilk
tanimlanan ve en 6nemli olan1 bir melanokortin ailesi {iyesi olan a-melanosit stimiilan hormon
(0-MSH) dur. a-MSH, pro-opiomelanokortin (POMC) prekiirsoriinden olusan bir molekiildiir
ve melanokortin reseptor ailesinin birgcok {iiyesi i¢cin liganddir. Bu iiyelerden en dnemlileri
primer olarak beyinde sentezlenen melanokortin 3 reseptorii (MC3R) ve melanokortin 4
reseptorlii (MC4R) diir. Genetik olarak MC4R defektli farelerin obez oldugu ve bu reseptdriin
sentetik agonistinin verilmesi ile gida aliminin baskilandiginin gosterilmesi, MC4R iizerinden
sinyallerin gida alimmi ve yag dokusundaki artis1 sinirlandirdigini gostermistir. MC3R’deki
genetik eksiklik viicutta fazla yag depolanmasina neden olsa da bu etki iliml bir etkidir ve
artmis gida alim s6z konusu degildir. POMC ndronlar1 niikleus arkuatus’da Noropeptid-Y’ye

oldukc¢a yakm bulunurlar ve leptin tarafindan regiile edilirler (24). Son zamanlarda tanimlanan
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bir diger molekiil de “Agouti-Related Peptide”(AgRP)’dir. AgRP hem MC3R hem de
MCA4R’lin endojen antagonistidir ve 6zellikle niikleus arkuatusdaki Noropeptid-Y iceren
noronlarda sentezlenir (24). Nikleus arkuatus’daki POMC noronlar1 ayni zamanda “Cocaine-
Amphetamine-Regulated Transcript (CART) adinda yeni tanimlanmis bir transmitter daha
salgilarlar. CART hem normal hem de aglikla indikklenmis beslenmeyi inhibe eder. CART
ayrica Noropeptid-Y’ye bagh gelisen gida alimini1 kompetetif olarak bloke eder. Tipk1 POMC
mRNA’da oldugu gibi CART mRNA’nin da nikleus arkuatus’daki ekspresyonunun, leptin
eksikligi veya leptin sinyalinde defekt olan farelerde (obez fareler) belirgin olarak diisiik
oldugu gosterilmistir (24). Enerji homeostazisinde nilkkleus arkuvatus ndronlarmin aktiviteleri
de farkhdr. Ornegin paraventrikiiler nilkkleus (PVN) lezyonlar1 obezite ile sonuclanirken,
lateral hipotalamik alan (LHA) lezyonlar1 diigiik viicut kilosunu korumaya ydnelik olarak
anoreksi ile sonuglanr. Boylece nikkleus arkuatus noronlar1 leptin sinyallerini bu iki nérona
ulastirirken, ki néron arasinda koordinasyon da saglanmis olmaktadir. Kilo kaybina yanit
olarak LHA ndronlar1 uygun sekilde aktive edilir ve beraberinde PVN néronlarindan
anoreksijenik sinyal iletiminde azalma ile beraber gida alimi da artrilir ve enerji harcanmu
azaltilir. Boylece yag depolar1 doldurularak kilo alimi saglanmaya calisilir. Tersine PVN
noronlarindan artmus sinyal iletimi ile gida alimi azalir (istah kayb1), enerji harcanimi artar ve
yag depolarinda azalma olur. Sonugta leptin, beyinde kilo alimina neden olan anabolik sinyal
iletimini inhibe, enerji harcanmasini arttiran katabolik sinyal iletimini aktive ederek fazla Kilo
alimma engel olur. Leptinden bagka gastrointestinal sistemden de 6giin boyutunu ve sikhigmn1
diizenlemek igin beyine sinyaller gelir. Bunlarin bir kismu direkt olarak gastrointestinal
kanalin gerilmesi sonucu mekanik impulslarla gelirken, biiyik g¢ogunlugu vagus sinirinin
afferent dallar1 ile ulagir. Vagus’la ulasan hormonal doygunluk sinyalinden ilk bulunani ve en
onemlisi Kolesistokinin’dir. Leptin ayni zamanda kolesistokinin ile uyum ic¢inde
caliymaktadir. Leptin, kolesistokinin’e olan duyarliigi da arttirir ve bdylece 6glin hacmi
azaltilmig olur (24). Niikleus Traktus Solitaryus (NTS), gastrointestinal sistemden gelen vagal
afferent lifler ile ventral hipotalamus arasindaki baslica iletisim ve integrasyon bolgesidir.
Buradaki néronlar ayni zamanda MC4R ve leptin reseptorlerini de eksprese ederler ve POMC

noronlar1 da igerirler. Dolayisi ile NTS leptinin fonksiyonunda 6nemli bir merkezdir.
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LEPTIN’IN DIGER SISTEMLERE ETKiLERI
Immiin ve Hematopoetik Sistem

