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OZET

Sicanlarda Prolaktin ile Infertilite Arasindaki iliskinin, Hipotalamus
Hucrelerindeki Kissl, Kissl Reseptor, Norokinin, Norokinin Reseptdr Genleri
Ekspresyon Diizeylerinin Real Time PCR Yontemi ile incelenmesi

Hipofizden sahinan ve sut Uretiminde rol alan prolaktin hormonu (PRL)
polipeptit yapida bir hormondur. Prolaktinmetabolizma ve tremegibi fizyolojik
olaylarda rol almaktadir.Prolaktinin kan degerinin yukselmesigesitli bozukluklara
yol agmaktadir. Bunlardan en o6nemlileri amenore/galaktore ve ovulasyonun
bozulmasidir. Ovulasyonun bozulmasi ciddi bir problemdir ve infertilite sorununa
yol acabilmektedir. Ovulasyon hormon ve noéropeptid adi verilen biyolojik
maddeler ile kontrol edilmektedir. Ovulasyonun kontrolinde gorev aldigi
dustntlen noropeptidler arasinda Kisspeptin ve Norokininler de yer almaktadr.

Kisspeptin’ler hipotalamusun néronal populasyonlarinda ayr olarak
eksprese edilen KISS1 geninde sifrelenmis bir ndropeptit ailesidir.Pubertenin
zamanlanmas1 ve fertilitede anahtar rol oynamaktadirlar. Bu olaylarda etkili
oldugu dusunulen diger bir noéropeptid de Norokinin B (NKB)’ dir. Yapilan
noroanatomik cahsmalarda NKB’nin 06zellikle hipotalamik ndronlarda
sentezlendigi gosterilmistir. NKB’nin KISS1 ile benzer anatomik yerlesime sahip
olmasi dolayh olarak KISS1 sentezinde etkili olabilecegi gorusinid 6ne
surmektedir. NKB ve KISS1’ in puberte ve tremede etkili olan hormonlar ile
etkilesim icinde olabilecekleri dustintulmektedir.

Prolaktin ylksekligi ile infertilite arasindaki iliskinin Kisspeptin ve NKB
ekspresyonu ile baglantilh oldugunu dustiinmekteyiz. Bu yuzden ¢alismamizda,ilgili
genlerin insan ilesican arasinda yuksek homoloji gostermesi nedeniyle, sigcanlarin
kan prolaktin degerlerini yukselterek; Kissl, Kissl Reseptor, NOrokinin,
NoOrokinin Reseptor genlerinin ekspresyon duzeyleri ile infertilite arasindaki
iliskiyi inceledik.

Elde ettigimiz verilerde prolaktini yiksek deneklerimizde Kissl, Kissl
Reseptor ve NOrokinin genlerine ait ekspresyon degerlerinin kontrol grubuna gore
anlaml derecede azaldigr gorilda (p<0,001).

Sonu¢ olarak; sican hayvan modeli ile yaptigimiz ¢ahsmada, prolaktin
yuksekliginin tGreme Uzerine olan olumsuz etkilerine ndropeptitlerin aracihk
edebilecegi vecahsmamzin prolaktin  yuksekliginin  yol actign infertilite
problemlerinin ¢ézimane bir is1k tutacagina inanmaktayiz.

Anahtar Kelimeler: infertilite, Kisspeptin, Norokinin, Prolaktin, Ureme.
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ABSTRACT

Study of The Relationship Between Prolactin and Infertility by Measuring the
expression Levels of Kissl, Kiss 1 Receptor, Neurokinin, Neurokinin Receptor
Genes in Rat Hypothalamus Cells Through Real Time PCR

Prolactin hormone,which is secreted from the hypophysis and plays role in
production of milk, has a polypeptide structure.Prolactin plays role in
physiological situation such as metabolism and reproductivity. Increase in
prolactin blood level leads to various disorders.The most important disorders of
these are amenore/galactore and anovulation. Anovulation is a critical problem
and gives rise to infertility. The ovulation can be controlled by hormones and
biological substances called neuropeptide.lt has been considered that Kkisspeptin
and neurokinins amoung neuropeptides are involved in control of the ovulation.

Kisspeptins, codded by Kissl gene separately expressed in neuronal
populations of hypothalamus, are neuropeptide families. They play in roles timing
of puberty and fertility. Furthermore, the other neuropeptide which has been
thought effective in these situations is Neurokinin B (NKB). In recent
neuroanatomic studies, it has been shown that NKB is synthesized in particularly
hypotalamic neurons and arcuate nucleus which responses to sexual steroids. So it
has been put forward that NKB affect sindirectly KISS1 synthesis due to presence
of NKB in this region. It has been thought that NKB and KISS1 interact with
hormones involved in puberty and reproductivity.

We think that association between height of prolactin and infertility are
relation of expression of Kisspeptin and NKB.Therefore, in our study we
investigated association between Kissl, Kissl receptor, neurokinin and neurokinin
receptor and infertiliy by increasing in blood prolactin level in rats due to high
homology between human and rat.

It has been shown that in rats which have high prolactin level, expression
values of Kissl, Kissl Recepror and neurokinin genes decreased accorging to
control group in our data (p<0,001).

As a result, we believe that neuropeptides mediate adverse effect of height
of prolactin on reproducticiy and our study shed light of solution of infertiliy
problems caused by height of prolactin.

KeyWords: Infertility, Kisspeptin, Neurokinin, Prolactin, Reproductivity.



1. GIRIS

infertilite, Diinya Saglik Orgitii(WHO) tarafindan ciddi bir evrensel problem
olarak tanimlanmustir. Her yedi ciftten biri infertilite ya da subfertilite sikayetlerine
sahiptir (1). Infertiliteye neden olan kusurlardan biri de reprodiiktif sistemin
duzenlenmesinde rol alan  hormonlarin  salimmminda  olusan  kusurlardir.
Hiperprolaktinemi de bu kusurlar arasinda bulunmaktadir. Hiperprolaktinemi her iki
cinsiyette gorilmesine ragmen kadinlarda daha sik rastlanmaktadir. Prevelans: yetigkin
populasyonda %0.4 iken, reproduktif bozuklugu olan kadinlarda %9-17 gibi yuksek
duzeyde olabilmektedir (2). Bu degerler prolaktinin infertilite (izerine olan etkisini
gostermektedir. Prolaktin hipotalamusun inhibe edici etkisi altinda c¢alisan tek
hormondur (3). Prolaktin seviyesinin ylkselmesine paralel olarak hipogonadizimin
ortaya ciktigi ve yiksek prolaktin duzeylerinin normal seviyeye cekilmesiyle birlikte
hipogonadizimin geriledigi ispat edilmistir (3). Hiperprolaktinemi durumunda gonadal
disfonksiyon oldugu bilinmektedir ve anovulatuvar siklusta Luteinize Edici Hormon
(LH) piki olusamamakta veya progesteron fazi engellendigi icin ovulasyon
engellenmektedir. Kisspeptinlerin, Gonadotropin Serbestlestirici Hormon (GnRH)
bagimli LH ve Folikdl Sitimile Edici Hormon (FSH) salinimina neden olduklari G
protein kenetli reseptér 54 (GPR54) mutasyonlu fare ve sicanlarda gosterilmistir ve
periferik yolla verilen metastinin (Kisspeptin) hem disi hem erkek si¢anlarda gonatropin
duzeylerini arttirdigi, prepubertal disilerde ovulasyona neden oldugu bildirilmistir (4,5).
Kispeptinler, RF amid iliskili proteinler ailesinin (RFPP) uyeleridir ve GnRH
ndroendokrin sisteminin 6nemli dizenleyicileridir (6). 1 nolu kromozomun 32
bolgesinde yer alan ve Kissl olarak adlandirilan gen tarafindan transkribe edilen ve 145
amino asitlik oncil bir proteinden tireyerek GPR54 reseptorleri Uzerine etki eden
noropeptidlerdir (7,8). GnRH saliniminin geribeslemeli kontroliinde primer mediator
olarak Kisspeptin noronlari rol alir (9-11). Kisspeptinlerin temel tGreme fonksiyonlarini
etkiledigini destekleyen kanitlar Kissl veya Gpr54 gen fonksiyonu inaktive edilmis
farelerde ve bu genlerin fonksiyonunu yitirmis insanlarda yapilan calismalarla
gosterilmistir, dolayisiyla bu tip calismalar kisspeptinlerin memelilerin Hipotalamik-
Pitiuter-Gonad (HPG) ekseninin kontroliindeki roltinin daha da kuvvetli bir sekilde
ortaya konmasint saglamstir (12,13). Hipotalamusta GnRH salinim ile iliskili oldugu



belirlenen bir diger protein ise Neurokinin B’ dir. Bu sinyal peptidi tasikinin ailesinin
bir tyesi olup omurgal ve omurgasizlarda hiicre ici sinyalizasyonda gorev alir. Insanda
en iyi bilinen tasikininler substance P (SP), norokinin A (NKA) ve nérokinin B’dir
(NKB) ve bunlarin hepsi yaygin olarak merkezi sinir sisteminde sentezlenirler. Substans
P ve NKA’nin genelde nosisepsiyonda fonksiyonel oldugu distintlirken insan treme
ekseninde rol oynadigi belirlenen NKB ve reseptorii NK3R’yi kodlayan sirasiyla
Tasikinin 3ve Tasikinin 3 reseptort (TAC3 ve TACRS3) genleri insan ve kemirgenlerin
(fare homologu TAC2 ve TACR2) merkezi sinir sisteminde yaygin olarak eksprese
edildigi gibi bobrek, iskelet kasi, akciger ve diger dokularda da sentezlenebilmektedir.
Arkuat nikleusda NKB ve KISS1 ekspresyonunun ayni hiicrelerde rastlanmasi: bunlarin
yakin iliski icinde olabileceklerini gostermektedir. Nitekim fareler izerinde yapilan
calismalarda NKB agonistinin KISS1 ekspresyonunu arttirdigi ve dolayisiyla GnRH ve
akabinde LH salinimint etkiledigi gosterilmistir (9,14). Kisspeptin ve NKB kendi
aralarinda iliskili olabilecegi gibi canli sisteminde 06zellikle hipotalamusta GnRH
salinimt Uzerine etkisi olan diger hormonlarla da iliskili olabilecekleri belirtilmistir ki
bunlardan biri de Prolaktin hormonudur. Hiperprolaktinemi GnRH salinimi Gizerine olan
inhibisyon  nedeniyle ovulasyonu engelleyerek fertilizasyonu  6nlemektedir.
Hiperprolaktinemili siganlara yapilan kisspeptin uygulamas: ile prolaktinin GnRH
uzerine olan inhibisyon etkisinin ortadan kaldirilmas: amaglanmistir ve Kisspeptinin
GnRH Uzerine olan pozitif etkisi ile anovulasyon geri dondurulmasttr (15). Tum bu
literatiir bilgileri 15181 altinda biz bu ¢alismamizda yukarida anlatilan prolaktin, GnRH,
Kisspeptin ve Norokininler arasindaki iliskiyi ilgili reseptorleri ve genlerine ait
ekspresyon diizeylerini inceleyerek aciklamaya calisacagiz. Boylelikle hala tam olarak
aydinlatilamamis olan fertilizasyon genetigi icin literatiir kaynag: olusturulacak hem de
hala ciddi bir saglik problemi olan infertilite tedavisinde yeni yontemler gelistirilmesi

icin dnemli bir adim olacaktr.



2. GENEL BiLGI

2.1. Kadinlarda Ureme Fizyolojisi

Kadinlarda Greme siklik bir dongi ile aylik periyotlarseklinde ovulasyanla
saglanir. Buperiyotlar menstiral siklus olarak tanimlanir. Menstiral siklusHPG aksi
etkilesimi ile endometriyum degisikliklerinin goruldigi kompleks bir olaydir
(17,18).Bu kompleks donginun kontroliinde goérev alan HPG aksinin en 6nemli
parcalarindan biri olan hipofiz bezi adeno ve nérohipofiz olmak tzere ikiye ayrilir. LH,
FSH veprolaktin gibi Greme fizyolojisinde rol alan hormonlar,hipofiz bezinin
adenohipofizolarak tanimlanan 6n béliminden salinmir. LH ve FSH adenohipofizin
gonadotrop hucrelerinden salinirken, prolaktin laktotrop hicrelerinden  salinir.
Hipotalamus hipofiz tarafindan salinan bu hormonlarin kontroliintin yapildig: bolgedir.
LH ve FSH salintmi hipotalamus tarafindan salinan GnRH tarafindan kontrol edilir.
GnRH, esas olarak arkuat niikleusta dretilir.GnRH kan dolasimi ile dnhipofize ulasarak
gonadotrop hticrelerinde depolanmig FSH ve LH’ 1n salinimini uyarir (sekil 1).Boylece
dolasimdaki FSH ve LH miktar artmis olur (17).

