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The Relationship of Seminal Leptin Levels with Semen Parameters and Dna Fragmentation
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OZET

Amag: Bu ¢alismamizda insan semen leptin diizeylerini ve se-
men parametreleri ile iligkisinin incelenmesi amaglanmigtir:

Materyal ve Metod: YNormal ve oligoastenoteratospermik 30
hastalik gruplar olusturuldu. Hastalarin semen orneklerinde
leptin ve DNA fragmantasyon diizeyleri incelendi, ayrica sperm
sayisini ve motilite oranlarini igeren semen parametreleri de-
gerlendirildi.

Bulgular: Infertil hastalarda sperm sayist ve motilite oranlart
normal gruba gore anlamli olarak azalmistir: 6,40+4,29 (x106/
mL), % 38,63+14,92 (p<0,0001). DNA fragmantasyon oran-
lart normal grupta % 21,00+8,23 olarak gozlenirken infertil
erkeklerde % 38,43+14,23 oraniyla anlamli olarak yiiksek bu-
lunmus, semen leptin oralart ise normal grupta 347,58+111,13
ng/mL olarak gozlenirken, infertil grupta 267,63+56,36 ng/mL
diizeyi ile anlamh olarak azaldigr gozlenmistir. Infertil gruplar
kendi i¢inde incelendigi zaman ise semen leptin diizeyi ile yas,
voliim, sperm sayisi ve motilitesi arasinda istatistiksel olarak
anlaml olacak bir iligki saptanmanugtir.

Sonug¢: Calismamizda, oligoastenoteratozoospermik erkek in-
fertilitesinde serum leptin seviyelerinin azalmis oldugunu, ama
sperm motilitesi ile anlaml bir iliskinin bulunmadi gozlemlen-
migstir. Leptinin semende tanisal bir kriter olarak kullanilabil-
mesi i¢in daha genis kapsaml ¢calismalarin yapilmas: gerektigi
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: leptin; oligoastenoteratozoospermi, erkek
infertilitesi
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study is to investigate the re-
lationship between human seminal leptin levels and semen pa-
rameters.

Material and Methods: Study groups include 30 males with
oligoasthenoteratozoospermia and 30 males who have normal
semen parameters. Leptin and DNA fragmentation levels were
investigated in both groups, along with a variety of semen pa-
rameters including sperm count and motility.

Results: In comparison with the normal males, sperm count
and motility have decreased significantly in infertile patients:
6,40+4,29(x106/mL), %, 38,63+14,92 (p<0,0001). DNA frag-
mentation levels were found as 21,00+8,23 % and 38,43+14,23
%, in normal and patient groups respectively. Seminal leptin
levels were 347,58+111,13 ng/mL in the normal group, while
there was a significant decrease to 267,63+56,36 ng/mL in the
infertile group. Among infertile patient groups, no significant
difference was observed regarding the relationship between se-
minal leptin levels and age, volume, sperm count and motility.

Conclusion: In our study it was demonstrated that, serum lep-
tin levels decrease in oligoasthenoteratozoospermic infertile
males, while there is not a significant relation with the motility
of sperm. In order to use seminal leptin levels as a diagnostic
tool more extensive studies are needed.

Keywords: leptin, oligoasthenoteratozoospermia; male infer-

tility
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Erkek infertilitesi, kisilerin hem tibbi, hem
de psikolojik olarak etkilendigi problemlerden-
dir. Diinya Saglik Orgiitii’niin kayitlarina gore
diinyada 60-80 milyon ¢ift infertilite nedeniyle
tedavi gormektedir (1). Erkek infertilitesi, in-
feksiyon, varikosel, obstriiksiyon gibi bircok
faktore bagli olmakla beraber, normal sperma-
togenezde endokrin sisteminin rolii biiytktiir.
Ancak bu mekanizmanin heniiz agikliga kavus-
turulmamis olmasi, bu konuda yapilan giincel
aragtirmalarin  Onemini artirmaktadir (2, 3).
Gilinlimiizde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar
giinliik beslenme aligkanliklar ile erkek infer-
tilitesi arasinda bir baglanti kurmaktadir (4).
Son donemde yapilan yiiksek kalorili hayvan
deneylerinde yiiksek serum leptin seviyeleri ile
sperm hareketliligi arasinda ters bir iliskinin ol-
dugu gosterilmistir (5).