Leptin esas olarak hiicresel immun yanitta ve viral, bakteriyel enfeksiyonlara karsi
savunmada rol oynar. Leptin 16kosit sentezini uyarir ve eritropoietin hormonunun eritrositlere
olan etkisini arttirir (25). Makrofajlar1 aktive ederek fagositozu giiclendirir ve onlardan pro ve
anti-inflamatuar sitokin salinimimi uyarir (26). Ayn1 zamanda yara iyilesmesini kisalttigi ve
neovaskiilarizasyonu arttirdig1 da tespit edilmistir (27).
Anjiyogenez

Insan endotelyal hiicrelerinde leptin reseptdrlerinin oldugu ve leptinin anjiyogenezisi
hem in vitro hem de in vivo indikledigi saptanmustir (28). Ayrica, over folikiillerindeki
fizyolojik siklik anjiyogenezlerin ve regresyonlarin da leptine bagh oldugu diistiniilmektedir.
Zira over de, bir miktar leptin sentezleyip salgilamaktadir ve salinimin oviilasyon zamani ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (29).
Kemik Metabolizmasi

Leptin kemik olusumunu stimiile edip, rezorbsiyonunu inhibe eden bir “kemik dostu”
olarak ¢calismaktadir.
Termogenez

Leptinin enerji harcanmasima yaptig1 en Onemli etki termogenezisde artig saglamasidir
(1). Bilindigi tizere alman gidalardaki enerjinin biiyik bir kismi metabolizma sirasinda 1s1
olarak agiga ¢ikar ve bu fenomen ‘Termogenezis’ olarak adlandirilir. Tiroid hormonlarinin
termogenezisi artirarak enerji metabolizmasinda diizenleyici rol oynadiklar: bilinmektedir.
Leptin, tiroid hormonlarmmin seviyesini ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirarak
termogenezisi hizlandirir ve boylece obezite gelisiminin 6nlenmesi i¢in istahin azaltilmasi
yaninda ¢ok 6nemli bir adim daha atilarak enerji harcanmasi da arttirilmis olur (30).
Obe zite

Leptin eksikliginin ve/veya direncinin obezite ile sonuglandigl, giiniimiizde artik
olduk¢a iyi bilinen ve kabul edilmis bir gergektir. Obez insanlarda leptin geninde heniiz
farelerdeki gibi bir mutasyon saptanamasa da, serum leptin konsantrasyonlari obezite
gdstergeleri olan viicut kitle indeksi (VKI) ve viicut yag kitlesi oran1 ile pozitif bir korelasyon
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalar, obezitede asil sorunun leptin eksikliginden ¢ok leptin
rezistans1oldugunu distindtirmek tedr.

Obez insanlarin biiyiik cogunlugunda serum leptin konsantrasyonlar1 yiiksektir ve kilo
verimi ile tekrar azalir (31). Leptin ile viicut yag kitlesi ve VKI arasindaki pozitif korelasyon

kadinlarda, erkeklere oranla daha belirgindir ve yapilan 6lgtimler sonucunda kadinlarda leptin
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seviyelerinin erkeklere oranla daha fazla oldugu saptanmustir (31). Ayrica obez insanlardaki
plazma leptin konsantrasyonlari, obez olmayanlara gore 5 kat kadar yikksek olsa da, serebral
sividaki leptin konsantrasyonlarinin sadece ¢ok daha az yiiksek olmasi, leptin rezistansini
kolaylastiran hiz smirlayici faktoriin santral sinir sistemine leptin transportundaki defekt

oldugunu gostermektedir.

Leptin antiobezite etkisini; enerji alimmi azaltarak (istahin azaltilmasi) ve enerji
harcanmasmi artirarak (sempatik sinir sistemi aktivasyonu, termogenezis, artmis oksijen
tiketimi) gostermektedir (19,20).