Ugunecl ventrikul
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/

Mamiller '\
korpus /
Median eminans

\
i tix kiazma
Pars tuberalis Optix kKiazma

Lipohizeal s - . N Hipofizeal arter
poiial venies

Norohipofizin ———
pars nervosa
Kismi

——— Adenohipofiz

Sekil 1. Hipofiz hipotalamus dolasim sistemi (17)



HPG aksi ile kan degerleri dizenlenen hormonlar ovulatuvar doénglnin
olusmasini saglar. Normal bir ovulatuar dongi folikiler ve luteal faz olmak lzere 2’ ye
ayrilir (sekil 2). Folikiler faz menstirasyonun baslamasiyla baslar ve LH’nin ovulasyon
oncesi artmasiyla sona erer. Luteal faz ise ovulasyon 6ncesi LH yikselmesi ile baslayip

menstriiasyonun 1.gund sona erer (17).

A, Erken-orta fol kiler evre B, Gec follkiler evre ve yumurtlama
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Sekil 2. Menstiral siklusun hormonal kontrolt (18)

Primer oosit dogumda tek kath graniiloza hicreleri ile cevrilidirve bu yap:

primordiyal folikil olarak adlandirilir. Puberte ile birlikte graniiloza hiicre tabakasi



kalinlasir, hiicreler; 6strojen, progesteron, inhibin, oosit-maturasyonu inhibe edici

faktor, besin, kimyasal haberciler salgilar. Buytyen bu folikil vezikuler folikil adini

alir ve overin disina dogru ¢ikinti olusturur.Vezikilde bulunan éstrojen lokal olarak

hem kendi hem de FSH reseptdrduyarliligini arttirir. FSH ve 0strojen graniloza

hicrelerini LH’ ya duyarli hale getirir. Folikil sivisindabulunan 6strojen 6nce negatif

geri bildirim ile GnRH, FSH ve LH’ y1 baskilar.Dominant folikilde asir1 artan éstrojen

ve progesteronun etkisi ile HPG (zerine pozitif geri bildirim ile LH ve FSH ovulasyon

oncesi pik yapar (sekil 3)(18).
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Sekil 3. Normal menstriel siklus sirasinda hormon seviyeleri (17)

Ovulasyondan sonra LH etkisi ile granuloza hucreleri luteinizasyona ugrar.Bu

hicreler cevrelerinde bulunan teka hucreleri, kilcal damarlar ile korpus luteum denen

yapiy1 olustururlar (19).Korpus luteumcok miktarda progesteron ve bir miktarestradiol



uretir.Yaklasik 9-10 giin Omri olan korpus luteum fertilizasyon olmadig: takdirde
gerilemeye baslar.Bir Onceki donguniin korpus luteumundan dolay: estradiol ve
progesteron seviyeleri azalir ve negatif bir geri besleme mekanizmasi ile FSHartar.FSH
folikiler buytimeyi ve estradiol sekresyonunu uyarir.Estradiol seviyeleri folikiler fazin
sonlarina dogru yikselir ve depolanmis LH salinimini uyarir.LH ovulasyonu
saglar.Luteal fazda Ostradiol ve progesteronun artmas: LH ve FSH’1 baskilar. Bu baski
korpus luteumun gerilemesine kadar devam eder. Déllenmenin gerceklesmesi halinde
gebelik streci baslarken, dollenmenin olmamas:t korpus lutemun gerilemesiyle

sonuglanir (17,19).

2.2. Disi Sicanlarda Ureme Fizyolojisi

Poliostrik hayvanlar olan siganlar pubertenin baslamasiyla birlikte yil boyu stiren
siklik aktivite gosterirler. Sicanlarda treme mevsimsel faktorlerden bagimsizdir (20).
Sicanlarda da insanlarda oldugu gibi siklik bir dongu gorilmekte ve dollenme yilin her
tarihinde gergeklesebilmektedir.Sicanlarda uterus bikornal yapiya sahiptir. Ovaryumlar
iki adet ve folikuler tarzda olup yumurta kanali aracilig: ile uterusun korn kisimlarina
baglanir (sekil 4) (21).

— Adrenal bez
Bﬂbrjk

I‘_ Ovaryum

Ovidulkt

Cornu uteri

Mesane

Sekil 4.Disi siganlarda Urogenital sistem anatomisi (22)



Yavru siganlarda dogumdan hemen sonra hipotalamik Luteinize edici hormon
saliverici hormon (LHRH) salinimi ve GnRH ekspresyonu artmaktadir (23). Plazma
FSH seviyeleri ise dogumu takip eden birka¢ gun iginde artmaya baslamaktadir. LHRH
salinimindaki sikligin artmasi plazma FSH seviyesinde azalmaya yol agmaktadir (24).

LH saliniminin aktivasyonu ile puberte baglamaktadir (25). Pubertenin baslamasi
biyolojik yastan daha ¢ok viicutta belirli bir boy ve kiloya ulagsma ile olmaktadir (22).
Bununla birlikte vajinal acikligin gorilmesi pubertaji isaret eder. Disi ratlarda vajinal
aciklik 33-42. gun gorilmektedir (22). Pubertenin baslamasiyla cinsel olgunluga
ulasmig sicanlarda treme siklusu dort donemde gerceklesir; prodstrus, dstrus, metostrus
ve digstrus bu donemlere verilen isimlerdir. Bu donglnin tamam: ortalama 4-5 giin
sturmektedir (sekil 5) (20,26).

Proostrus: bu donemde vajinal suriinti incelendiginde duzgin sinirlart olan
yuvarlak nukleuslu tek veya grup seklinde gorilen epitelyum hacreleri gordlir.
Ortalama 12 saat surer ve bu dénemin sonunda gogunlukla ciftlesme icin erkek kabul
edilmeye baslar (20,27).

Ostrus: bu dénemde vajinal striintii incelendiginde sekilsiz, koseli, niikleuslar:
kictlmis veya tamamen yok olmus (kornifiye hiicre) cok sayida biyik hicreler
goralir. Bu evre ortalama 9-15 saat surer ve cogunlukla ciftlesme bu dénemde
gerceklesir (28).

Metostrus donemi; ovulasyondan sonra gorilur, ortalama 21 saat sirer ve
ciftlesme gerceklesmez. Ayni oranda lokosit, kornifiye ve cekirdekli epitel hiicreler ile
karakterizedir (28).

Digstrus donemi: treme siklusunun en uzun ddénemidir ortalama 57 saat

sturmektedir. Lokosit ve niikleuslu birkag epitelhticre ile karakterizedir (28).



PROOSTRUS

Sekil 5. Disi siganlarda éstrus siklusu (30)

2.3. Infertilite

infertilite, herhangi bir korunma yontemi kullanmaksizin ayni partnerle, diizenli
vajinal seksuel iliskiye ragmen en az 12 ay boyunca gebelik elde edilememesi durumu
olarak tamimlanmaktadir (31). Canliligin temel prensiplerinden olan Greme
gerceklestirilemedigi  takdirde ciftler arasinda 6nemli  psikolojik  sorunlar
gorulebilmektedir. Ozellikle tamnin konamamas: veya tedavisi olmayan klinik
problemlerin olmasi ¢iftler (izerinde sarsici hasarlarla sonuclanabilmektedir (32).

infertilite primer ve sekonder infertilite olarak ikiye ayrilir. Daha énce gebelik
oykust olmamissa primer, en az bir kere gebelik dykusi varsa sekonder infertilite
olarak tanimlanir (33).

infertilite modern cagin hastaligi olma yolunda hizla ilerlemektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’ nde yapilan bir ¢alismada 15 ile 49 yaglari arasindaki kadinlarda



cocuk sahibi olmak icin klinisyene basvuran kadin sayisi 1980 yilinda %9, 1995’ de
yaklasik %15, 2010 yilinda ise %12 olarak bildirilmistir (34,35). Ulkemizde 2008
yilinda yapilan bir tarama ¢alismasinda bu oran %12,2 olarak belirlenmistir (36).

Bir kadinin gebe kalma ihtimali ile farkli toplumlarin gebe oranlar1 ayr1 basliklar
altinda incelenmektedir. Bir populasyonda belli bir zaman araliginda gebe kadin oran:
‘Fekundabilite” olarak tamimlanir. Bir kadinin tek menstriel siklusta canli dogum elde
etme kabiliyetine ise ‘Fekundite’ denir (37). Yasin ilerlemesi ve gebeligin
gerceklesmedigi siklus sayisinin artmas: fekundabilite oranini azaltir (38,39). Fekundite
kabiliyetini ve fekundabilite oranin: etkileyen patolojik nedenler olabilmektedir. Gebe
kalmayi 6nleyen patolojik faktorler infertilite nedeni olarak tanimlanmaktadir.

Infertilitenin en sik sebepleri; ovulatuar bozukluk, tubal, servikal ve uterin
faktorler, erkek infertilitesi ve nedeni aciklanamayan infertilitedir. Uterin patolojileri bu
sebepler arasinda en seyrek gorilendir. Yasla birlikte her bir faktérin gortlme sikhigida
degismektedir. Ornegin; gen¢ kadinlarda ovulasyon bozukluklarina daha sik
rastlanirken, tubal ve servikal faktorler genc ve yashilarda esit siklikta gortilmektedir.
Erkek faktort ve aciklanamayan infertilite ise yash ciftlerde daha sik gortlmektedir.
Infertilite tedavisine baslamadan once ciftlere 12 ay boyunca diizenli cinsel birlesme
tavsiye edilir. Ancak 35 yas Ustl, oligo/amenorik, uterin, tubal hastaligi ya da
endometriozisi olan, abdominal ve pelvik cerrahi geciren kadinlarda bu sure

beklenmeden tedaviye baslanmalidir (40).

2.4. Prolaktin, Hiperprolaktinemi ve Infertilite ile Tliskisi

PRL hipofiz 6n lobundan salinir ve salintminin kontrolii hipotalamusun inhibe
edici etkisi altindadir (41). PRL ilk defa yalanci gebelik olusturulan tavsanlarda st
iretimini tetikleyen hormon olarak bulunmustur (42). insanda hipotalamus hipofiz
calismalarinin artmasiHPG aksinda rol alan hormonlarin kesfini kolaylastirmistir. Bu
calismalar sayesinde PRL insanda ilk defa 1971 yilinda ortaya cikarilmistir (43).
Ilerleyen zamanlarda cesitli biyokimyasal yontemler ile PRL’nin kan degeri tespit edilir
hale gelmistir. Bu gelismeyle birlikte prolaktinin dustk, yiksek ve normal kan degerleri
ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (42-44). 1977 yilinda Shome ve Parlow isimli
arastirmacilar prolaktinin yapist konusunda detayli bir arastirma yapmislardir. Bu

calismanin sonunda PRL’nin 198 amino asitten olusan 23.500 dalton agihiginda bir



hormon oldugunu gostermislerdir (44). Dért biylk a-heliksten olusan ¢ boyutlu yapisi
bulunmaktadir (45). PRL geni 6p22.3kromozom bdlgesindelokalizedir. 5p13.2
kromozom bolgesinde kodlanan PRL (PRL-R) reseptort transmembran proteindir ve
sitokin reseptor ailesine aittir (46,47). Sicanlarda ise PRL geni 17p12 kromozom
bolgesinde kodlanmisken, PRL-R geni 2q16 kromozom bdlgesindeyer almaktadir(48).

PRL salintminin 6nemli dizenleyicileri hipotalamusta olusan prolaktin inhibe
edici faktor (PIF) ve dopamindir. Dopamin, laktotrop hiicrelerdeki dopamin
reseptorlerine baglanarak hucre igine geger ve graniler lizozomal aktiviteyi arttirir,
boylece prolaktin yikimint arttirarak kan prolaktin diizeyini dustrir. Tiroit dizenleyici
hormon (TRH) doza bagimli bir mekanizma ile prolaktin salinimini arttirci etki
yapmaktadir. Bu fonksiyonu nedeniyle prolaktin salgilatici faktor (PRF) olarak rol
oynadig1 dusuntlmektedir (49,50). Prolaktin saliniminin pozitif etkileyicisi olan TRH
disinda serotonin, vasopressin, vazoaktif intestinal peptit, oksitosin, prostoglandinler,
kolesistokinin, opiatlar, ostrojenler, histamin ve noradrenalin gibi maddelerin de
prolaktin salintmini uyarici etkisi bulunmaktadir (49). Prolaktin ve 0&strojen
arasindakompleks bir iliski vardir. Ostrojenler laktotrop hiicrelerin  dopamin
hassasiyetlerini azaltarak ve TRH reseptor sayisini arttirarak prolaktin salinimin
indiklerler. Diger etki yolu ise; laktotroplari dogrudan etkileyerek prolaktin gen
transkripsiyon ve ekspresyonunu, mitotik aktivite ile DNA sentezini etkileyerek
prolaktin seviyelerini yikseltmektedir (51,52). Fiziksel stimilasyon ile de salinim
artabilmektedir. Emzirme sirasinda meme basinin ve koitus sirasinda serviksin
uyarilmas: noroendokrin refleks yanitina neden olarak PRL salinimini induklerler.
Hipotalamusun preoptik bdlgesinin  néroendokrin  refleks yamitinda rol aldig:
dusunulmektedir. Serum prolaktin seviyesi, beslenme, koku, stres ve 1sik gibi cesitli
fizyolojik degiskenlerden etkilenmektedir. PRL psikolojik stres faktorlerinden daha ¢ok
fizyolojik stres faktorlerine yanit vermektedir (53).