Leptin, yag dokusundan salinan, viicut
agirhginin  diizenlenmesinde, hipotalamus-hi-
pofiz- gonad aksinin metabolik regiilasyonun-
da, pubertenin baglamasinda ve insan lireme
sisteminde onemli rol oynadigi diisiiniilen bir
hormondur (6, 7). Semende bulunan leptin,
spermin kapasitasyonunda iglevsel bir rol oyna-
yabilir (8). Yapilan hayvan deneylerinde leptin
tedavisi ile tireme ile ilgili endokrin sisteminin
aktive oldugu gosterilmis olmasina ragmen,
leptinin erkek lireme sistemindeki etkisi tam
anlamiyla agiklanamamistir (9, 10).

Bunun yani sira, viicut agirlig ile kadin
iireme sisteminin iglevleri arasindaki iliskiyi in-
celeyen bircok calisma olmasina karsin, leptin
ile erkek infertilite problemleri, 6zellikle idiyo-
patik oligoastenoteratozoospermik hastalarda
goriilen problemler arasindaki baglantiy1 aras-
tiran ¢aligmalarin sayisi yeterli degildir.

Bu calismada, oligoastenoteratospermik
hastalardaki semen leptin seviyelerinin semen
parametreleri ile iliskisinin arastirilmasi amag-
lanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismaya Medipol Mega Hastaneler
Grubu Yardimci Ureme Tedaviler Merkezi’ne
(Tiip bebek) infertilite nedeniyle bagvuran 25-
40 yaslar1 arasinda 30 adet normospermik ve
30 adet oligoastenoteratozoospermik erkek
hasta dahil edilmistir. Fizik muayenelerinde
varikosel ve iirogenital sistem enfeksiyonu bul-
gular1 olan hastalarla testis tiimorii, kemotera-
pi, radyoterapi, dogumsal ve endokrin hastalik
hikayesi ve sistemik hastalik hikayesi bulunan
hastalar calisma gruplarina dahil edilmemistir.
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Ayrica hastalarda dogumsal penis anoma-
lisi, seksiiel bozukluk ve retrograd ejakiilasyon
bulunmamasina dikkat edilmistir.

Semen Analizi

Hastalardan 3-5 giinliik cinsel perhiz siire-
sinin ardindan steril semen toplama kaplarina
mastiirbasyon yontemiyle alinan semen 6rnegi
likefaksiyon siiresinin sonunda sperm konsant-
rasyonu ve motilitesi (hareketlilii) yoniinden
Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) kriterlerine
gore Makler sayim kamerasinda degerlendiril-
di. Morfoloji degerlendirmesi ise spermac kit
ile boyama sonrasinda, Kruger’in strikt kriterle-
rine gore yapild1 Oligoastenoteratozoospermik
hastalarin sperm konsantrasyonlart <20x106/
ml., normal morfoloji<4% ve motilite<50%
olarak, normospermik hastalarin sperm kon-
santrasyonlar1 >20x106 /ml., normal morfoloji
> 4% ve motilite >50% olarak degerlendirildi.

DNA Fragmantasyonunun Degerlendirilmesi

DNA fragmantasyonu TUNEL (In Situ
Cell Death Detectlon Kit, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanilarak
incelendi. Semen 6rnegi tlizerine 4-5 ml sperm
yikama mediumu eklendi ve 2000 rpm’de 5
dk. santrifiyj edildi. Santrifiij isleminden sonra
pellet ve silipernatan olmak iizere iki faz elde
edilmis, siipernatan kisim atilmistir. Geriye ka-
lan pellet, sperm yikama mediumu ile konsant-
re edilmistir. Konsantre 6rnek, iki lam tizerine
yayma preperat yapilarak kurumaya birakil-
mistir. Kurutulan lamlar 1 saat % 4 PFA ige-
risinde fikse edildikten sonra 3x5 dk. PBS ile
yikama islemi yapilmistir. TUNEL kitindeki 1.
soliisyondan (In Situ Cell Death Detection Kit
Enzyme solution) 5 pl, 2. Soliisyondan (In Situ
Cell Death Detection Kit Label solution) 45 ul
karigtirilarak her lam {izerine 25’er ul damla-
tilip lamelle kapatilmistir. Isik almayacak se-
kilde 37°C’de 1 saat tutulan lamlar tizerindeki
lameller kaldirildiktan sonra PBS ile yikanmis-
tir. Lamlar nukleuslarin goriinmesi amaciyla
5 dk. DAPI soliisyonu ile muamele edilmis
lamelle kapatilmistir. ZEISS konfokal mikros-
kop (ZEISS LSM 780 NLO) ile 40x biiyiitme-
de toplam 100 sperm hiicresi sayilarak DNA
fragmantasyonu olan hiicreler ‘TUNEL pozitif”
olarak kaydedilmistir.