Ureme

Leptinin plasenta tarafindan sentezlendiginin ve leptin reseptdrlerinin plasenta ve

overde eksprese edildiginin anlagiimasi leptinin iireme tizerinde de 6nemli etkilere sahip

olabilecegini digtindiiren ilk bulgular olmustur (32,33).

Erkek cocuklarinda, serum leptin seviyeleri 5-10 yaslar arasinda artar ve daha sonra
diismeye baslar. Kizlarda ise menarsa kadar siirekli bir artis s6z konusudur. Bunun sebebi de-
teorik olarak- menarsa kadar viicuttaki yag dokusunun belli bir orana yiikseltilmesidir ki,
sonrasinda gelisebilecek olan gebelik ve dogum gibi olaylarda olusacak enerji ihtiyaci
karsilanabilsin. Kadmlardaki leptin seviyeleri (viicut kitle indeksine veya yag miktarma gore
diizeltme yapilsa da) erkeklere gore daha fazladir. In vitro olarak dstrojen adipoz dokudan
leptin salinimini artirirken, androjen ise azaltr. Bundan dolay1 da leptin seviyesi ve androjen

miktari arasinda ters bir orant1 hem erkek ¢ocuklar1 hem de yetigkinlerinde mevcuttur (34).

Leptin molekiiliiniin tireme fonksiyonundaki roliinii belki de en iyi gosteren bulgular
obez (ob/ob-fonksiyonel leptini olmayan) farelerinin hipogonadotropik hipogonadizm
gostermeleri ve steril olmalaridir. Ayrica steriliteleri, kilo verme ile de diizelmemektedir. Bu
farelere leptin verilmesi ile puberte baslamis ve infertilite diizelmistir. Insanlarda diisiik leptin
seviyelerinin veya diiirnal ritmin bozulmasmm hipotalamik hipogonadizm ve amenore ile
sonuglandig1 gorilmistir (35). Hipotalamustan GnRH, hipofizden FSH, LH ve prolaktin
salmmuini stimiile ettigi gosterilen leptinin (5), bu etkisini Noropeptid Y tizerinden gosterdigi
sanilmaktadir. Noropeptid-Y, yiiksek konsantrasyonlarda gonadotropin aksi1 iizerine inhibitor
etkilidir. Boylece direkt olarak disiik gida alimi ve/veya aswi enerji harcanmasi gibi
kosullarda seviyesi artarak cinsel olgunlasma ve iiremeyi inhibe eder. Ayrica leptinin

gonadotropin ve seks steroid sentezini ve sekresyonunu arttirdigi da saptanmistir (36).
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Leptin’in erkek gonadlari ve iireme iglevi lizerine olan etkileri net olarak bilinmemekle
beraber elimizde birtakim veriler bulunmaktadir. Insan ve kemirgenlerin testislerinde leptin
reseptorlerinin olmasi (37,38), in vitro olarak erigkin sican testislerinde leptinin testosteron
lizerine inhibitdr etkili olmas1 (39) ve infertil erkeklerin seminifer tiibiillerinde leptinin ortaya
konmas1 (3) bunlara 6rnektir. Azoospermisi olan erkeklerde serum leptin diizeyleri normal
gruba gore daha yiksek saptanmistir (40). Kalori kisitlamasi olmadan, leptin tedavisi ile erkek
ob/ob (fonksiyonel leptini olmayan) farelerde sterilite geri dondiiriilebilmektedir (41). Leptin
ya da leptin-amid’in (leptinin aktif fraksiyonu) sistemik olarak verilmesi erkek fare ve

sicanlarda FSH ve LH sekresyonunu saglamaktadir (42).

Memeli spermatozolarinda tam ve islevsel bir glukojen metabolizmas1 mevcut olup,
dollenme oncesi Ozellikle bas ve orta parcada glukojen birikimleri olusur. Glukojenin de,
dollenme Oncesi ve swrasinda farkh siireclerden (0zellikle kapasitasyon ve zona pelusida
penetrasyonu, oosit-sperm flizyonu) gegmesi gereken spermler igin enerji kaynagi oldugu
belirtilmistir (43). Leptin ve insulin somatik hiicrelerde (kas hiicreleri, hepatosit, adiposit ve
pankreas [ hiicreleri) oldugu gibi spermatozolarda da glukojen sentezinde 6nemli rol oynar ve
kapasitasyon swrasinda salmmmlar1 en st diizeye ¢ikar (9). Aquila ve arkadaslarmm yaptig
calismada, kapasitasyon gecirmemis spermatozoalarda leptin seviyesi O0zellikle orta ve bas
kisminda kapasite olmus spermatozolara gore ¢ok daha fazla olarak saptanmustir. Diger bir
deyisle spermler leptin sentezinin yapildig alternatif bir yer olup, erkek liremesinde enerji
substratlarmin birikimini saglayarak erkek gametlerinin dollenme kapasitesi kazanmalarinda

koruyucu bir mekanizmadir (7).