PRL Ureme cagindaki kadinlarda puberte yillarinda meme gelisiminde, gebelik
sirasinda amniyon sivisinin  ozmoregulasyonu ve fetis akcigerinde sirfaktanlarin
gelismesinde, memenin blylmesinde,dogumla birlikte laktasyonun saglanmasinda
etkilidir (42). Fonksiyonu nedeniyle PRL’nin sahindigi hiicreler laktotrop hucreler
olarak adlandirilmistir. Yapilan son calismalar PRL salinimi ile dopaminerjik sistem

arasinda bir iliski oldugunu goOstermekle birlikte mekanizmasi tam olarak
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aydinlatilamamistir. Dopaminin prolaktin sentezini azalttigi gérulmustir. Yapilan bir
calismada prolaktinin inhibe ettigi gorilen Prolaktin Inhibe Edici Faktoru (PIF) izole
ederek yapisi incelemis ve Dopamin ve Noradrenalin yapili oldugu bildirilmistir (54).
Tavsanlarda yapilan farkli bir ¢calismada dogrudan dopamin uygulandiginda deneklerde
PRL duzeylerinin azaldigi gortlmustur. Benzer ¢alismalarda dopaminin hipofiz tzerine
baskilayici etki ettigive dopamin reseptorlerinin bloke edilmesiyle bu baskilayici etkinin
ortadan kalktigi gosterilmistir (41,54). TRH hipotalamik dopamin salinimini azaltarak
PRL salinimini uyarir (55).Fizyolojik nedenler, patolojik sebepler veya bazi hastaliklar
prolaktin duzeyinde artisa neden olarak prolaktin artisiyla sonuglanmaktadir.
Prolaktinin dopamin ile diiziinlenmesi konusunda yapilan deneysel calismalarda
dogrudan dopamin blokajina neden olanmetaklopramid gibimaddeler ile dopaminin
PRL Uzerinde olusturdugu baskilayici etki ortadan kaldirilarmis vekan PRL dizeyi
yukseltilmistir.(16,54).

Yapilan birgok calisma prolaktinin reprodiktif fonksiyon tizerine énemli etkisi
oldugunu gostermistir. Bu ¢alismalarda prolaktinin sentezinin olmadigi knockout deney
hayvanlart  kullanilmistir.  Bir  calismada transgenik  disi  farelerin  (PRL
sentezleyemeyen) tamaminin infertil oldugu gosterilmistir. Tekrarlanan erkek fareler ile
ciftlesme dongulerinde tGreme olmadigr ve ayni zamanda Ostrus siklusunda bozulma
meydana geldigi gorilmuistir. Tim bu calismalar prolaktinin remede 6nemli roli
oldugunu gostermistir (56).

Klinik olarak hiperprolaktinemi, plazma prolaktin seviyesinin erkeklerde 18
ng/mL ve kadinlarda 30 ng/mL uzerinde olmasidir (57). Giinlimuzde hiperprolaktinemi,
Klinikciler tarafindan sadece PRL ile iligkili patolojiler agisindan ilgilenilmektedir, bu
da PRL hakkindaki bilgilerimizin eksik olmasina yol agmaktadir. Patolojik
hiperprolaktinemi PRL seviyesinin normal araligin tzerinde olmasi durumu olarak
tanimlanir. Normal populasyonda goriilme orant %0,4 iken, infertilite sikayeti olan
kadinlarda bu oran %17’ ye ¢ikmaktadir (2,58).Gebelik ve laktasyon durumlarinda da
bu seviye artabilir fakat bu durum fizyolojiktir. Patolojik hiperprolaktineminin esas
nedeni hipofiz bezindeki laktotrop hicrelerde tumoér olusumudur ve bu artmis hiicre
sayist yikselen PRL’nin kaynagini olusturur. Patolojik hiperprolaktinemi kadinlarda
amenore ve galaktoreye, erkeklerde impotansa ve her iki cinste de libido kaybina ve

infertiliteye yol acar(59). Hiperprolaktineminin diger bir etkisi gonadal
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disfonksiyondur. Yapilan bir calismada Hiperprolaktinemili hastalarda sekonder
amenorenin %20-30 civarinda oldugu bildirilmistir (41, 60). Artmis PRL GnRH
Uzerinde Uzerinde negatif etki olusturarak LH ve FSH salimmini azaltir ve ovulasyonu

bozar (sekil 6). Ozellikle LH pikinin olusamamas: anovulatuvar siklusa neden

olmaktadir (61).
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Sekil 6. Prolaktin salintminin kontrolii (62)

Hiperprolaktinemi hastalarinin %85-90’ n1 sentetik dopamin analoglar: ile tedavi
edilerek artmis PRL hormonunun etkileri azaltilmaktadir (59). Hipofiz timaorinin
cerrahi midahale ile boyutunun kigultilmesiyle kandaki PRL seviyesi normalize edilir
ve hiperprolaktineminin sistemik etkileri ortadan kaldirilir. Antipsikotik tedavilerin de
hiperprolaktinemiyi diizelttigi bilinmektedir (63). Yiuksek PRL’nin dopamin agonistleri
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kullanilarak dustrilmesiyle LH Uzerinde olusan baskinin kalktigi ve birkag ay iginde

siklusun normallestigi bildirilmistir (64).

2.5. Kisspeptin

Kisspeptinler isimlerini iki farkl: kaynaktan almislardir. KiSS sézclgtindeki “ss”
takisi baskilayici dizi anlamina gelen ‘suppressor sequence’ tan almistir. Ki 6n eki ise;
gen bolgesi Pensilvanya/ Hershey’de kesfedildigi icin bu yorenin meshur Kiss
cikolatasina ithafen eklenmistir (65). KiSS-1 geni kromozom 1 (1932) bolgesinde
kodlanmaktadir.Sicanlarda bu gen 13 (13q13) numarali kromozomda bulunmaktadir
(66). SSS de yaygin olarak eksprese olan bu genin sonraki calismalarda kalp, beyin,
karaciger, akciger, iskeletkasi, bobrek, pankreas ve plasenta da ifade edildigi
gosterilmistir (67, 68). Sicanlarda benzer anatomik dagilim goérulmekle birlikte
hiptalamus ve beyin sap1 yogun bulunan yerlerdir (68).Kiss-1 proteni 145 amino asitlik
oncu bir protein olarak sentezlenir. Daha sonra cesitli uzunluklarda farkli Grlinlere
dondsir (69). KiSS1 geni drtnlerinin meme kanseri ve melanoma gibi kanserlerde
metastaz baskilayici 6zellik gdstermesi nedeniyle 54 amino asitlik gen Grinine
“metastin” (Kisspeptin54) ismi verilmistir. Yapilan calismalar bu geninin tek Urln(
olmadigi tespit edilmis ve bu ailenin hepsi “kisspeptinler” (kisspeptin-14, kisspeptin-13
ve Kisspeptin-10 ) olarak adlandirilmistir (67, 70).

Prepro-Kisspeptin

1 18 20 65 68 121124

145
- I oes

( Kp-54

S

Kisspeptin

1

Sekil 7. Kisspeptin geni ve Urunleri: Kisspeptin-54, kisspeptin-14, kisspeptin-13, kisspeptin-10.(71)
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KiSS1 geni tarafindankodlanan prepro-kisspeptin 145 aminoasitten olusup 19
aminoasit sinyal-peptidi vemerkez 54 aminoasit mevcuttur (74). Protein 65-68.
pozisyonda ve 121-124. amino asitler arasindaki noktadan kesilmesi sonucunda yeni
olusanproteinin  C-terminal ucu amidlestirilir. Amidlestirilmis olan bu kisim
GPRb54reseptorine baglanmadan sorumludur (67,69,72,73).

GPR54 reseptoru, G proteini kenetli reseptorler (GPRC)ailesinin bir dyesidir.
Cogunlukla santral sinir sisteminde (SSS) bulunmakla birlikte periferik dokularda da
gosterilmistir. GPR54 reseptortini kodlayan gen 1999 yilindakesfedilmistir (67,68).

GPR54 reseptoriniin plasenta, hipofiz,pankreas ve medulla spinaliste yuksek
oranlarda ekspreseedildiginin kesfiyle birlikte bu reseptorin 6zellikle endokrin
fonksiyonlar: olup olmadigi konusunda ¢alismalar yapilmaya baslamistir (68).

KiSS1 gen proteinlerinin tutundugu GPR54 reseptorii giinimiizde gogunlukla
KISS1R (kisspeptin reseptori) olarak kullaniimaktadir (75).

Kisspeptinlerin GPR54reseptoru ile olan fizyolojik iliskileri “kisspeptin-GPR54”
sistemi olarak adlandiriimaktave puberte baslangici ile Ureme (Uzerinenemli roller
ustlendikleri dusunilmektedir (76,77).Kisspeptinler C-terminal ucunda yer alan amino
asit dizisi ile ilgili reseptore baglanarak fosfolipaz-C aktivasyonuyapar ve inozitol 1,4,5
trisfosfat artist meydana getirir, bu artiskalsiyumun artisini tetikler ve ekstraselltler
sinyal ile dizenlenenkinaz (ERK) ile p38 mitojen ile aktive edilen proteinkinaz (p38
MAPK) yollarinin aktivasyonu saglanir (78). KISS1 reseptoriinin tam anlasiimasi
amaciyla fonksiyonkaybina yol agcan mutasyonlarin kullanildigi cesitli caligmalar
yapilmistir, bucalismalarda mutasyonunpubertal gelisim ve Greme aktivitelerinde kayip
ilebirlikte hipogonadotropik hipogonadizme neden oldugu gosterilmistir (72,79-81).
Sonuc olarak bu reseptoriin puberte ve Uremede normalGnRH aktivitesi icin gerekli
oldugu sonucuna ulasilmigtir. KISS1Rmutasyonlar: sonucunda sekstel gelisim, reme
vefertiliteyi etkileyen tim farkli fenotipik gelisim bozukluklar,KISS1-KISS1R
sisteminin GNRH ndronlarininaktif oldugu, fetal gelisim, neonatal yasam,puberte ve
eriskinlikte de gerekli oldugunu dustndirmektedir (82). Kisspeptinlerin mevsimsel
ureme dongulerinde de rol aldiklart yapilan hayvan calismalar: ile gosterimistir.
Farelerde 151k suresi ve pubertenin baglama zamani arasindaki iliskinin degerlendirildigi
bir calismada 1s1k miktar1 ve siresi ile Kissl mRNA ekspresyonu karsilagtirilmastir.

Calismada, 151k miktarinin azalmasiyla Kiss1 ekspresyonunun da azaldig: gosterilmistir.
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Ayni arastirmacilar pineal bezin c¢ikarilmasiyla kisspeptin tzerinde olusan baskilayici
etkinin ortadan kalktigin1 gostermistir. Bu c¢alisma ile Kisspeptinlerin remenin
metabolik kontroliinde melatonin aracili bir dizenleme ile etkili olabilecekleri gorisi
ortaya ¢ikmustir (75).

Kisspeptinlerin GnRH ndronlart Uzerine olan etkileri de arastirilmistir. Bu
calismalarda kisspeptin ve reseptoriiniin ekspresyonu ile dstrojen, LH ve FSH miktarlar
degerlendirilmistir (75).

Ovarian siklusun folikller fazinda artan 0Ostrojen seviyelerininovulasyondan
sorumluolan LH salinimina neden olacak sekildehipotalamustan GnRH salinimin
arttirdigi bilinmektedir (75).