Seminal Plazma Leptin analizi

Ayrilan Icc.semen 3000g’de 10dk. sant-
rifiij edilmistir ve leptin seviyelerinin belir-
lenmesi icin kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklanmistir. Semen leptin seviyeleri Human

Leptin (LEP) ELISA Kit (SHANGHAI YE-
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HUA Biological Technology, Shanghai, China)
kullanilarak solid-faz sandwich ELISA metodu
ile belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 18.0 paket
programi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama,
standart sapma seklinde ifade edildi. Gruplar
Student-t independent istatistik analiz ydnte-
mi ile test edildi. Degiskenler arasindaki iliski
Pearson korelasyon testi ile degerlendirildi ve
anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 olasilik degeri
alind1.

BULGULAR

Semen analizinin sonuglart Tablo 1°de
Ozetlenmistir. Infertil grubun yas ortalama-
st 33,43+5,50 (25-40), kontrol grubunun yas
ortalamasi ise 31,70+6,56 (25-40) olarak bu-
lunmustur. Her iki gruptaki yas ortalamalari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmamistir (p>0,05) (Tablo 1). Bununla bir-
likte, infertil hastalarda sperm sayis1 ve moti-
lite oranlar1 normal gruba gore anlamli olarak
azalmistir ve sirasiyla: 6,40+4,29, (x106/mL)
ve % 38,63+14,92 (p<0,0001) olarak belirlen-
mistir. DNA fragmantasyon (TUNEL pozitif)
oranlart normal grupta % 21,00£8,23 olarak
gozlenirken infertil erkeklerde % 38,43+14,23
orantyla anlamli olarak yiiksek bulunmus, se-
men leptin orani ise normal grupta 347,58+
111,13 ng/mL olarak gozlenirken, infertil
grupta 267,63+56,36 ng/mL diizeyi ile anlaml
olarak azaldig1 gozlenmistir (Tablo 1). Infertil
gruplar kendi i¢inde incelendigi zaman ise, se-
men leptin diizeyi ile yas, semen hacmi, sperm
sayis1 ve motilitesi arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki saptanmamaistir (Tablo 2).

Tablo 1: Normospermik ve oligoastenoteratozoospermik hastalar ara-

sinda semen leptin seviyeleri ve semen parametrelerinin ile karsilas-
tirilmasi.

Normospermik | Oligoastenoteratozoospermik
grup (n=30) grup (n=30)
Yas (Yil) 31,70+6,56 33,4315,50
Hacim (mL) 3,20+1,01 3,32+1,13
Sperm Sayisi %
(x108/mL) 48,50+22,08 6,4044,29
Motilite (%) 54,83+8,89 38,63+14,92*
(TUNEL porzitif)
% DNA 21,00+8,23 38,43+14,23*
fragmantasyon
Leptin (ng/mL) 347,58+111,13 267,63%56,36*

Veriler aritmetik ortalama, standart sapma seklinde ifade edildi.
*p<0,001
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Tablo 2: Farkli parametreler ve semen leptin diizeyinin korelasyonu. (r,P)

Semen Leptin

Yas 0,129
Hacim 0,024
Sperm sayisi 0,743
Motilite orani 0,883
Tunel orani 0,151
Leptin

TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢alismalar gostermis-
tir ki, leptin beklenmedik bir sekilde mide, kas
ve plasenta gibi bir¢ok doku ve organda bulun-
maktadir (11, 12). Leptinin plasenta tarafindan
da sentezlendiginin ve leptin reseptorlerinin
plasenta ve overde de eksprese edildiginin anla-
silmasi leptinin reprodiiktif sistem iizerinde de
onemli etkilere sahip olabilecegini diisiindiiren
onemli bir kesif olmustur (13-15).

Yapilan hayvan deneylerinde leptin sevi-
yesi diisiik olanlarda rekombinan leptin verile-
rek tireme fonksiyonlarinin diizeltilmesi, lepti-
nin tireme fonksiyonlarini diizenleyebilecegini
diisiindiiren giiglii bir bulgudur (16, 17). Barash
ve ark., infertil olup dogumsal leptin eksikligi
olan farelere periferal leptin tedavisi vermis-
ler ve leptinin GnRH sekresyonunun santral
modulasyonunu sagladigini, disi farelerde LH
seviyesini, erkek farelerde ise FSH diizeyini ar-
tirdigin1 gostermislerdir (16). Ayni ¢alismada,
leptin verilen farelerde testikiiler ve seminal
vezikiil hacminin kontrol grubuna gore arttig1
rapor edilmis, ayrica testislerin histolojik ince-
lemesinde leptin verilmeyen grupta daha fazla
anormallik oldugu gosterilmistir.