Glukojen sentezi lizerine insulin benzeri etki ile arttrici yonde etkieden leptin, serbest
yag asidi oksidasyonunda insuline gdre tam ters etki yaparak arttirict yonde etki gdsterir. Bu
da spermatozolardan salindig1 gosterilen leptin hormonunun kapasitasyon dncesi glukojen
sentezi yapmasina benzer ek bir enerji birikimi yaptigini ortaya koymaktadir (9).

Glander ve arkadaglarmin yaptig1 calismada ise hareketli spermatozolar ile seminal
plazmadaki leptin seviyeleri arasinda ters bir iliski saptanmistir. Bu da sperm motilitesinin
kazanilmasmda leptinin etkili (olumsuz yonde ?) olabilecegini ortaya koyar. Serum leptin
diizeylerinin sperm hareketlerinin iizerine etkisi olmadigi sonucuna varmislardir (3). Leptin’in
testislerden testosteron sekresyonunu azaltici etkisi olmas1 hareket kapasitesinin azalmasinin

bir nedeni olabilir (39). Glander’in yaptig1 yayinda bir bagska 6nemli bulgu ise, seminal
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plazmadaki leptinin, diger dokulardakinin aksine baglayic1 bir proteine biiyik oranda bagh

olmasidr (3).

Ishikawa ve ark. caliymasinada, leptinin esas olarak germ hiicrelerinde (spermatositler)
eksprese edildigi saptanmis ve sperm konsantrasyonu, Johnsen skoru ve serum testosteron
miktar1 ile ters” orant1 gosterdigi belirtilmistir. Ayni ¢alismada leptin reseptorlerinin esas
olarak leydig hiicrelerinde yer aldigi da saptanmustir. Leydig hiicrelerindeki leptin
reseptOrlerinin  miktar1 testosteron konsantrasyonu ile ters orantihidir. Spermatogenetik

disfonksiyon gosteren olgularda ise leptin diizeylerinin artmis oldugu gdzlemlenmistir (8).

Infertil erkeklerin seminifer tiibiillerinde leptinin bulunmasi, bu molekiiliin erkek
gonadal islevleri lizerinde merkezi néroendokrin sistem iizerinden dolayl olarak (40) ve aynm

zamanda periferdeki membran reseptorleri vasitasiyla dogrudan etkili oldugunu gosterir
(38,39).

Sonug olarak, leptinin erkek gonadal aksinda fonksiyonel olarak diizenleyici etkisi
oldugunu soéyleyebiliriz. Bu diizenleme, hipotalamo-hipofizer-testikiiler aksin farkli
basamaklarinda ve de hem uyarict hem de inhibe edici Ozelliktedir. Caprio tarafindan
onerildigi lizere;

1. Hipotalamusta fizyolojik smirin biraz iizerinde olmasi ile uyarici etki
2. Testikiiler seviyede belirgin olarak arttigi durumlarda (obezite gibi) dogrudan inhibitér
etki olarak tarif edilebilir (38).
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GEREC ve YONTEM

Calismamizda toplam 23 erkek olgu arastrilmistir. Olgular CBU Kadn Hastaliklar1 ve
Dogum poliklinigi Infertilite boliimii ve Uroloji poliklinigine basvuran hastalar arasmdan
goniilliliik esasma gore se¢ilmislerdir. Her olguya yapilan arastirma hakkinda bilgi
verildikten sonra sorulari olup olmadigi sorulmus sayet varsa yanitlanmistir. Olgulardan
bilgilendirilmis onam alindiktan sonra, kimlik bilgileri, adres, telefon numarasi, yasi, meslegi,
boy, Kilo, alkol-sigara kullanp kullanmadigi, Ozgegmisi, soyge¢misi, varsa gegirdigi
operasyonlar, siirekli kullandig1 ila¢ olup olmadigi, evli ve ¢ocuk istemi varsa infertilite tipi
ve stiresi, cinsel iliski siklig1, varsa yapilmis olan irolojik muayenedeki patolojik bulgular ve
daha Once yapilmis ise semen analizi sonuglar1 degerlendirmeye almmustir. Semen analizi
bulunmayan olgularin semen tetkiki, klinigimizde Histoloji AD’dan gelen ilgili tarafindan

degerlendirilmistir.