Ostrojenin GnRH néronlart (izerindeki pozitifgeribildiriminin anteroventral
periventrikiler,median preoptik ve periventrikiler preoptik cekirdeklerdebulunan ve
Ostrojen alfa reseptori (Era) ekspreseeden néronlar aracihigi ile dolayli yoldan
oldugudtsunilmektedir. GnRH néronlar: ile iliskide olan bundronlarin kisspeptin de
dahil olmak Gzere glutamat,GABA ve norotensin salimiminda bulunduklar
gosterilmistir (83). Bulgular artikca hipotalamik kisspeptinnéron topluluklarinin rol
dagilimlarindaki 6nemli birnoktanin da 0Ostrojen bagimli GnRH ve LHsalinimlarinin
diizenlenmesi oldugu ortaya ¢ikmaktadir (84).

2.6. Norokinin

NKB tasikinin olarak adlandirilan néropeptit ailesinin énemli (Gyelerinden
biridir.  Tasikininler, noérotransmiter/néromodulator olarak goérev yaparlar ve
vicudumuzda birgok farkli dokuda etki gosterirler.Norokininler A ve B olmak (zere
ikiye ayrilirlar. NKA ve NKB nin kesfi yaklasik 3 dekat 6nce yapilmistir (85). TAC3
geni insanlarda NKB’yi kodlayan gendir vel2q13.3 bdlgesinde bulunmaktadir (86).
Sicanlarda ise bu gen7g22 bdlgesinde bulunmaktadir (87). ProndrokininB olarak
sentezlenir ve proteolitik bir dizi olaydan sonra NKB halini alir (85).
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TACT geri TALT gemi

GEV {irsan kromozom 7 {insar kromozom 12)
Propeptid Preprotasikinin A Preprotasikinin B
Peptid Substans P nirokinin A Nirokinin B

Reseptir Nirokinin-1 reseptir Norokinin-2 reseptor  Nirokinin-3 reseptor
(TACRI gen) (TACR2 gen) (TACR3 gen)

Sekil 8. NK geni ve reseptorleri (88)

TAC3 geninin kodlandigi noéronlar insanda infundibular nukleus, anterior
hypothalamik bolge, septal bolge, amigdala, neokorteks gibi farkli bolgelerde oldugu
tespit edilmistir (89,90). NKB ratlarda Tac2 tarafindan kodlanir ve bu geni iceren
noronlar serebral korteks, hipokampus, amigdala basta olmak Uzere beynin birgok
bolgesinde bulunmaktadir (91).

NK’lar G protein kenetli reseptorler tizerinden etki gosterirler. NK1R, NK2R ve
NK3R olmak (zere 3 cesit tasikinin reseptori vardir (sekil 8). Bu reseptorlerden
NKB’ye afinitesi en yiiksek olan NK3R’ dir (92,93). NK3R, insandaTACR3 geni ile
kodlanirken sicanlarda Tacr3 ile kodlanmaktadir. Bu reseptoriin insanlarda santral sinir

sisteminde, uterusta ve plesentada kodlandig: bildirilmistir (92, 94,95).
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Tasikinin resptorleri (GPCR)

. NK2R

Agonist: Substans P Norokinin A Norokinin B

Sekil 9. Tasikinin reseptorleri (96)

Gonadal steroidlerin kontrolu SSS’ de pozitif ve negatif geri bildirim
mekanizmas: ile yapilmaktadir. Bu geri bildirim mekanizmasinin merkezinde GnRH
bulunmaktadir (97). GnRH sentezinden sorumlu ndronlar herhangi bir uyar: olmaksizin
tek baslarina gonadal steroidlerin sentezine etkide bulunamazlar. Bu durumda seks
steroidlerinin kontrolti icin GnRH ciddi bir 6nem arz etmektedir. Navaro ve
arkadaslarina goére NKB gonadal aksis (zerine olan muhtemel etkisini GnRH
hormonlart Uzerinden gostermektedir (sekil 10). Bu gorust birgcok calisma
desteklemektedir. TAC3/Tac2 mRNA larinin susturuldugu deneklerde Ostradiol ve
testesteron degerlerinin disttgt bildirilmistir. Bu hormonlarin dismesi GnRH
uzerinden baskiya neden olmaktadir. Sadece NKB yi kodlayan mRNA’ nin degil ayn:
zamanda NK3R yi kodlayan mRNA’ nin da susturulmasi bu steroidlerin azalmasina yol
acmistir (98).NKB ve reseptérinun Greme sistemi (zerine etkileri guncel arastirma

konusu olma 6zelligini korumaktadir.
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NKB

GnRH néronu

Sekil 10. Nérokinin,

Kisspeptin ve gonadotropin iliskisi (99)
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada deney hayvani kullanmak igin gerekli olan izin; Cukurova
Universitesi Tip Fakiltesi-Deneysel Arastrma ve Uygulama Merkezi tarafindan

21.08.2013 tarihindeki 8. oturumun 1 numaral: karar1 ile verilmistir,

3.1. Gruplandirma ve Deneysel Uygulama

Bu calismada 12-16 haftalik, 200-250 gr agirliginda disi Wistar Albino cinsi
sicanlar kullanildi. Sican sayis1 toplam 40 adettir. 10 adet kontrol, 10 adet sadece serum
fizyolojik (SF) uygulanmis grup, 20 adet metaklopramid (Metpamid, Sifar Turkiye)
uygulanmis grup olmak tzere 3’e ayrilmistir. Asagidaki tabloda gruplar ve yapilacak

uygulamalar 6zet olarak gosterilmektedir.

Cizelge 1. Deney hayvanlarinin gruplandirilma bigimleri

Serum Fizyolojik Metaklopramid Ekspresyon Gebeligin takibinin
uygulamasi uygulamasi degerlendirilmesi yapilmasi
Grup 1 - - + N
Grup 2 + - + -
Grup 3 - + +/- +/-*

*Fertilizasyonun olup olmayacaginin takibi icin erkek sicanlarla bir araya getirilecek hayvanlar.

Grup 3’ e kontrol ve SF uygulanan gruptan farkli olarak 20 adet sican dahil
edilmistir. Gruplara yapilacak olan deneysel uygulamalar bittikten sonra Grup 3’ ten
rastgele secilen 10 sican ayr kafeslere alinarak erkek sicanlar ile bir araya getirilmistir.
Boylece metaklopramid uygulamasindan ne kadar sure sonra tekrar gebe kalip
kalmayacagi, yapilan uygulamanin geri donisli olup olmayacag: degerlendirilmistir.

Siganlar standart diyetle beslenip, sinirsiz su verilerek ve 12 saat aydinhk, 12
saat karanlik programi (saat 07:00-19:00 arasi aydinlik) uygulanarak bakildi. Kan
prolaktin duzeyini yiikseltmek amaciyla 3 numaral gruba ginde tek doz 2,2 mg/kg
metaklopramid 14 gin boyunca

intraperitoneal olarak uygulanarak ¢alismada
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amaclanan kan prolaktin dizeyine ulasildi (16).Metaklopramid dopanmin reseptor
antagonistidir ve dopamin blokaji yaparak kan PRL diizeyini arttirir (16).

2 numarali gruba ayni sirede,ayn: yolla ve aym miktarda sadece serum
fizyolojik uygulandi. intraperitoneal uygulamamin olusturabilecegi stres faktor(i kan
prolaktin dlizeyine ve gen ekspresyonuna etki edebilir, bu uygulama ile olusabilecek
stres faktOrliniin prolaktin duzeyleri ve gen ekspresyonu Uzerine etkisinin olup olmadigi
gozlemlendi. iki haftalik metaklopramid uygulama periyodunun ardindan tim gruplara
ait sicanlarin kan prolaktin diizeyleri; prolaktin ELISA immunoassay Kiti kullanarak
Olgildu ve elde edilen degerler Kkarsilastirildi. 1 ve 2 numarali gruplarda yer alan
sicanlar ile 3 numarali gruptan rastgele secilen 10 sican mMRNA ekspresyon

calismalarindakulanildi.

3.2. Hayvansal dokularin elde edilmesi

Sicanlar, intramiskuiler olarak 75 mg/kg Ketamin (Richter pharma ag,
Avustralya), 5 mg/kg xylazine (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi edildiler.

Sigcanlarin parmak kistirma yanitlari ve fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda
anestezi altina girdiklerinin anlasiimasiyla;

Prolaktin duzeylerini belirlemek igin sican ventrikillerinden kalp kani alindi
(sekil 11). Alinan kan antikoagulanh tlplere aktarildi. Santrifuj edilen kanin serum
kismi ayrilarak analiz yapilmak Uzere -80 °C de saklandi. Serumlardaki prolaktin

duzeyleri elisa kiti (Sunred biologic tec. Co, Cin) kullanilarak 6lctldu.

20



Sekil 11. Sicandan ventrikiler kanin alinmasi

Kan alma isleminin hemen ardindan deneklerden hipotalamus dokusu alinmistir
(sekil 13). Doku alma isleminde referans olarak bregma talasi kullanilmistir. Bregma
atlasina gore hipotalamus -4,08mm / - 1,80mm koordinatlarinda yer almaktadir (sekil
12) (100).
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Interaural 5.40 mum

Sekil 12.Bregma atlasina gére hipotalamik alan (100)

Sekil 13.Si¢an beyni
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3.3. RNA izolasyonu
RNA izolasyonu igin kullanilan Vivantis RNA izolasyon kiti protokolii:

1. 350 pul Buffer TR pellet tzerine eklenerek vortekslenir.

2. Karisim homojenizasyon kolonuna aktarilir. En yiiksek devirde 2 dakika
santriftj edilir. Kolon igindeki 6rnek kullanilir.

3. Ornegin lzerine 350 pul %80’lik alkol eklenir, pipetaj yapildiktan sonra RNA
baglayici kolona aktarilir.

4. RNA baglayici kolon 10.000 x g° de 1 dakika santrifiij edilir kolonun alt
kisminda toplanan pellet atilir.

5. RNA baglayici kolana 500 pl yikama tamponu ilave edilir. En yiksek hizda 1
dakika santrifiij edilir. Kolonun alt kisminda toplanan pellet atilir.

6. 70 ul DNaz | parcalama karisimi RNA baglayici kolona aktarilir ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilir.

7. RNA baglayici kolona 500 pl inhibitor removal tampon eklenir. En yikek hizda
1 dakika santrifuj edildikten sonra kolonun alt kisminda toplanan pellet atilir.

8. RNA baglayici kolana 500 pl yikama tamponu ilave edilir. 10.000 x g” de 1
dakika santrifuj edilir. Kolonun alt kisminda toplanan pellet atilir. Bu islem 2
defa tekrarlanir.

9. Kolon 10.000 x g’ de 1 dakika santrifyj edilir. Kolonun alt kisminda toplanan
pellet atilir.

10. Kolon yeni bir mikrosantrifuj tuptine aktirilarak membranin tzereine 40-60 pl
RNAaz icermeyen su ilave edilir. 1 dakika bekletildikten sonra 10.000 x g’ de 1
dakika santrifiij edilir. Mikrosantriftj tlplnde toplanan RNA -20 °C veya -80

°C’de saklanir.

3.4. cDNA Eldesi

Applied Biosystems High- Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti
kullanilarak RNA’ lardan cDNA elde edildi. Hassasiyetleri yuksek olan Revers
transkripsiyon (RT) kit RT master mix buz (zerinde hazirland: (Cizelge 2). 2xRT

master mixten 10’ar mikro litre PCR tiplerine alindiktan sonra her tiipe pipetaj
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yapilarak Gzerlerine 10 mikro litre RNA ilave edildi. Numaralandirilan PCR tipleri

Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek Cizelge 3’de gosterilen program uygulandi.

Cizelge 2. 2xRT master mix bilesenleri ve miktarlar:.

Kullamilan miktar
2x RT Master Mix
10X RT Buffer 20pul
23X dNTPkarsim 08 ul
10X RT Random Primer 20pul
MultiScnbeTM Reverse Transcnptase 1.0 ul
Niikleaz igermeven Su 42 ul
1 reaksiyvon icin toplam hacim 10 pl

Cizelge 3.cDNA eldesi i¢cin Thermal Cycler’da kullanilan program

1 Asama 2 Asama 3 Asama 2 Asama
Sicakhk 25%C iTeC g5°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika oo

3.5. Real Time RT- PCR

Real-time reverse-transkriptaz (RT) PCR; baslangic miktarina goére olusan, son
PCR rindnin kuantifikasyonunun 6zgiin, hassas ve diger metodlara gore daha kolay
tespit edilebildigi bir yontemdir. Bu yontemde; her bir PCR ddngisinde olusan
flouresan 1sinim1 araciligi ile son drdn miktar: tespit edilebilir (101). Calismamizda
kullanilan genler icin tasarlanan FAM boyali prob iceren TagMan Gene Expression
Assay kullanarak Real-time RT- PCR reaksiyonunu gerceklestirdik. TagMan Real-time
PCR asamasinda (¢ ¢ift primer kullanilir. 1. ve 2. primerler her bir DNA iplikcigi
uzerinden replikasyonu baglatir. 3. prob ise bu primerler arasindan bir zincire baglanir.