Leptinin, seminifer tiibiilleri veya semi-
nal plazmayi iceren genital sistemdeki varligi,
sperm maturasyonu (18), sperm kapasitasyonu
(19, 20) ve spermatozoanin hareketlilik yete-
neginde etkili olabilir (21). Leptin reseptdrleri
Leydig hiicrelerinde de tanimlanmustir (22, 23).
Insan ejakiilatinda bulunan leptin ile bu isleyi-
sin iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir (19). Dii-
stik semen leptin seviyeleri, idiyopatik erkek
infertilitesinde bir risk faktorii olarak rol oyna-
yabilir (24).

Bir ¢ok calismada gonadal fonksiyon-
lar tizerinde leptinin hem pozitif, hem ne-
gatif etkileri oldugu gosterilmistir  (25).
Steinman ve ark.’nin 36 azospermik, 16 oligo-
astenoteratospermik ve 35 fertil erkekten olusan



ZEYNEP KAMIL TIP BULTENL2017;48(2):-

kontrollii ¢alismasinda, serum leptin seviyeleri
sirastyla 7.6+0.8; 7.1£1.6; 5.0+ 0.4 ng/ml ola-
rak bulunmustur (26). Glander ve ark.’nin yap-
t1g1 bir ¢aligmada ise normal semen Ornegine
sahip erkeklerde semen leptin seviyelerinin pa-
tolojik gruptan daha diisiik oldugu gozlenmistir
(21). Tung ve ark.’nin, yaptig1 bir baska calis-
mada ise, infertil hasta popiilasyonunun serum
leptin seviyelerinin saglikli erkeklerden daha
yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir (27). Jorsa-
raeil ve ark’nin yaptig1 bir ¢alismada normozo-
ospermik, astenozoospermik ve oligoastheno-
zoospermik erkeklerde semen leptin seviyeleri
sirastyla 0.75+/-0.09 ng/ml, 0.8+/-0.14 ng/ml
and 0.8+/-0.15 ng/ml. olarak saptanmistir (28).

Bizim c¢alismamizda, oligoastenoteratos-
permik hasta populasyonunun seminal leptin
seviyeleri saglikli erkeklerden daha diisiik ola-
rak gdzlenmis ve bu sonug istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bunun yani sira, oligoas-
tenoteratozoospermik hastalarin semen leptin
diizeyleri ve sperm hareketliligi arasinda bir
korelasyon izlenmistir. Bu korelasyon istatistik-
sel olarak anlamli bulunmamis olsa da, ortala-
ma degerin normalden diisiik oldugu goriilmiis-
tiir. Farkin istatistiksel olarak anlamli olmamast
hasta sayimizin az olmasia bagl olabilecegi
gibi, leptin diizeyinin bir¢ok parametreden etki-
lenebilecegi ile de agiklanabilir. Leptinin eksik-
liginde oldugu gibi fazlaliginda da fertilitenin
olumsuz etkilenebilecegi diisiintilebilir.

Yakin zamanda yayinlanan caligmalarda,
seminal plazmadaki leptin kaynagi olarak sa-
dece spermatozoa distliniilmeyip olas1 baska
faktorlerin seminal vezikiil ve prostat dokusu-
nunda etkin olabilecegi goriisii savunulmustur
(29). Diger yandan, testis dokusuda seminal
leptin tiretiminden ve sekresyonundan sorum-
ludur (30).

Calismamizda insan seminal plazmasinda
leptin varhigimi gozlemledik ancak leptin sek-
resyonunun kaynagini agiklayamadik. Bunun-
la birlikte, leptinin spermatogenez veya sperm
kapasitasyonunda ve buna bagli olarak erkek
infertilitesinde etkin oldugunu gozlemledik.

Sonug olarak; bir ¢ok hayvan caligmasi
leptinin fertilitedeki roliinli agiklayabilmesine
ragmen, insanda infertilite etiyolojisinin ¢ok
faktorlii olmasi, leptinin dolayli yollardan {ire-
me sistemine etkisi olabilecegini diisiindiirt-
mektedir. Bu konunun dogru sekilde yorumla-
nabilmesi ve infertilite {izerinde bu ve benzer
hormonlarin etkilerinin degerlendirilmesi ama-
ciyla, genis hasta serileri ve multiparametrik
degerlendirmeler iceren kapsamli ¢alismalarin
yapilmasinin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.
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