Olgulara yapilan semen analizi sonuglarma gdre infertil (1. grup) ve kontrol (2. grup)
olmak iizere 2 ayr1 gruba ayrilmistir. Klasik semen analizi sonuglar1 Diinya Saghk Orgiitiiniin
1999’da yayimnladigr ‘WHO laboratory manual for the examination of human semen and
sperm-cervical mucus interaction-1999° kitapcigma gore degerlendirilmis ve 3 temel
parametreden herhangi birinde - Sperm Sayisi: >20milyon/ml, Total Motilite: >%50 ve
Morfoloji: >%30 WHO kriteri (>%14 Kruger strict kriteri) - veya birkaginda anormallik
olmasi durumunda, olgu l.gruba almmistir. Semen analizi sonuglari normal olan olgular

2.gruba dahil edilmislerdir. Grupl’de 13 olgu ve grup 2’de de 10 olgu yer almustur.

Her olgunun semen 6rnegi ortalama 3 giinliik cinsel perhiz sonrasi, mastiirbasyon ile
elde edilmis ve plastik Petri kutusuna konmustur. Olgular semen 6rneklerini en ge¢ 1 saat
icinde laboratuara iletmislerdir. Semen 6rnegi 37°C ‘de 30-45 dakika likefiye olmasi igin
bekletilmis ve likefaksiyon zamani, goriinimii ve vizkozitesi degerlendirilip daha sonra
mikroskopik muayenesi yapumistir. Mikroskopik muayene, klinigimizdeki 151k
mikrokopunda ve Makler sayma cami kullanilarak 3 temel parametre (sayi, hareket ve yap1)

degerlendirilmistir. Bundan sonra seminal plazma eldesi i¢in semen 6rnegi plastik tiiplere
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aktarilmis 6nce 1000 devir/dakikada-10 dakika ve daha sonra tekrar 4000 devir/dakikada-20
dakika olacak sekilde klinigimizdeki TD3 Centrifuge cihazinda santrifiije tabi tutulmus ve
tipiin i¢indeki, dipteki ¢okeltiye gbre nispeten berrak, sivi kismu altta kalan ¢okelti hareket
ettirilmeden cam tiipe aktarilmis ve parafilm ile tiipiin agz1 kapatilmistr. Elde edilen seminal
plazma Ornekleri en son olarak mikroskopta hiicre icerip icermedigini saptamak i¢in tekrar
degerlendirilmistir. Seminal plazma Ornekleri analiz glinline kadar Biyokimya
laboratuarmdaki -80°C kosullarindaki dondurucuda (ULT Freezer-Thermo Electron Corp.
USA) saklanmistir.

Olgulardan, semen 6rnegini verdigi giiniin sabahinda, en az 12 saatlik aglik sonrasi {ist
ekstremite venlerinden 6 ml vendz kan almarak krmizi kapaklh tiiplere (Vacuette 8 ml-Z
serum Sep. Clot Activator) konmus ve daha sonra vendz kan 6rnekleri Biyokimya lab.’da
3500devir/dakikada-5 dakika satrifiije (Rotina 35R-Hettich Zentrifugen Tutlingen Germany)
tabi tutulmus ve iistte kalan kan serumlar1 plastik eppendorf tiiplere aktarilarak daha once

seminal plazma 6rneklerinin kondugu -80°C’deki dondurucuya saklanmak t{izere konmustur.

Serum ve seminal plazma leptin diizeyleri ticari kit kullanilarak (Biosource Nivelles,
Belgium Katalog No:KIPMR44) tayin edildi. Kitin analitik sensitivitesi 0,1 ng/mL’dir. Kitin
Ol¢lim i¢i (intraassay) varyasyon degeri %35, Ol¢iimler aras1 varyasyon degeri %7,6 olarak

bildirilmistir. Sonug¢lar ng/ml olarak verilmistir.