Prob, iki modifiye edilmis baz icerir; 5° ucunda bulunan floresan reporter (R) ve
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3’ucundaki floresan quencher (Q). Replikasyon esnasinda 1. primer yoniinde uzayan
DNA iplikcigi, probun 5’ucunu zincirden ayirir ve polimerazin eksoniikleaz aktivitesi
floresan reporter molekuliini probdan ayirir. Quencherden ayrilan reporter molekuli
floresan 1s1ma yapar. Olusan floresan isinimin baslangis miktarina gére orani, her bir
PCR dongusunde olcultr (101).

Real Time PCR karisimi Cizelge 4’teki gibi hazirlandi. Hazirlanan PCR karisimi 96’ lik
plate‘e 20’ser mikrolitre aktarildi. Plate’in Ustl sefaf filmle kapatildi ve (zerine
koruyucu ortu yerlestirildi. Plate Applied Biyosistem 7500 Real time- PCR cihazina
yiklendi. Cihazin programi Cizelge 5’teki gibi ayarland:.

Cizelge 4. Real Time RT- PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlar:

PCR Reaksivon karsim bilesenleri 20 pl reaksivon hacou icin

Tek reaksivon

20X TagMan Gene Expression Assay 1.0 pl
XX TagMan Gene Expression Master Mix 10.0 ul
cDINA Gmeg 40 ul
BNAaz- icermeyen su 5.0 ul
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Cizelge 5. Applied Biosystems 7500 real -time RT-PCR igin kullanilan Program

Is1 Déngiisii Kogullan
Asama Swcaklik (°C) Zaman{dd: ss)
Hold 50 2:00
Hold 95 1000
Dangii 95 0:15
(40 Dongii)
60 1:00

3.6. Real Time RT- PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi
Ekspresyon diizeylerini belirlemek icin Threshold Cycle (CT) veya crossing points (Cp)
degerleri arasindaki farkliliklar 6l¢tliir(102). Esik-deger dongi (Threshold Cycle = C T)
degeri bize; drindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay: belirtir. CT; sistem
basladigindan itibaren, Ustel oranda Grin olusmas: ve logaritmik lineer faza gecis
noktasidir (101). Hedef genlerimizin ekspresyon diizeylerini belirlemek icin ACp

yontemi kullanildi. Sonuglar agagidaki formil kullanilarak degerlendirildi (103):

ACp= Cp hedef gen- Cp referans gen
AACp= ACp muamele edilen- ACp kontrol
Ratio=2- AACp

3.7. Istatistiksel Analiz

Veriler 6zetlenirken, degiskenler ortalama xstandart sapma medyan (min-maks)
deger olarak ifade edilmistir. Distk sayida 6rneklem 6lglimi sebebiyle ve veri setinde
alt gruplarda standart sapmalarin yiiksek olmas: sebebiyle normal dagilim varsayimina
gerek duyulmayan parametrik olmayan testler kullanilmistir. Ug veya daha fazla grup
karsilastirmasinda Kruskal-Wallis Test, daha sonra ikili karsilastirmalarda veya
ekspresyon degerleri icin direkt 2 grup iceren Kkarsilastirmalarda Mann-Whitney U testi
kullanilmigtir.  Degiskenlerle ilgili degerlendirmelerde p<0,05 oldugu durumlar
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istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Degerlerin gosteriminde kutu grafigi (box-
plot) gibi grafiksel yaklasimlardan yararlanilmistir. Verilerin analizinde IBM SPSS ver.

19 paket programi kullaniimstur.
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Bu tez gcalismasinda ilgilenilen parametreler 3 grupta calisilmistir. Bu gruplar
kontrol grubu, SF grubu ve Metaklopramid grubudur. ilk iki grupta 10 denek,3. grupta
20 denek bulunmaktadir. Ug grupta prolaktin dizeyleri 6lgilmistir. Ekspresyon
duzeylerini belirlemek icin ThresholdCycle (CT) veya crossingpoints (Cp) degerleri
arasindaki farkliliklar 6lgtlmustir. Kissl, KissrR, NKB ve NKBR icin tasarlanan
MRNA gen ekspresyon assay ile genlerin kontrol grubundaki, SF uygulamasindaki ve
Metaklopramid uygulamasindaki dlzeylerine bakildi. Ekspresyon dizeyleri ACp
yontemi kullanilarak hesaplandi. Prolaktin diizeyleri gruplarda karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihga rastlanmistir (p<0,001) ve

4. BULGULAR

sonuclar ¢izelge 6’da sunulmustur.

Cizelge 6. Gruplarda prolaktin diizeylerinin dagilimi

Prolaktin dizeyleri
(ng/mL)

p (coklu karsilastirma)

Kontrol

23,0£54
20,9(18,5-35,7)

SF

29,7+10,0
28,5(19,7-55,9)

0,364*

Metaklopramid

53,314,3
53,0(34,0-73,4)

<0,001*, 0,017**

<0,001

*kontrol ile karsilastirma , ** diger iki grubun karsilastiriimasi

Analiz sonucunda prolaktinin dizeyinin en yiksek oldugu grubun deney grubu

(Metaklopramid) oldugu, en dislk oldugu grubun kontrol grubu oldugu soylenebilir.

Grafiksel gosterimlerden yararlanilarak degerler sekil 14°te sunulmustur.
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Sekil 14. Prolaktin diizeyleri

Delta Cp yontemi kullanilarak hesaplanan KissImRNA ekspresyon dizeyleri

cizelge 7° de sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga

rastlanmistir (p<0,001).

Cizelge 7. SF ve Metaklopramid gruplarinda Kiss diizeyleri

KISS1 dizeyleri p
7,6+3,1
SF
8,9(3,2-11,3)
<0,001
) 0,6+0,5
Metaklopramid
0,4(0,1-1,5)
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SF grubunda Kissl ekspresyon dizeylerinin Metaklopramid grubuna gére daha

yuksek oldugu soylenebilir ve degerler grafiksel olarak sekil 15’te sunulmustur.

E-l

KISS1
6.—

e

s Metaklopramid
grup

Sekil 15. KISS1 diizeyleri

Delta Cp yontemi kullanilarak hesaplanan Kiss1R ile ilgili ekspresyon duzeyleri
cizelge 8’ de sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga
rastlanmistir (p<0,001).
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Cizelge 8. SF veMetaklopramid gruplarinda KissR duzeyleri

KISS1R duzeyleri p
43,3£35,1
SF
38,0(4,5-112,6)
<0,001
) 0,4+0,2
Metaklopramid
0,5(0,1-0,7)

SF grubunda KiSS1R ekspresyon dizeylerinin Metaklopramid grubuna gore
daha yuksek oldugu sdylenebilir ve degerler grafiksel olarak sekil 16’da sunulmustur.

100

40+

mﬂ

5F Metaklopramid
grup

Sekil 16. KiSS1R diizeyleri
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Delta Cp yontemi kullanilarak hesaplanan NK ile ilgili ekspresyon dizeyleri
cizelge 9’ da sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga
rastlanmistir (p<0,001).

Cizelge 9. SF ve Metaklopramid gruplarinda NK duzeyleri

NKB duzeyleri p
5,0+3,3
SF
3,2(2,5-12,4)
<0,001
_ 0,3%0,2
Metaklopramid
0,4(0,1-0,6)

SF grubunda NKB ekspresyon diizeylerinin Metaklopramid grubuna gére daha

yuksek oldugu séylenebilir ve degerler grafiksel olarak sekil 17°de sunulmustur.
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SF Metaklopranud
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Sekil 17. NKB duzeyleri

Delta Cp yontemi kullanilarak hesaplanan NKR ile ilgili ekspresyon duzeyleri
cizelge 10° da sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga
rastlanmamistir (p=0,052). Gruplar arasindaki farklilik icin p degerine bagli olarak

sinirda anlamlilik oldugu da sdylenebilir (borderline significant).

Cizelge 10. SF ve Metaklopramid gruplarinda NKBR diizeyleri

NKBR dizeyleri p
1,3£0,9
SF
1,4(0,1-2,5)
0,052
) 0,6+0,5
Metaklopramid
0,6(0,0-1,2)
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SF grubunda NKR ekspresyon duzeylerinin Metaklopramid grubuna gére daha
yiksek oldugu fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi sdylenebilir.

Degerler grafiksel olarak sekil 18’te sunulmustur.

2.5

2.0

1.5+
NKBR

1.0

1

L]

SF Metaklopramid
grup

Sekil 18. NKR dizeyleri

Cizelge 11.Metaklopramid uygulamas: bittikten sonra deneklerin ilk yavruyu verme streleri

1.-2.ay 2.-3. ay 3.-4. ay

Denek Sayisi - 8 2
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5. TARTISMA

Infertilite, herhangi bir korunma yontemi kullanmaksizin ayn: partnerle, diizenli,
vajinal seksuel iliskiye ragmen 12 ay icerisinde gebelik elde edilememesi durumu
olarak tanimlanmaktadir (31). infertilite modern cagin hastaligi olma yolunda hizla
ilerlemektedir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde yapilan bir calismada 15 ile 49 yaslar
arasindaki kadinlarda ¢ocuk sahibi olmak icin Kklinisyene basvuran kadin sayist 1980
yilinda %9, 1995’ de yaklasik %15, 2010 yilinda ise %12 olarak bildirilmistir (34,35).
Ulkemizde 2008 yilinda yapilan bir tarama calismasinda bu oran %12,2 olarak
belirlenmistir (36). Infertilite, hormonal dizensizlikler, bireysel farkhliklar gibi bir
cokfaktorden kaynaklanabilmektedir. Prolaktin de infertilite ile iligkili olan
hormonlardan birisidir.

Prolaktin 90 yil 6nce kesfedilen ve fonksiyonu hakkinda oldukca farkh
calismalar yapilmis olan bir hormondur (104). Hipofizden salinan polipeptid yapidaki
bu hormon laktasyon (zerine yaptigi1 uyarici etki nedeniyle prolaktin ismini almistir. Bu
Ozellik PRL (104) ve PRLR (PRLR;105) eksikligi olan hayvan modellerinde agik bir
sekilde gortlmustir. Bu calismalar ayn1 zamanda memelilerde PRLR/STATS yolunun
esas rolunu anlamamiza g1k tutmustur (106). Kalici PRLR sinyal iletme basarisizlig
olan germline modeller; beyin, metabolizma, immiin sistem, davrans sekilleri ve
elektrolit dengesi gibi PRL nin etkili oldugu diger fizyolojik olaylar1 anlamaya da
yardimci olmaktadir (107). Yapilan birgcok calisma prolaktinin reprodiktif fonksiyon
uzerine Onemli etkisi oldugunu gostermistir. Bu calismalarda prolaktinin sentezinin
olmadigi knokcout deney hayvanlari kullanilmistir. Horseman ve arkadaslari 1997
yilinda yaptiklar: ¢calismada PRL sentezi yapamayan transgenik disi farelerin tamaminin
infertil oldugunu gostermistir. Tekrarlanan erkek fareler ile ciftlesme dongilerinde
ureme olmadigi ve aym zamanda oOstrus siklusunda bozulma meydana geldigi
goralmustir. (108). Bazi calismalarda ise deneklerin PRL dizeyleri arttirilmistir
(16,23,41). Boylece yiksek PRL duzeylerinin etkileri incelenmistir.Biz de
calismamizda PRL sentezi (zerinde inhibitor etki gosteren dopamini bloke eden
kimyasal (metaklopramid) kullanarakdeneklerimizde kan prolaktin diizeylerini arttirdik.
Boylelikle eksojen PRL uygulamas: yerine deneklerimizde endojen olarak PRL
miktarint arttirdik. Hormonal salinimin sadece fizyolojik degil ayn1 zamanda psikolojik
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faktorlerden etkilenebilecegi dusunulduginden enjeksiyonun olusturacag: stresin PRL
salintmi ve gen ifadesine etkisini anlamak amaciyla kontrol disinda SF uygulanmis
grubu da degerlendirdik. Tum deneklerimizden aldigimiz kan serumu ile elde ettigimiz
bulgulara gore, metaklopramid uygulamas: yaptigimiz grubun serum PRL duzeyi
kontrol ve SF uygulanan gruplara gére anlamli derecede ylksek bulundu (p<0,001).
Calismamizda olusturdugumuz deney dizeneginde PRL yukselmesinin endojen ve geri
dondsli olmasina 6zen gosterdik. Bu yiizdenmetaklopramid uygulamasini takiben erkek
sicanlar ile bir araya getirdigimiz disi sicanlarin belli bir sire gebe kalmadiklarini, daha
sonra tim sicanlarda gebeligin meydana geldigini gozlemledik. Rastgele segilip erkek
sicanlarla bir araya getirilen10 denekte de ilag¢ tedavisi almayan sicanlara kiyasla gebe
kaliminin gecikme sebebinin kanda yiksek miktardaki PRL’ nin ovulasyon uzerine olan
inhibitor etkisi ile alakali oldugunu dustinmekteyiz. Nitekim 10 denegin tamaminin
tedavi bitiminden 3 ay sonra yavrulamis olmasi, PRL’ nin ovulasyona olan baskisinin
kalkmasiyla ilgili olacag: disincemizi desteklemektedir.