Olgulardan elde edilen serum ve seminal plazmadaki leptin diizeyleri ng/ml olarak
bildirilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinin gerek kan serumu gerekse seminal plazma leptin
degerlerinin karsilastrilmasinda ‘Mann-Whitney U testi’, olgularin yaslarmm ve viicut kitle
indekslerinin birbirleri ile karsilastirilmasinda ise ‘t test’i kullanilmigitir. P < 0,05 oldugunda

aradaki fark istatistiki olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismamizda 13 tane infertil (1.grup) ve 10 tanede kontrol olgusu (2. grup) olmak

lizere toplam 23 olgu vardir.

Olgular1 yaglarma gore degerlendirdigimizde; birinci grupta en geng olgu 25 ve de en
yash olgu 47 yasinda olup, yas ortalamalar1 32,2 yildir. Ikinci grupta ise en geng olgu 19 ve
de en yasliolgu 39 yasinda olmak {izere ortalama yaslar128,6 yil olarak hesaplanmistir.

Viicut kitle indekslerine (VKI) gore; kontrol grubunun ortalamas1 24.4 kg/n?, infertil
grubun ortalamasi ise 24.3 kg/n?’dir. Her ki grubun ortalamasi normal smirlardadr. Birinci
grupta 3 olgu fazla kilolu (%30) varken 2. grupta 7 olgu fazla kilolu olarak (%54)

saptanmuistir.

OLGULARIN YAS VUCUT KITLE SIGARA
ORT. INDEKSI ORT. KULLANIMI
INF ERZI;S GRUP 1 3021665 yil 243 kg/m 8 olgu (%20)
KONTROL ) .
GRUBU (10) 28.6+ 5,72 yil 24.4 kg/m 2 olgu (%62)

Infertil gruptaki olgularm 12 tanesi ¢ocuk sahibi olma istegi ile Kadmn Hastahiklar1 ve
Dogum Infertilite boliimii ve Uroloji poliklinigine basvuran olgulardir. Bu 12 olgunun 7
tanesi primer infertil ve 5 tanesi de sekonder infertildir. Ug olgu kabakulak gecirdigini ifade
etmistir. Bunlardan bir tanesi su anda 30 yasinda olup 24 yasinda ge¢irdigi Kabakulak sonrasi
orsite bagl olarak semen analizinde anormallik (azoospermi) gelistigini bildirmistir. Bu
gruptaki hastalarin 3 tanesi varikosel nedeni ile opere (%23) olmuslardir. Bunlardan 2 tanesi
tek tarafli ve solda olup, 1 tanesi bilateral varikosele sahipti Olgular cinsel disfonksiyon
yoniinden degerlendirildiginde koitus sikhig1 haftada ortalama 2 olup, 1 olguda erken bosalma

ve diger bir olguda da ereksiyon giicliigli oldugu olgularin kendisi tarafindan belirtilmistir.

Kontrol grubundaki olgularin 8 tanesi bekar 2 tanesi evli ve ¢ocuk sahibidir. Tiim
olgularin yapilan semen analizinde parametreleri normal smirlardadir. Ug olgu g¢ocukken
kabakulak gecirdigini belirtmistir. Bir olgu hem varikosel ve akabinde hidrosel nedeni iki kez

opere olmustur.
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Spermatogenetik disfonksiyonu olan olgular (infertil grup) asagida gosterilmistir;

IKINCIi GRUP
SEMEN ANALIZI
SONUCLARI
| - | . |
OLIGO AZOOSPERMI ASTHENO OLIGOASTHENO
ZOOSPERMI 2olgu ZOOSPERMI ZOOSPERMI
9olgu (Sertoli Cell Only, 1 olgu 1olgu
Kabakulak Orsiti)

Olgularin gerek kan serumundaki

gerekse seminal plazmadaki leptin seviyeleride

asagidaki gibidir;
LEPTIN
SEVIYELERI
[ 1
SERUM SEMINAL
PLAZMA

1
GRUP 1 (fertil)
Ortalama+SEM
2,61+ 0,32
Medyan: 2,42

GRUP 2 (infertil)
Ortalama+SEM
1,74 £ 0,28
Medyan: 1,79

[

GRUP 1 (fertil)
Ortalama+SEM
0,13 = 0,02
Medyan: 0,13

GRUP 2 (infertil)
Ortalama+SEM
0,18 = 0,04
Medyan: 0,18
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Mann-Whitney U testi ile degerlendirildiginde infertil grubun serum leptin degerleri

kontrol grubuna gore anlamh diizeyde azalmis olarak saptandi (P=0,026). Seminal plazma

leptin miktarlar1 ise kontrol grubunda, infertil gruba gore daha az olarak saptanmasina

ragmen, istatistiki olarak anlaml1 degildi (P=0,61).