Bachelot ve Binart yaptiklar1 arastirmada PRL’ nin anovulasyona yol agmasini
GnRH uzerinde olusturdugu negatif etki ile LH ve FSH miktarinin dusmesine
baglamaktadir. Ancak PRL’ nin bu negatif etkiyi hangi yolu kullanarak yaptig: veya bu
etkiye aracilik eden noropeptitlerin olup olmadigi konusunda aydinlatici bir agiklama
yapilamamistir (109).

Ancak yakin gecmiste yapilan calismalar, prolaktinin Kissl genini ifade eden
belirli bir hipotalamik néron populasyonu (zerinde hareket ederek treme eksenini
module edebilecegine dair yeni kanitlar sagladi (110,111). Kisspeptinleri kodlayan
genlerde veya kisspeptin reseptorinde (KISS1R) fonksiyon kaybi1 mutasyonlari insanda
ve hayvan modellerinde ergenlik ve infertilitenin bozulmasina neden olur (112).
Topaloglu ve arkadaslariyaptiklari ¢alismada Kiss1l mutasyonlu deneklerin tamaminda
hypogonadotropik hipogonadizim gelistigini gdéstermistir (113). Bazi galismalar ise
KiSS1'i ifade eden noronlarin dogrudan prolaktin seviyeleri tarafindan modiile
edildigini gostermistir (114). Prolaktin ve kisspeptin sistemi arasindaki etkilesimin HPG
aksinda belirgin bir etkiye neden olduguna dair daha fazla kanit KiSS1 mRNA
ekspresyonu (zerine prolaktin infuzyonunun sonuglarini degerlendiren calismalarla
saglanmistir. Bu ¢alismalarin tamaminda sistemik veya intraserebroventrikiler prolaktin

inflizyonunun hipotalamik KISS1 ekspresyonunu baskiladig: ve plazma LH diizeylerini
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dustrdugu bildirimistir (108,110). Kisspeptinler, GnRH néronlarinin en  6nemli
aktivatorleri olarak bilinirler (115) ve hem insanlarda hem de hayvan modellerinde LH
ve FSH sekresyonunda gucli bir uyarima neden olabilirler (116,117). Bu bilgiye
dayanarak, in vitro fertilizasyon tedavisi goren kadinlarda kisspeptin uygulamasinin
yumurta olgunlasmas: Uzerine etkileri de test edilmistir. Jayesane ve arkadaslar
yaptiklari  calismada  kisspeptin  enjeksiyonunun  yumurtanin  olgunlasmasinti,
subfertiliteye sahip kadinlarda déllenme, embriyo implantasyonu ve basarili canh
dogum ile sonucglanacak kadar tetikleyebildigini bildirmislerdir (118). Sonigo ve
arkadagslar1 prolaktin indiksiyonuyla infertilite olusturduklari disi farelerde tedavi
amaciyla Kisspeptin uygulamas: yaptiktan sonra elde ettikleri sonuclari bildirmiglerdir.
Bu calismada prolaktin inflizyonuyla PRL degerleri yulkseltilen farelere gunlik
kisspeptin enjeksiyonu yapmiglardir. Calismaya gore prolaktinin yol actigt GnRH
uzerindeki baskilayici etkinin ortadan kalktig:r ve ovulasyonun diizeldigi gosterilmistir.
Buna ek olarak, Sonigo ve Cols, Kisspeptinlerin GnRH sekresyonuna etkilerini
gostermek icin disi farelerden elde edilen hiptalamik dokulardan GnRH miktari
6lctlmuis ve prolaktin maruziyetinden sonra GnRH miktarinin énemli olgude azaldigin
gostermislerdir (119). Bu nedenle, KiSS1 gen ekspresyonunun azaltilmasinin,
hiperprolaktinemi sirasinda gonadotropin sekresyonunun bastiriimasinin birincil nedeni
oldugu disuntlmektedir. Biz de yaptigimiz ¢alismada PRL yuksekliginin siganlarda
Kisspeptin ekspresyonunu nasil etkiledigini gosterdik. Caligmanin sonunda Kisspeptin
ekspresyonunun PRL’ si yiiksek olan grupta kontrol ve SF gruplarina gore anlamh
derecede dustugi gorulmustir (p<0,001). Aym zamanda KISSR ekspresyonu da kontrol
ve SF grubuna gore anlamli derecede (p<0,001) distk bulunmustur.

GnRH' nin saliniminin diizenlenmesi tUreme ekseninin merkezi kontroltindedir
(120). Bu o6nemli gorev puberte ve fertilite arastirmalart igin ilgi odagi olmaktadir.
GnRH salintminda 6nemli roll oldugu kanitlanan Kisspeptin bu gorevi Gstlenmis tek
noropeptit degildir. NKB’ nin de GnRH zerine etkileri oldugu son yillarda yapilan
arastirmalar ile gosterilmistir. GnRH hormonal diizenlenmede merkezi bir role sahip
oldugu halde GnRH sentezi yapan noronlar cinsiyet hormonlarinin geri bildirimine
dogrudan cevap verememektedir. Yapilan ¢alismalar GnRH ndronlarinda Ostrojen alfa
ve androjen reseptorlerinin olmadigint yalnizca 6strojen beta reseptorlerinin eksprese

edildigini gostermistir (121).
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NKB ve kisspeptinin etkilesimlerinin gonadotropik eksenin normal isleyisi igin
gerekli oldugu disunulmektedir. Kisspeptin salimiminin pulsatil oldugunu ve bu
atimlarin maymun ve kegci calismalarina dayali olarak GnRH / LH atimlariyla korele
olduguna karar verme konusunda inandirict kanitlar vardir (122,123). Sonug¢ olarak,
KNDy (kisspeptin, Norokinin, Dinorfin) ndronlarindan NKB'nin ayn: ndronun
NK3R'sinde, tekrarlayan teminatlarla ve diger komsu KNDy néronlarinda otosinaptik
olarak etki eder (122,124,125). NKB'nin bu eylemi, her kisspeptin darbesinden sonra
benzersiz bir GnRH darbesi sunmak icin ARC (arkuat nilkleus) icinde kisspeptinin
senkronize bir sekilde salinmasint uyandirir. Bu olasilik ARC'deki KNDy ndronlarini
cevreleyen yogun NKB ile uyumludur (126,127).

Kisspeptinler ile NKB’ nin siki néroanatomik dagilim bakimindan iliski iginde
olmasi ve her ikisinin de GnRH stimilasyonu ve gonadotropin saliniminda etkili
oldugunun gosterilmesi bu iki noropepetitin puberte ve fertilite icin birbirlerinin
etkilerine aracilik edebilecegi distnulebilir. Calismamizda elde ettigimiz veriler de bu
tezi desteklemektedir. NKB’ nin ekspresyonu metaklopramid uygulanan deneklerde
kontrol ve SF gruplarina gore anlamli derecede azalmistir (p<0,001). Bu azalmay:
Kisspeptin ve Kisspeptin R’ de de elde ettik. NKBR ekspresyon degeri meteklopramid
uygulanan grupta kontrol ve SF grubuna orana azalmis olsa da bu anlamlilik sinirda
kalmistir (p=0,052). Bu sonuclar NKB’ nin de Kisspeptin gibi yiiksek PRL ile
ekspresyonun azalmasina, PRL nin GnRH (zerinden gonadotropin salinimi ve

ovulasyon tzerine olan etkilerine aracilik edebilecegine inanamaktayiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda 40 adet Wistar Albino cinsi disi sican kullanildi. Deneklerden 3
farkl: grup olusturuldu. Birinci grup kontrol, ikinci grup SF uygulanan grup ve tglnci
grup ise metaklopramid uygulamasi ile PRL duzeyleri yukseltilen grup. Her (¢ grubun
kan prolaktin diizeyleri ve KiSS1, KISS1R, NK, NKR mRNA ekspresyonlar: incelendi.
Bu calismanin sonunda asagidaki veriler elde edilmistir.

1. Metaklopramid uygulanan grubun kan PRL dizeyi kontrol ve SF uyugulanan
gruba gore anlamli derecede ylksek bulunmustur (p<0,001).

2. 2.Metaklopramid uygulanan grubun KIiSS1 ekspresyon diizeyi kontrol ve SF
uyugulanan gruba gore anlaml: derecede diisuk bulunmustur (p<0,001).

3. Metaklopramid uygulanan grubun KiSS1R ekspresyon diizeyi kontrol ve SF
uyugulanan gruba gore anlaml derecede diisiik bulunmustur (p<0,001).

4. Metaklopramid uygulanan grubun NK ekspresyon diizeyi kontrol ve SF
uyugulanan gruba gore anlaml: derecede diisuk bulunmustur (p<0,001).

5. Metaklopramid uygulanan grubun NKR ekspresyon diizeyi kontrol ve SF
uyugulanan gruba goére dusmis olsa da anlamlilik orani simirda kalmastir
(p=0,052).

Elde edilen veriler literatir ile uyumlu olup, PRL’ nin HPG aks:1 Uzerinde
olusturdugu inhibitor etkiyi agiklamak igin fikir vericidir. Ancak bu donginin
biatinuyle anlasilmas: icin yeterli degildir. Bunun icin ek olarak GnRH ndron
aktiviteleri, hipotalamik bdlgenin histopatolojik degerlendirilmesi ve uterusta bulunan

reseptor aktivitelerinin takip edilmesi onerilir.

39



10.

11.

12.

13.

14.

15.

KAYNAKLAR

Greenhall E, Vessey M. The prevalence of subfertility: our view of the current confusion and a
report of two new studies. Fertil. Steril, 1990; 54: 978-983.

Biller BM, Luciano A, Crosignani PG, Molitch M, Olive D, Rebar R, Sanfilippo J, Webster
J, Zacur H. Guidelines for the diagnosis and treatment of hyperprolactinemia. J ReprodMed 1999;
44(12):1075-1084.

Atasi T, Kosebay D, Aksu MF. Hiperprolaktinemi ve korpus luteum yetersizligi. Zeynep Kamil
Tip Biilteni, Ozel say1, 1982.

Terasawa E, Fernandez DL. Neurobiological mechanisms of the onset of puberty in primates.
Endocr Rev, 2001; 22: 111-151.

X, Yu H, Wei X, Zhou Y, Wang W, Li P, Gan X, Wei D, Xiao J. GPR54 polymorphisms in
Chinese girls with central precocious puberty. Neuroendocrinology, 2007; 86: 77-83.

Oakley AE, Clifton DK, Steiner RA. Kisspeptin Signaling in the Brain. EndocrRev, 2009; 30:
713-743.

Kotani M, Detheux M, Vandenbogaerde A, Communi D, Vanderwinden JM, Le Poul E,
Brézillon S, Tyldesley R, Suarez-Huerta N, Vandeput F, Blanpain C, Schiffmann SN, Vassart
G, Parmentier M. The metastasis suppressor gene KiSS-1 encodes kisspeptins, the natural ligands
of the orphan G protein coupled receptor GPR54. J BiolChem, 2001; 276: 34631-34636.

Ohtaki T, Shintani Y, Honda S, Matsumoto H, Hori A, Kanehashi K, Terao Y, Kumano S,
Takatsu Y, Masuda Y, Ishibashi Y, Watanabe T, Asada M, Yamada T, Suenaga M, Kitada C,
Usuki S, Kurokawa T, Onda H, Nishimura O, Fujino M. Metastasis suppressor gene KiSS-1
encodes peptide ligand of a G-protein-coupledreceptor. Nature, 2001; 411; 613-617.

Lehman MN, Coolen LM, Goodman RL. Minireview: Kisspeptin/Neurokinin B/Dynorphin
(KNDy) Cells of the Arcuate Nucleus: A Central Node in the Control of Gonadotropin-Releasing
Hormone Secretion. Endocrinology. 2010; 151(8):3479-89.

Roseweir AK, Millar RP. The role of kisspeptin in thecontrol of gonadotrophin secretion. Hum
Reprod Update. 2009; 15(2):203-12.