ng/ml Leptin Seviyeleri

0 - e

E infertil
O kontrol

serum leptin semen leptin

Grafik 1.Serum ve seminal plazma leptin seviyeleri (ortalama = SEM)
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TARTISMA

Leptin genelde viicuttaki yag kitlesi ile uygun oranda bulunmakta ise de (45)
calismamizdaki infertil grubun VKI ortalamas1 24,3 kg/n? olup, sadece 1 olgunun serum
leptin diizeyi ortalamanin iizerinde saptanmustir (VKI:27,2kg/m?-serum leptin:3,54ng/ml).
Erkeklerde leptin seviyesinin kadnlar kadar VKI ile orantili olmadig1, bel gevresikalmhg ile
daha cok oOrtiistiigiinii gosterilmistir (4). Ayrica androjenlerin yag dokusundan leptin
salmimini azaltmasi da erkeklerde VKI ile leptin arasindaki bagmntmm daha zayif olmasmnm

bir nedeni olabilir.

Olgularimizin serum leptin degerlerinin, kontrol grubunda, infertil olanlara gore
anlaml derecede yiiksek olmasi (P=0,026) von Sobbe’nin ve Steinmann’in bulgular1 ile
uyumsuzdur (40,46). Her iki calismada hasta grubunu hipergonadotropik hipogonadizm
kaynakli azoospermik hastalar olusturmusken caliymamizdaki hasta grubunda yalnizca 2
olguda azoospermi saptanmistir. Spermatogenetik disfonksiyonu olanlarda artmasi beklenen
serum leptin diizeyleri kuvvetle muhtemel mevcut bozuklugu normale dondiirebilmek i¢indir
(8). Bu ¢alismada azoospermik hastalarda leptin artismnin testis iizerine spermatogenez igin
olumlu etki yapmas1 beklendigi ifade edilmistir. Bu da bozuklugun u¢ noktasi olarak kabul
edilen azoospermide serum leptin seviyelerinin neden artip, ¢ogunlugu nispeten daha ilimh
oligozoospermik olgular iceren calismamizda artmadigini agiklayabilmektedir. Kontrol
grubunda serum leptin seviyelerinin anlamli derecede yiksek olmasi, Caprio’nun da belirttigi
gibi leptinin hipotalamusta erkek genital sistemini uyaric1 etkisi olmas1 ve dolayssi ile bu
grubun semen analizlerinin normal olmasia olanak tanimaktadr (38). Bu bilgiler 1s1ginda
infertil grupta diisik c¢ikan leptin seviyesi hipotalamusta yeterli uyar1 yapmaya olanak
saglamamakta ve sonucta bu grup hastanin semen analizleri normalden farklh

bulunabilmektedir.

Cahismamizda seminal plazma leptin seviyelerinin infertil grupta, kontrol grubuna
gore daha yilksek ama istatistiksel yonden anlamli olmamasi (P=0,61), von Sobbe
arkadaslarinin yaptig1 calisma ile istatistiksel agidan uyum gostermemektedir. Ad1 gegen
yaymnda spermatogenetik disfonksiyonu olanlarda seminal plazma leptin seviyeleri kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmis olarak saptanmustrr. Ishikawa ve arkadaslarmin yaptigi

yaymda ise spermatogenetik disfonksiyonu olanlarin testikiiler seviyede, en ¢ok
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spermatositlerde artmis leptin miktar1 oldugu bulunmustur (8). Bu da bize seminal plazmalar
arasinda bariz fark olmasa da testikiiler seviyede fark olacagmi ve bunu gostermek icinde
testikiiler dokunun incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Infertil olgularmmzin sayisal

yonden nispeten az olmas1 bu sonucun olasi bir baska nedeni olabilir.

Leptinin testikiiler androjen sentezini azaltarak spermatogeneze olumsuz etkisi
olabilecegi ve buna bagl olarak sperm sayisinda azalma olabilecegi s6z konusudur. (39).
Von Sobbe ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ise spermatogenetik disfonksiyonu (6zellikle
yiiksek dereceli oligozoospermi) olanlarda seminal plazma leptin diizeyi artmis olarak
saptanmustir (46). Calismamizda, infertil grubun ortalama seminal plazma leptin degeri
kontrol grubuna gore yiiksek olmasina karsin yiiksek dereceli oligozoospermi olarak
tariflenen (sperm sayist < 1 milyon/ml) olgu sayisinin az olmasi1 diger calismalar ile anlamh

bir tartismay1 kisitlamaktadir.

Glander ve ark.’lar1 yaptig1 ¢calismada serum leptin degerlerinin semen analizi ile ilgisi
olmadigm ortaya koymuslar, ancak seminal plazma leptin diizeyleri normal grupta patolojik
gruba gore daha disik bulmuslardw (3). Calismamizda ise, kontrol grubunun (temel
parametrelerin normal oldugu) serum leptin degerleri infertil guruba gore anlamli derecede
artmig olarak saptanmistir. Calismamizda diisiik bulunan kontrol grubu seminal plazma leptin
degeri Glander ve ark.’larinin sonuglar1 ile uyumlu olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Gerek kontrol gerekse infertil hasta grubundaki olgu sayisinin
sinrrli olmas1 bu sonugta rol oynayabilir. Glander ve arkadaglarinin yaptigr c¢aligmada
semendeki leptinin spermatozolarm motilitesi lizerine olumsuz etkili oldugu saptanmustir.
Calismamizda hareket problemi olan sadece 2 olgu olmasi leptinin motilite iizerine olan

olumsuz etkisi acisidan karsilagtirma yapmaya olanak tanimamaktadir (3).

Testikiiler parankim harabiyeti ne kadar fazla olursa sperm sayis1 ve iiretilen leptin
miktar1 azalacagini yine von Sobbe’nin yaptigi ¢alismadan biliyoruz. Serimizde sirasiyla bir
olgu bilateral varikoselektomi, bir olgu 2 kez sol taraftan ve son olarak bir olgu da sadece 1
kez varikoselektomi olmustur. Operasyon sayis1 ve yayginligi ne kadar fazla ise, sperm sayisi
ve seminal plazma leptin diizeyleri orantili olarak azalmaktadir. Yine de bu Onermeyi
destekleyecek daha ¢ok olgu igceren ve istatistiksel olarak anlam tasiyan caligmalarin da
gerekliligi asikardir.
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Erkek genital sisteminde leptin temelde seminal plazma ve seminifer tiibiillerde
bulunmaktadr (3). Ejakulattaki spermatozoalar da kapasitasyona ugramadan hemen 6nce
yiiksek miktarda leptin sekresyonu yaparlar. Somatik hiicrelerde oldugu gibi spermatozolarda
da glukojen birikimi ve ilerleyen donemlerde bu enerjinin kullanilarak kapasitasyonun basarili
bir sekilde gerceklestirilmesine olanak tanwr. (7). Leptin, kapasitasyon i¢in enerji eldesi
acisindan glukojen sentezine ek olarak yag asidi oksidasyonun da devreye sokarak enerji
depolanmasinda rol oynar. (9). Infertil olgularm seminal plazma leptin diizeylerinin artmus
olmasi1 (her ne kadar istatistiksel olarak 6nemsizse de), testikiiler seviyede fertilite agisindan
bir koruyucu ve spermatogenetik disfonksiyonu olan bu olgularda dogal bir kompanzasyon

mekanizmasiolabilir.

Sonug olarak, inceledigimiz literatiir 15181 altinda leptin germ hiicre proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve Ozellikle spermatozolarin kapasitasyonunda rol oynamaktadur.
Yaptigimiz caligmada infertil gruptaki hastalarda serum leptin seviyelerinin kontrol grubuna
gore daha diisiik olmasi, diisik leptin seviyelerinin spermatogenetik disfonksiyona neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. Normal grup ile infertil grup seminal plazma leptin seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi da leptin eksikliginin nereden
kaynaklandig1 konusunda bize aydmlatic1 olmamaktadir. Spermatogenetik disfonksiyonu olan
ve artmg leptin seviyesi bildirilen ¢alismalarin ¢ogunlugunda olgular azoospermik olup,
yaptigimiz ¢aligmada ki olgularin ¢ogunun oligospermik olmasi da bulgularimiz arasmdaki

farkliligin nedenlerinden biri olabilir.
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