Smith JT. Kisspeptin signalling in the brain: Steroid regulation in the rodent and ewe. Brain
Research Reviews, 2008; 57:288.

Castellano JM, Roa J, Lugue RM, Dieguez C, Aguilar E, Pinilla L, Tena-Sempere M. Kiss-
1/kisspeptins and the metabolic control of reproduction: Physiologic roles and putative
physiopathological implications, Peptides, 2009; 30(1): 139-145.

Roa J, Navarro VM, Tena-Sempere M. Kisspeptin in reproductive biology: consensus knowledge
and recent developments, BiolReprod, 2011; 85(4); 650-660.

Cheng G, Coolen LM, Padmanabhan V, Goodman RL, Lehman MN. The kisspeptin/neurokinin
B/dynorphin (KNDy) cell population of the arcuate nucleus: sex differences and effects of prenatal
testosterone in sheep, Endocrinology, 2010;151(1):301-11.

Sonigo C, Bouilly J, Carré N, Tolle V, Caraty A, Tello J, Simony-Conesa FJ, Millar R, Young

J, Binart N. Hyperprolactinemia-induced ovariana cyclicity is reversed by Kkisspeptin
administration, 2012;122(10): 3791-5.

40



16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Glabowska S, Laszczynska M, Glabowski W, Wylot M. Morphology of the epithelial cells and
expression of androgen receptor in rat prostate dorsal lobe in experimental hyperprolactinemia. Folia
Histo chem Cytobiol,2006;44:25-30.

Kocak I. Kadin Ureme Fizyolojisi. Béliim 4.syf:33-45.

http://www.tipfak.com/wp-content/uploads/2015/06/Kad%C4%B1n-genital-hormonlar-
fizyolojisi.pdf

Widmaier EP, Raff H, Strang KT.Vander insan fizyolojisi. 10. Baski, Izmir: izmir Given
Kitabevi, 2010.

Soylu SM.Rat fizyolojisi. Journal of Clinical and Analytical Medicine, 2001; 431: 1-3.

Maeda KI, Ohkura S, Tsukamura H.Physiology of Reproduction. In GJ Krinke. New York:
Academic Press, 2000; 9: 145-176.

Milazimoglu SB, ide T, Aslan S. Ratlarda tireme. Journal of Clinical and Analytical Medicine,
2012; 39-44.

Matagne V, Rasier G, Lebrethon MC, Gérard A, Bourguignon JP. Estradiol stimulation of
pulsatile gonadotropin-releasing hormone secretion in vitro: correlation with prenatal exposure to
sex steroids and induction of sexual precocity in vivo. Endocrinology, 2004; 145: 2775-2783.
Dalkin AC, Haisenleder DJ, Ortolano GA, Ellis TR, Marshall JC. The frequency of
gonadotropin-releasing-hormone  stimulation differentially regulates gonadotropin subunit
Messenger ribonucleic acid expression. Endocrinology, 1989; 125: 917-924.

White SS, Ojeda SR.Changes in ovarian luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating
hormone (FSH) receptor content and in gonadotropin-induce dornithinede carboxylase activity
during prepubertal and pubertal development of therat. Endocrinology, 1981; 109: 152-161.

Krinke GJ. The Laboratory Rat. New York: Academic Press, 2000; 4(9): 45-173.

Sharp PE, Laregina MC. The Laboratory Rat. New York: CRC Press, 1998; 2: 15-19.

Baker DEJ.ReproductionandBreeding. In: Baker, HJ, Lindsey JR, Weisbroth SH.
TheLaboratoryRat, New York: AcademicPress, 1979; 1: 153-168.

Oba G, Aslan S, Kaymaz M. Gebelik ve siklus donemlerinin belirlenmesi amaciyla ratlarda vajinal
sitolojinin kullanilmasi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2001; 48: 51-57.

http://vlabs.iitb.ac.in/vlabs-dev/labs/zoology lab/labs/exp6/result.php (Erisim Tarihi: 25.11.2017 )

Wallach EE.Theuterinefactor in infertility. Fertil Steril 1972; 23: 138-158.

Araoye MO.Epidemiology of infertility: socialproblems of theinfertilecouples. West Afr J Med,
2003; 22: 190-196.

McCarthy JJ Jr, Rockette HE.Prediction of ovulationwithbasal body temperature. J ReprodMed,
1986; 31(8):742-7.

Chandra A, Stephen EH.Impairedfecundity in the United States: 1982-1995. FamPlannPerspect,
1998; 30(1): 34-42.

Chandra A, Copen CE, Stephen EH.Infertility service use in the United States:
datafromtheNationalSurvey of FamilyGrowth, 1982-2010. NatlHealth Stat Report, 2014; (73): 1-21.

41


http://www.tipfak.com/wp-content/uploads/2015/06/Kad%C4%B1n-genital-hormonlar
http://vlabs.iitb.ac.in/vlabs-dev/labs/zoology_lab/labs/exp6/result.php

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

Hacettepe L'_Jniversitesi Nufus Etitleri Enstitlisii (2009) Turkiye Nufus ve saglik arastirmasi, 2008.
Hacettepe Universitesi nufus etitleri enstitiisti, saglik bakanligi ana ¢ocuk saghg: ve aile planlamas:
genel midurlugl, Basbakanlik Devlet Planlama Teskilati Mustesarligi ve TUBITAK, Ankara,
Trkiye.

Speroff L.ClinicalGynaecologicEndocrinologyandinfertility. Williams&Wilkins, 2007; 7: 84.

Van Noord-Zaadstra BM, Looman CW, Alsbach H, Habbema JD, te Velde ER, Karbaat
J.Delayingchildbearing: effect of age on fecundityandoutcome of pregnancy. BMJ, 1991; 302:
1361-1365.

Berek JS. infertilite. Adashi EY, Hillard PA.Novak Jinekoloji. 12. Baski, Nobel Kitabevi, 1998:
918-925.

Miller JH, Weinberg RK, Canino NL, Klein NA, Solues MR.Thepattern of infertilitydiagnoses in
women of advancedreproductive age. Am J ObstetGynecol,1999; 181:952- 957.

Besser GM.HyperprolactinemiaHypogonadisimSyndromes. TheMed J Australia Special Supp,
1978; 4: 14-17.

Archer DF.Physiology of prolactin. Cl ObstetGynecol, 1980; 23(2): 325-333.
Hwang D, Guyda H, Friesen H. Prufication of humanprolactin. J. Bio. Chem, 1972; 247: 1955.
Shome B, Parlow A. Human pituitataryprolactin J. Cl. Endocrinol. Metab, 1972; 45:1112.

Keeler C, Dannies PS, Hodsdon ME.Thetertiarystructureandbackbonedynamics of
humanprolactin. J MolBiol, 2003; 328: 1105-21.

Truong AT, Duez C, Belayew A, Renard A, Pictet R, Bell GI, Martial
JA.Isolationandcharacterization of thehumanprolactin gene. EMBO J, 1984; 3: 429-37.

Bazan JF.Structuraldesignandmolecularevolution of a cytokinereceptorsuperfamily.
ProcNatlAcadSci USA, 1990; 87: 6934-38.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/24683 (Erisim Tarihi: 25.10.2017)

Richards JS, Williams JJ.Lutealcellreceptorcontentforprolactin (PRL) andluteinizinghormone
(LH): regulationby LH and PRL. Endocrinology, 1976; 99:1571-1581.

Vekemans M, Delvoye P, L'Hermite M, Robyn C. Serum prolactinlevelsduringthemenstrualcycle.
J ClinEndocrinolMetab, 1977; 44: 989-993.

Veldhuis JD, Evans WS, Stumpf PG.Mechanismsthatsubserveestradiol'sinduction of
increasedprolactinconcentrations: evidence of amplitudemodulation of
spontaneousprolactinsecretorybursts. Am J ObstetGynecol, 1989; 161: 1149-1158.

Petty RG.Prolactinandantipsychoticmedications: mechanism of action. SchizophrRes, 1999; 35: 67-
73.

Freeman ME, Banks JA. Hypothalamicsiteswhichcontrolthesurges of
prolactinsecretioninducedbycervicalstimulation. Endocrinology, 1980; 106:668-673.

Uslu M. Kadinda Onemli Genital Sendromlar. Erzurum: Atatiirk Unv. Basimevi, 1982.
Werner L.Lesantiprolactines. Actualiesgynecolies. Sixiemeserie 91,1975.

Horseman ND.Prolactin. InDeGroot LJ, Jameson JL. Endocrinology. Philadelphia:WBSaunders,
2001; 4: 209-20.

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/24683

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Nathan RS, Asnis GM, Dyrenfurth |1, Halpern FS, Halbreich U, Ostrow LC.
Plasmaprolactinandtestosteroneduringpenfluridoltreatment. Lancet, 1980; 2: 94.

Crosignani PG. Management of hyperprolactinemia in infertility. Journal  of
ReproductiveMedicine, 1999; 44: 1116-1120.

Molitch ME. Pituitarytumorsandpregnancy. GrowthHormoneand IGF Research, 2003; 13: 38-44.

Bohnet, HG, Dahlen, HG, Wuttke, W, Schneider,
HPG.Hyperprolactinemicanovulatorysyndrome. J ClinEndocrinol Metab, 1976; 42: 132.

Bohnet H G, Dahlen HG, Schneider HPG.Hyperprolactinemiaandpulsatil LH function.
ActaEndocrinol (Kbh) 1974; 184: 109.
https://courses.washington.edu/conj/bess/hyperprolactinemia/hyperprolactinemia.htm(Erisim Tarihi:
20.10.2017)

Knegtering H, Van Der Moolen AE, Castelein S, Kluiter H, Van Den Bosch
RJ.Whataretheeffects of  antipsychotics on  sexualdysfunctionsandendocrinefunctioning?
Psychoneuroendocrinology, 2003; 28:109-123.

Marshall JC, Eagleson CA, McCartney CR.Hypothalamicdysfunction. Molecularand Cellular
Endocrinology, 2001; 183 29-32.

Oakley AE, Clifton DK, Steiner RA.KisspeptinSignaling in the Brain. EndocrRev. 2009; 30:713-
43.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene(Erisim Tarihi: 20.10.2017)

Kotani M, Detheux M, Vandenbogaerde A, Communi D, Vanderwinden JM, Le Poul
E, Brézillon S, Tyldesley R, Suarez-Huerta N, Vandeput F, Blanpain C, Schiffmann
SN, Vassart G, Parmentier M.Themetastasissuppressor gene KiSS-1 encodeskisspeptins,
thenaturalligands of theorphan G  protein-coupledreceptor ~GPR54.  TheJournal  of
biologicalchemistry. 2001; 276:34631-6.

Lee JH1, Miele ME, Hicks DJ, Phillips KK, Trent JM, Weissman BE, Welch DR. KiSS-1, a
novelhumanmalignantmelanomametastasis-suppressor gene. Journal of theNationalCancerlnstitute,
1996; 88:1731-7.

Popa SM, Clifton DK, Steiner RA. A KiSStoremember. TrendsEndocrinolMetab, 2005; 16: 249-
50.

Cortés ME, Carrera B, Rioseco H, Pablo del Rio J, Vigil P. The Role of Kisspeptin in theOnset
of Pubertyand in theOvulatoryMechanism: A Minireview. Journal of
PediatricandAdolescentGynecology, 2015; 28: 286-91.

http://d6igag6njxgjh.cloudfront.net/content/physrev/92/3/1235/F2.1arge.jpq) (Erisim
Tarihi:30.11.2017 )

Seminara SB1, Messager S, Chatzidaki EE, Thresher RR, Acierno JS Jr, Shagoury JK, Bo-
Abbas Y, Kuohung W, Schwinof KM, Hendrick AG, Zahn D, Dixon J, Kaiser
UB, Slaugenhaupt SA, Gusella JF, O'Rahilly S, Carlton MB, Crowley WF Jr, Aparicio
SA, Colledge WH. GPR54 Gene as a Regulator of Puberty. New EnglandJournal of Medicine,
2003; 349:1614-27.

Jayasena CN, Abbara A, Comninos AN, Nijher GM, Christopoulos G, Narayanaswamy
S, 1zzi-Engbeaya C, Sridharan M, Mason AJ, Warwick J, Ashby D, Ghatei MA, Bloom
SR, Carby A, Trew GH, Dhillo WS. Kisspeptin-54 triggerseggmaturation in womenundergoing in
vitrofertilization. J Clinlnvest, 2014; 124: 3667-77.

43


https://courses.washington.edu/conj/bess/hyperprolactinemia/hyperprolactinemia.htm(Eri
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
http://d6igaq6njxgjh.cloudfront.net/content/physrev/92/3/1235/F2.large.jpg)

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

Tena-Sempere M. GPR54 andkisspeptin in reproduction. Human reproductionupdate. 2006;12:631-
9.

Kafa IM, Eyigér M.Kisspeptinler ve KisspeptinNoronlari:Ureme Sistemi Uzerine Etkileri ve
Hipotalamik Yerlesimleri. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 2011; 37 (1): 53-60.

Dhillo WS.Kisspeptin: a novelregulator of reproductivefunction. J Neuroendocrinol, 2008; 20: 963—
70.

Plant TM.The role of KiSS-1 in theregulation of puberty in higherprimates. Eur J Endocrinol, 2006;
155: 11-6.

Colledge WH. GPR54 andpuberty. TrendsEndocrinolMetab, 2004; 15: 448-53.

deRoux N, Genin E, Carel JC, Matsuda F, Chaussain JL, Milgrom
E.Hypogonadotropichypogonadismduetoloss of function of the KiSS1-derived peptidereceptor
GPR54. ProcNatlAcadSci USA, 2003; 100: 10972-6.

Semple RK, Achermann JC, Ellery J, Farooqi IS, KaretFE,Stanhope RG, O'rahilly S,
Aparicio  SA.Twonovelmissensemutations in g  protein-coupledreceptor 54 in a
patientwithhypogonadotropichypogonadism. J ClinEndocrinolMetab, 2005; 90: 1849-55.

Cerrato F, Shagoury J, Kralickova M, Dwyer A, Falardeau J, Ozata M, Van VG, Bouloux P,
Hall JE, Hayes FJ, Pitteloud N, Martin KA, Welt C, Seminara SB.Codingsequenceanalysis of
GNRHR and GPR54 in patientswithcongenitalandadult-onsetforms of
hypogonadotropichypogonadism. Eur J Endocrinol, 2006; 155: 3-10.

Chan YM, Broder-Fingert S, Seminara SB.Reproductivefunctions of kisspeptinand Gpr54
acrossthe life cycle of miceand men. Peptides, 2009; 30: 42-8.

Herbison AE.Estrogenpositivefeedbacktogonadotropinreleasinghormone (GnRH) neurons in
therodent: thecasefortherostralperiventriculararea of thethirdventricle (RP3V).Brain ResRev, 2008;
57: 277-87.

Franceschini I, Lomet D, Cateau M, Delsol G, Tillet Y, Caraty A.Kisspeptinimmunoreactivecells
of theovinepreopticareaandarcuatenucleusco-expressestrogenreceptoralpha. Neuroscil ett,
2006;401:225-30.

Fernandez C, Debeljuk L, Diaz E, Diaz Lopez B. Age differences in NKA and SP from the rat
hypothalamus, pituitary, pineal and striatum of the rat. Effect of melatonin. Peptides 2002;23:941-5.

86. https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/6866. (Erisim Tarihi: 15.09.2017)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29191. (Erisim Tarihi: 15.09.2017)

Schank J, Heilig M.ChapterSix - Substance P andthe Neurokinin-1 Receptor: The New CRF.
International Review of Neurobiology, 2017; 136: 151-175.

Alexander JM, Mclintire DD, Leveno KJ, et al: Selective magnesium sulphate prophylaxis for the
prevention of eclampsia in women with gestation hypertension. Obstet Gynecol 2006; 108(4):826-
832

Cunningham FG, Mac Donald PC, Gant NF, Leveno KJ, Gilstrap LJ,Hankins GDV, Clark
SL. Williams Obstetrics 21th edition 2001; 567-609

Haddad B, Sibai BM. Chronic hypertension in pregnancy. Ann Med 1999;31(4):246-252

North RA, Taylor RS, Schellenberg JC. Evaluation of a definition of preeclampsia. Br J Obstet
Gynaecol 1999;106(8):767-773.

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29191

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Chames MC, Livingston JC, invester TS,et al. Late postparrum eclampsia: Apreventable disease?
Am J Obstet Gynecol 2002; 186(6):1174-1177

Atrash HK, Konin LM, Lawson HW, Franks AL, Smith JC. Maternal mortality inthe United
States, 1979-1986. Obstet Gyneacol 1990; 76: 1055-1060.

Kelling JW, McCaw, Ashley DE, Goldin J. Maternal mortality in Jamaica: Healthcare provision
and causes of death. Int J Gynaecol Obstet 1991;35: 19-27.

https://www.slideshare.net/sumitkpal372/neuropeptides(Erisim Tarihi:30.11.2017 )

Lam C, Lim KH, Karumanchi A. Circulating angiogenic Factors in the Pathogenesisand
Prediction of preeclampsia. Hypertension 2005;46: 1077-1085

Jauniaux E and Nicolaides KH. Placental lakes, absent umblical artery diastolic flowand poor fetal
growth in early pregnancy. Ultrasound Obst Gynecol 1996; 7:141-144
http://www.millendo.com/our-programs/mle4901.php(Erisim Tarihi:30.11.2017 )

Paxinos G, Watson C,. The rat brain in stereotaxic coordinates. Elsevier, 2007.

Real Time PCR. (http://www.belgeler.com/blg/2bjg/tagman)(Erisim Tarihi:30.11.2017 )

Michael W. Relative quantification International University Line.
Erisim:(http://www.genequantification.  eu/pfaffl-rel-quan-book-ch3.pdf)  2013.Erisim  Tarihi:
22.11.2017

Pfaffl M. Real-time RT-PCR: Neue Ansdtze zur exakten mRNA Quantifizierung BIO
spektrum.Erisim: (http://physio.wzw.tum.de/fileadmin/Forschung/2004/Pfaffl-04fa04-02.pdf) 2013.
Erisim Tarihi: 22.11.2017

Horseman ND, Zhao W, Montecino-Rodriguez E, Tanaka M, Nakashima K, Engle SJ, Smith
F, Markoff E & Dorshkind K Defective mammopoiesis, but normal hematopoiesis, in mice with a
targeted disruption of the prolactin gene. EMBO Journal 16 1997 6926-6935.

Ormandy CJ, Camus A, Barra J, Damotte D, Lucas BK, Buteau H, Edery M, Brousse N,
Babinet C, Binart N et al. Null mutation of the prolactin receptor gene produces multiple
reproductive defects in the mouse. Genes and Development 199711 167-178.

Liu X, Robinson GW, Wagner KU, Garrett L, Wynshaw-Boris A & Hennighausen L Stat5a is
mandatory for adult mammary gland development and lactogenesis. Genes and Development
1997.11 179-186.

Bole-Feysot C, Goffin V, Edery M, Binart N & Kelly PA Prolactin and its receptor: actions,
signal transduction pathways and phenotypes observed in prolactin receptor knockout mice.
Endocrine Review1998 19 225-268.

100 Brown RSE, Herbison AE, Grattan DR. Prolactin regulation of Kisspeptin neurones in the
mouse brain and its role in the lactation-induced suppression of Kkisspeptin expression. J
Neuroendocrinol. 2014;26(12):898-908.

Bachelot A, Binart N.,Reproductive role of prolactin, 2007, Society for
Reproduction and Fertility,1626-1741-7899

101 Araujo-Lopes R, Crampton JR, Aquino NS, Miranda RM, Kokay IC, Reis AM, et al.

Prolactin regulates kisspeptin neurons in the arcuate nucleus to suppress LH secretion in female rats.
Endocrinology. 2014;155(3):1010-20.

45


https://www.slideshare.net/sumitkpal372/neuropeptides(Eri
http://www.millendo.com/our-programs/mle4901.php(Eri
http://www.belgeler.com/blg/2bjg/taqman)(Eri
http://www.genequantification
http://physio.wzw.tum.de/fileadmin/Forschung/2004/Pfaffl-04fa04-02.pdf)

111

112,

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

102 Vilar L, Freitas MC, Naves LA, Casulari LA, Azevedo M, Montenegro R, et al. Diagnosis
and management of hyperprolactinemia: results of a Brazilian multicenter study with 1234 patients.
J Endocrinol Invest. 2008;31(5):436-44.

de Roux N, Genin E, Carel JC, Matsuda F, Chaussain JL, Milgrom E. Hypogonadotropic
hypogonadism due to loss of function of the KiSS1-derived peptide receptor GPR54. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2003;100(19):10972-6.

Topaloglu AK, et al. Inactivating KISS1 mutation and hypogonadotropic hypogonadism. N Engl J
Med. 2012;366(7):629-635.

Kokay IC, Petersen SL, Grattan DR. Identification of prolactinsensitive GABA and kisspeptin
neurons in regions of the rat ypothalamus involved in the control of fertility. Endocrinology.
2011;152(2):526-35.

Han SK, Gottsch ML, Lee KJ, Popa SM, Smith JT, Jakawich SK, et al. Activation of
gonadotropin-releasing hormone neurons by kisspeptin as a neuroendocrine switch for the onset of
puberty. J Neurosci. 2005;25(49):11349-56.

Gottsch ML, Cunningham MJ, Smith JT, Popa SM, Acohido BV, Crowley WF, et al. A role for
kisspeptins in the regulation of gonadotropin secretion in the mouse. Endocrinology.
2004;145:4073-7.

Dhillo WS, Chaudhri OB, Patterson M, Thompson EL, Murphy KG, Badman MK, et al.
Kisspeptin-54 stimulates the hypothalamicpituitary gonadal axis in human males. J Clin Endocrinol
Metab. 2005;90(12):6609-15.

Jayasena CN, Abbara A, Comninos AN, Nijher GMK, Christopoulos G, Narayanaswamy S, I,
et al. Kisspeptin-54 triggers egg maturation in women undergoing in vitro fertilization. J Clin
Invest. 2014;124(8):3667-77.

Sonigo C, Bouilly J, Carre N, Tolle V, Caraty A, Tello J, et al. Hyperprolactinemia-induced
ovarian acyclicity is reversed by kisspeptin administration. J Clin Invest. 2012;122(10):3791-5.

Fink, G. Neuroendocrine regulation of pituitary function: general principles. In: Conn,
PM.;Freeman, ME., editors. Neuroendocrinology in physiology and medicine. Humana Press;
Totowa:2000. p. 107-134.

Herbison AE, Skinner DC, Robinson JE, King IS. Androgen receptor-immunoreactive cells in
ram hypothalamus: distribution and co-localization patterns with gonadotropin-releasing hormone,
somatostatin and tyrosine hydroxylase. Neuroendocrinology. 1996; 63:120-131. [PubMed:9053776]

Wakabayashi Y, Nakada T, Murata K, Ohkura S, Mogi K, Navarro VM, Clifton DK, Mori Y,
Tsukamura H, Maeda K, Steiner RA, Okamura H. Neurokinin B and dynorphin A in
kisspeptinneurons of the arcuate nucleus participate in generation of periodic oscillation of neural
activitydriving pulsatile gonadotropin-releasing hormone secretion in the goat. J Neurosci.
2010;30:3124-3132. [PubMed: 20181609]

Guerriero KA, Keen KL, Terasawa E. Developmental increase in kisspeptin-54 release in vivo is
independent of the pubertal increase in estradiol in female rhesus monkeys (Macaca
mulatta).Endocrinology. 2012; 153(4):1887-1897. [PubMed: 22315444]

Navarro VM, Tena-Sempere M. Neuroendocrine control by kisspeptins: role in metabolic
regulation of fertility. Nat Rev Endocrinol. 2011; 8(1):40-53. [PubMed: 21912400]

Navarro VM. New insights into the control of pulsatile GnRH release: the role of Kiss1/neurokinin
B neurons. Front Endocrinol (Lausanne). 2012; 3:48. [PubMed: 22649420]

46



126. Burke MC, Letts PA, Krajewski SJ, Rance NE. Coexpression of dynorphin and neurokinin B
immunoreactivity in the rat hypothalamus: morphologic evidence of interrelated function withinthe
arcuate nucleus. J Comp Neurol. 2006; 498:712-726. [PubMed: 16917850]

127. Krajewski SJ, Burke MC, Anderson MJ, McMullen NT, Rance NE. Forebrain projections of

arcuate neurokinin B neurons demonstrated by anterograde tract-tracing and monosodiumglutamate
lesions in the rat. Neuroscience. 2010; 166:680-697. [PubMed: 20038444]

47



OZGECMIS

1984 yilinda Adana’da dogdu. ilk okulu Solakl: 100, orta okulu Sakip Sabanci
100 ve lise egitimini Abdulkadir Paksoy Lisesinde tamamladiktan sonra iniversite
egitimini Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Boliiminde tamamlad:. Yiiksek lisans
egitimine Cukurova Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji ABD’ de
basladi ve egitimine burada devam etmektedir.
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